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DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI

1997 - 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI

2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :
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Professeur Mohammed JIDDANE
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PROFESSEURS :

Mars, Avril et Septembre 1980
1.

Mai et Octobre 1981

2. Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajih Chirurgie Cardio-Vasculaire
3.  Pr. TAOBANE Hamid* Chirurgie Thoracique
Mai et Novembre 1982

4.  Pr. ABROUQ Ali* Oto-Rhino-Laryngologie
5. Pr. BENSOUDA Mohamed Anatomie

6. Pr. BENOSMAN Abdellatif Chirurgie Thoracique

7.  Pr. LAHBABI Naima ép. AMRANI Physiologie

Novembre 1983

8. Pr. BELLAKHDAR Fouad Neurochirurgie

9.  Pr. HAJJAJ Najia ép. HASSOUNI Rhumatologie
Décembre 1984

10. Pr. BOUCETTA Mohamed* Neurochirurgie

11.  Pr. EL GUEDDARI Brahim El Khalil Radiothérapie

12.  Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne



13.  Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi
14. Pr. SETTAF Abdellatif

Novembre et Décembre 1985

15. Pr. BENJELLOUN Halima

16. Pr. BENSAID Younes

17. Pr. EL ALAOUI Faris Moulay El Mostafa
18. Pr. IRAQI Ghali

19.

Janvier, Février et Décembre 1987

20. Pr. AJANA Ali

21.  Pr. CHAHED OUAZZANI Houria ép. TAOBANE
22.  Pr. EL FASSY FIHRI Mohamed Taoufiq
23. Pr. EL HAITEM Naima

24. Pr. EL YAACOUBI Moradh

25. Pr. ESSAID EL FEYDI Abdellah

26. Pr. LACHKAR Hassan

27. Pr. YAHYAOUI Mohamed

Décembre 1988

28.  Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib
29. Pr. DAFIRI Rachida

30. Pr. HERMAS Mohamed

31. Pr. TOLOUNE Farida*

Décembre 1989 Janvier et Novembre 1990
32. Pr. ADNAOUI Mohamed

33. Pr. AOUNI Mohamed

34. Pr. BOUKILI MAKHOUKHI Abdelali
35. Pr. CHAD Bouziane

36. Pr. CHKOFF Rachid

37. Pr. HACHIM Mohammed*

38. Pr. KHARBACH Aicha

39. Pr. MANSOURI Fatima

40. Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda
41. Pr. TAZI Saoud Anas

Février Avril Juillet et Décembre 1991

42. Pr. ALHAMANY Zaitounia

43. Pr. AZZOUZI Abderrahim

44. Pr. BAYAHIA Rabéa ép. HASSAM

45. Pr. BELKOUCHI Abdelkader

46. Pr. BENABDELLAH Chahrazad

47. Pr. BENCHEKROUN BELABBES Abdellatif

Chirurgie .
A
b
. . I}
Cardiologie &/
Pathologie Chirurgicale 4
. x
Neurologie

Pneumo-phtisiologie

Radiologie
Gastro-Entérologie
Pneumo-phtisiologie
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Meédecine Interne
Neurologie

Chirurgie Pédiatrique
Radiologie

Traumatologie Orthopédie
Médecine Interne

Médecine Interne
Médecine Interne
Cardiologie

Pathologie Chirurgicale
Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Neurologie

Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation
Néphrologie

Chirurgie Générale
Hématologie

Chirurgie Générale



48.
49.
50.
S1.
52.
53.
54.
55.
56.
57.

Pr. BENSOUDA Yahia

Pr. BERRAHO Amina

Pr. BEZZAD Rachid

Pr. CHABRAOUI Layachi

Pr. CHERRAH Yahia

Pr. CHOKAIRI Omar

Pr. JANATI Idrissi Mohamed*
Pr. KHATTAB Mohamed

Pr. SOULAYMANI Rachida ép.BENCHEIKH

Pr. TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
71.

Pr. AHALLAT Mohamed

Pr. BENSOUDA Adil

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza
Pr. CHRAIBI Chafiq

Pr. DAOUDI Rajae

Pr. DEHAYNI Mohamed*

Pr. EL OUAHABI Abdessamad

Pr. FELLAT Rokaya

Pr. GHAFIR Driss*

Pr. IDDANE Mohamed

Pr. OUAZZANI TAIBI Med Charaf Eddine
Pr. TAGHY Ahmed

Pr. ZOUHDI Mimoun

1994

Mars

72.
73.
74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.
1.
82.
3.
&4.
85.
86.
&7.

Pr. AGNAOU Lahcen

Pr. BENCHERIFA Fatiha

Pr. BENJAAFAR Noureddine

Pr. BENJELLOUN Samir

Pr. BEN RAIS Nozha

Pr. CAOUI Malika

Pr. CHRAIBI Abdelmjid

Pr. EL AMRANI Sabah ép. AHALLAT
Pr. EL AOUAD Rajae

Pr. EL BARDOUNI Ahmed

Pr. EL HASSANI My Rachid

Pr. EL IDRISSI LAMGHARI Abdennaceur
Pr. ERROUGANI Abdelkader

Pr. ESSAKALI Malika

Pr. ETTAYEBI Fouad

Pr. HADRI Larbi*

Pharmacie galénique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstét féI
Biochimie et Chimip3
Pharmacologie
Histologie Embryologie,
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Pharmacologie
Chimie thérapeutique

Chirurgie Générale
Anesthésie Réanimation
Radiologie
Gastro-Entérologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie
Gynécologie Obstétrique
Neurochirurgie
Cardiologie

Meédecine Interne
Anatomie

Gynécologie Obstétrique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Ophtalmologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Chirurgie Générale
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Gynécologie Obstétrique
Immunologie
Traumato-Orthopédie
Radiologie

Meédecine Interne
Chirurgie Générale
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Meédecine Interne



88.
&9.
90.
91.
92.
93.
94.
95.
96.

Pr. HASSAM Badredine
Pr. IFRINE Lahssan

Pr. JELTHI Ahmed

Pr. MAHFOUD Mustapha
Pr. MOUDENE Ahmed*
Pr. OULBACHA Said

Pr. RHRAB Brahim

Pr. SENOUCI Karima ¢ép. BELKHADIR

Mars

97.

98.

99.

100.
101.
102.
103.
104.
105.
106.
107.
108.
109.
110.

1994

Pr. ABBAR Mohamed*

Pr. ABDELHAK M’barek

Pr. BELAIDI Halima

Pr. BRAHMI Rida Slimane

Pr. BENTAHILA Abdelali

Pr. BENYAHIA Mohammed Ali
Pr. BERRADA Mohamed Saleh
Pr. CHAMI Ilham

Pr. CHERKAOQOUI Lalla Ouafae
Pr. EL ABBADI Najia

Pr. HANINE Ahmed*

Pr. JALIL Abdelouahed

Pr. LAKHDAR Amina

Pr. MOUANE Nezha

Mars

111.
112.
113.
114.
115.
116.
117.
118.
119.
120.
121.
122.
123.
124.
125.
126.
127.

1995

Pr. ABOUQUAL Redouane
Pr. AMRAOUI Mohamed

Pr. BAIDADA Abdelaziz

Pr. BARGACH Samir

Pr. BEDDOUCHE Amoqrane*
Pr. CHAARI Jilali*

Pr. DIMOU M’barek*

Pr. DRISSI KAMILI Mohammed Nordine*

Pr. EL MESNAOUI Abbes

Pr. ESSAKALI HOUSSYNI Leila
Pr. FERHATI Driss

Pr. HASSOUNI Fadil

Pr. HDA Abdelhamid*

Pr. IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed

Pr. IBRAHIMY Wafaa
Pr. MANSOURI Aziz
Pr. OUAZZANI CHAHDI Bahia

Dermatologie
Chirurgie Généralg

Anatomie Pathgldgique <

) T
Traumatologie 5
Traumatologie-®rthopédie,, éf
Chirurgie Généra /

Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie
Neurochirurgie

Radiologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Urologie

Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Gynécologie Obstétrique

Meédecine Préventive, Santé Publique et Hygiene

Cardiologie
Urologie
Ophtalmologie
Radiothérapie
Ophtalmologie



128. Pr. SEFIANI Abdelaziz Génétique
129. Pr. ZEGGWAGH Amine Ali Réanimation Médd

Décembre 1996

130. Pr. AMIL Touriya* Radiologie

131. Pr. BELKACEM Rachid Chirurgie Pédiatr

132. Pr. BOULANOUAR Abdelkrim Ophtalmologie

133. Pr. EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan Chirurgie Générale

134. Pr. GAOUZI Ahmed Pédiatrie

135. Pr. MAHFOUDI M’barek* Radiologie

136. Pr. MOHAMMADINE EL Hamid Chirurgie Générale

137. Pr. MOHAMMADI Mohamed Médecine Interne

138. Pr. MOULINE Soumaya Pneumo-phtisiologie
139. Pr. OUADGHIRI Mohamed Traumatologie-Orthopédie
140. Pr. OUZEDDOUN Naima Néphrologie

141. Pr. ZBIR EL Mehdi* Cardiologie

Novembre 1997

142. Pr. ALAMI Mohamed Hassan Gynécologie-Obstétrique
143. Pr. BEN AMAR Abdesselem Chirurgie Générale

144. Pr. BEN SLIMANE Lounis Urologie

145. Pr. BIROUK Nazha Neurologie

146. Pr. CHAOUIR Souad* Radiologie

147. Pr. DERRAZ Said Neurochirurgie

148. Pr. ERREIMI Naima Pédiatrie

149. Pr. FELLAT Nadia Cardiologie

150. Pr. GUEDDARI Fatima Zohra Radiologie

151. Pr. HAIMEUR Charki* Anesthésie Réanimation
152. Pr. KADDOURI Noureddine Chirurgie Pédiatrique
153. Pr. KOUTANI Abdellatif Urologie

154. Pr. LAHLOU Mohamed Khalid Chirurgie Générale

155. Pr. MAHRAOUI CHAFIQ Pédiatrie

156. Pr. NAZI M’barek* Cardiologie

157. Pr. OUAHABI Hamid* Neurologie

158. Pr. TAOUFIQ Jallal Psychiatrie

159. Pr. YOUSFI MALKI Mounia Gynécologie Obstétrique
Novembre 1998

160. Pr. AFIFI RAJAA Gastro-Entérologie

161. Pr. AIT BENASSER MOULAY Ali* Pneumo-phtisiologie
162. Pr. ALOUANE Mohammed* Oto-Rhino-Laryngologie
163. Pr. BENOMAR ALI Neurologie

164. Pr. BOUGTAB Abdesslam Chirurgie Générale

165. Pr. ER RIHANI Hassan Oncologie Médicale

166. Pr. EZZAITOUNI Fatima Néphrologie



167.

Pr. LAZRAK Khalid *

Novembre 1998

168.
169.
170.

Pr. BENKIRANE Majid*
Pr. KHATOURI ALI*
Pr. LABRAIMI Ahmed*

Janvier 2000

171.
172.
173.
174.
175.
176.
177.
178.
179.
180.
181.
182.
183.
184.
185.
186.
187.
188.

Pr. ABID Ahmed*
Pr. AIT OUMAR Hassan
Pr. BENCHERIF My Zahid

Pr. BENJELLOUN DAKHAMA Badr.Sououd

Pr. BOURKADI Jamal-Eddine
Pr. CHAOUI Zineb

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer

Pr. ECHARRAB EI Mahjoub
Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim*
Pr. EL OTMANY Azzedine
Pr. HAMMANI Lahcen

Pr. ISMAILI Mohamed Hatim
Pr. ISMAILI Hassane*

Pr. KRAMI Hayat Ennoufouss
Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*
Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

189.
190.
191.
192.
193.
194.
195.
196.
197.
198.
199.
200.
201.
202.
203.
204.

Pr. AIDI Saadia

Pr. AIT OURHROUI Mohamed
Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. BENCHEKROUN Nabiha

Pr. CHERTI Mohammed

Pr. ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
Pr. EL HASSANI Amine

Pr. EL IDGHIRI Hassan

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. EL MAGHRAOUI Abdellah*
Pr. GHARBI Mohamed EIl Hassan
Pr. HSSAIDA Rachid*

Pr. LAHLOU Abdou

Pr. MAFTAH Mohamed*

Pr. MAHASSINI Najat

Hématologie
Cardiologie

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Ophtalmologie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Gastro-Entérologie
Anesthésie-Réanimation
Anesthésie-Réanimation
Meédecine Interne

Neurologie

Dermatologie
Gastro-Entérologie
Chirurgie Générale
Ophtalmologie
Cardiologie
Anesthésie-Réanimation
Pédiatrie
Oto-Rhino-Laryngologie
Urologie

Rhumatologie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anesthésie-Réanimation
Traumatologie Orthopédie
Neurochirurgie

Anatomie Pathologique



205. Pr. MDAGHRI ALAOUI Asmae
206. Pr. NASSIH Mohamed*
207. Pr. ROUIMI Abdelhadi

Décembre 2001

208. Pr. ABABOU Adil

209. Pr. BALKHI Hicham*

210. Pr. BELMEKKI Mohammed
211. Pr. BENABDELJLIL Maria
212. Pr. BENAMAR Loubna

213. Pr. BENAMOR Jouda

214. Pr. BENELBARHDADI Imane
215. Pr. BENNANI Rajae

216. Pr. BENOUACHANE Thami
217. Pr. BENYOUSSEF Khalil

218. Pr. BERRADA Rachid

219. Pr. BEZZA Ahmed*

220. Pr. BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
221. Pr. BOUHOUCH Rachida

222. Pr. BOUMDIN EI Hassane*
223. Pr. CHAT Latifa

224. Pr. CHELLAOUI Mounia

225. Pr. DAALI Mustapha*

226. Pr. DRISSI Sidi Mourad*

227. Pr. EL HAJOUIJI Ghziel Samira
228. Pr. EL HIJRI Ahmed

229. Pr. EL MAAQILI Moulay Rachid
230. Pr. EL MADHI Tarik

231. Pr. EL MOUSSAIF Hamid
232. Pr. EL OUNANI Mohamed
233. Pr. EL QUESSAR Abdeljlil
234. Pr. ETTAIR Said

235. Pr. GAZZAZ Miloudi*

236. Pr. GOURINDA Hassan

237. Pr. HRORA Abdelmalek

238. Pr. KABBAIJ Saad

239. Pr. KABIRI EL Hassane*

240. Pr. LAMRANI Moulay Omar
241. Pr. LEKEHAL Brahim

242. Pr. MAHASSIN Fattouma*
243. Pr. MEDARHRI Jalil

244. Pr. MIKDAME Mohammed*
245. Pr. MOHSINE Raouf

246. Pr. NOUINI Yassine

Pédiatrie
Stomatologie E
Neurologie

Anesthésie-Réanimati
Ophtalmologie
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie
Pédiatrie
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Rhumatologie

Anatomie

Cardiologie

Radiologie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale

Radiologie

Gynécologie Obstérique
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Ophtalmologie

Chirurgie Générale

Radiologie

Pédiatrie

Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation
Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne

Chirurgie Générale
Hématologie Clinique
Chirurgie Générale

Urologie



247. Pr. SABBAH Farid
248. Pr. SEFIANI Yasser
249. Pr. TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

250. Pr. AL BOUZIDI Abderrahmane*
251. Pr. AMEUR Ahmed *

252. Pr. AMRI Rachida

253. Pr. AOURARH Aziz*

254. Pr. BAMOU Youssef *

255. Pr. BELMEJDOUB Ghizlene*
256. Pr. BENBOUAZZA Karima

257. Pr. BENZEKRI Laila

258. Pr. BENZZOUBEIR Nadia*

259. Pr. BERNOUSSI Zakiya

260. Pr. BICHRA Mohamed Zakariya
261. Pr. CHOHO Abdelkrim *

262. Pr. CHKIRATE Bouchra

263. Pr. EL ALAMIEL FELLOUS Sidi Zouhair
264. Pr. EL ALJ Haj Ahmed

265. Pr. EL BARNOUSSI Leila

266. Pr. EL HAOURI Mohamed *

267. Pr. EL MANSARI Omar*

268. Pr. ES-SADEL Abdelhamid

269. Pr. FILALI ADIB Abdelhai

270. Pr. HADDOUR Leila

271. Pr. HAJJI Zakia

272. Pr.IKEN Ali

273. Pr. ISMAEL Farid

274. Pr. JAAFAR Abdeloihab*

275. Pr. KRIOUILE Yamina

276. Pr. LAGHMARI Mina

277. Pr. MABROUK Hfid*

278. Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
279. Pr. MOUSTAGHFIR Abdelhamid*
280. Pr. MOUSTAINE My Rachid

281. Pr. NAITLHO Abdelhamid*

282. Pr. OUJILAL Abdelilah

283. Pr. RACHID Khalid *

284. Pr. RAISS Mohamed

285. Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
286. Pr. RHOU Hakima

287. Pr. SIAH Samir *

288. Pr. THIMOU Amal

Chirurgie Générale

Urologie
Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Rhumatologie
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Gynécologie Obstétrique
Dermatologie

Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie
Traumatologie Orthopédie
Meédecine Interne
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie



289.

Pr. ZENTAR Aziz*

PROFESSEURS AGREGES :

Janvier 2004

290.
291.
292.
293.
294.
295.
296.
297.
298.
299.
300.
301.
302.
303.
304.
305.
306.
307.
308.
309.
310.
311.
312.
313.

Pr. ABDELLAH EIl Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BOUGHALEM Mohamed*
Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*

Pr. CHAGAR Belkacem*

Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima

Pr. KARMANE Abdelouahed

Pr. KHABOUZE Samira

Pr. KHARMAZ Mohamed

Pr. LEZREK Mohammed*

Pr. MOUGHIL Said

Pr. SASSENOU ISMAIL*

Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TIJAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

314.
315.
316.
317.
318.
319.
320.
321.
322.
323.
324.
325.
326.

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALAOUI Ahmed Essaid
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah

Pr. AZIZ Noureddine*

Pr. BAHIRI Rachid

Pr. BARKAT Amina

Pr. BENHALIMA Hanane

Pr. BENHARBIT Mohamed
Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Mohamed

Oto-Rhino-Laryngologt
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation

Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale

Neurologie

Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique
Traumatologie Orthopédie
Urologie

Chirurgie Cardio-Vasculaire
Gastro-Entérologie
Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie

Pédiatrie

Stomatologie et Chirurgie Maxillo Faciale
Ophtalmologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Ophtalmologie



327.
328.
329.
330.
331.
332.
333.
334.
335.
336.
337.
338.
339.
340.

Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOQOUI Sakina
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. KARIM Abdelouahed

Pr. KENDOUSSI Mohamed*
Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NIAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. TNACHERI OUAZZANI Btissam

Pr. ZERAIDI Najia

AVRIL 2006

423.
425.
427.
428.

429

430.
431.
432.
433.
434.
435.
436.
437.
438.
439.
440.

441

442.
443.
444.
445.
446.
447.
448.
449.
450.
451.
452.

Pr. ACHEMLAL Lahsen*
Pr. AKJOUJ Said*
Pr. BELMEKKI Abdelkader*
Pr. BENCHEIKH Razika
Pr. BIYI Abdelhamid*
Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHYA Abdellatif*
Pr. CHEIKHAOUI Younes
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal
Pr. ESSAMRI Wafaa
Pr. FELLAT Ibtissam
Pr. FAROUDY Mamoun
Pr. GHADOUANE Mohammed*
Pr. HARMOUCHE Hicham
Pr. HANAFI Sidi Mohamed*
Pr. IDRISS LAHLOU Amine
Pr. JROUNDI Laila
Pr. KARMOUNI Tariq
Pr. KILI Amina
Pr. KISRA Hassan
Pr. KISRA Mounir
Pr. KHARCHAFI Aziz*
Pr. LAATIRIS Abdelkader*
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VCMr : Volume corpusculaire moyen réticulocytaire
2-3 DPG : 2-3 Diphosphoglycérate

o : Alpha

B : Béta

0: Delta

v : Gamma

C: Zeta

¢ : Epsilon

pL : Microliter
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Les hyper-hémolyses

L'hémolyse est le phénomene irréversible par lequel les globules rouges (GR) sont

détruits et libérent leur contenu hémoglobinique dans le milieu extérieur.

Il s'agit d'un phénomene physiologique qui touche les hématies a la fin de leur vie qui a
une durée moyenne de 120 jours. Cette hémolyse physiologique est essentiellement intra-
tissulaire. Les GR agé sont phagocytés par les macrophages du systeme des phagocytes
mononuclées. Chez le sujet normal, la majorité des GR sont détruits dans les macrophages de

la moelle osseuse. Le reste se fait au niveau de la rate et du foie [1].

Quant a I’hémolyse pathologique ou I’hyper-hémolyse, elle s’accompagne de signes de
destruction globulaire exagérée et des signes de régénération. Si I’hyper-hémolyse n’est pas

compenseée, elle peut conduire a une anémie dite hémolytique [2].

Les anémies hémolytiques peuvent avoir une cause extra-corpusculaire ou la lyse du GR
est secondaire a une cause extérieure ; ou corpusculaire ou la lyse est secondaire a une atteinte

de I'un des constituant du GR [2].

La connaissance des mécanismes de ce type d’anémie permet d’une part la
compréhension des manifestations pathologiques associées ; et d’autre part de procéder a son

exploration rationnelle.

Le but de notre travail est de faire, a travers une revue de la littérature, une approche
globale de la physiopathologie, du diagnostic biologique, du diagnostic étiologique des

hémolyses pathologiques.
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Les hyper-hémolyses

I. Morphologie générale : (Figure 1,2)

Le GR ou hématie ou érythrocyte est une cellule anucléée ayant la forme d’une sphére

aplatie ou un disque biconcave. Le diamétre est de 7 a 8 um. Son épaisseur est de 2,5 um sur

les bords et 1 pum sur la partie centrale de la bi- concavité. Cette forme biconcave est

nécessaire a la déformabilité. De plus, elle augmente la surface des échanges gazeux. Son

volume est de 82 4 98 um®. Tous ces paramétres varient environ de 5% a 1’état physiologique

[1,3].

Sur le frottis sanguin ou médullaire normal correctement réalisé, séché, fixé et coloré au

May Griinwald Giemsa (MGGQG), les GR se présentent comme des cercles avec un halo clair

central. Leur membrane cytoplasmique est réguliere. Leur cytoplasme est pale, rosé,

homogene, sans noyau, sans organite [4].

S8um

Vue de surface

vue de coupe

Figure 1 : paramétres de GR normal [5].

Figure 2: aspect des GR sur frottis sanguin
coloré au MGG I61.
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II. La membrane du GR :

La membrane érythrocytaire assure au GR sa forme, sa plasticité¢ et sa déformabilité.
Pour accomplir la tdche indispensable de livraison de 'oxygene aux tissus, le GR doit
traverser des obstacles, en particulier des micro-capillaires ou des pores de sinus vasculaires
qui lui imposent de passer par des détroits et des labyrinthes dont le diameétre est tres inférieur
au sien : le diametre du GR est de 7 microns mais il peut traverser des pores de 1 voire 0,5

microns (figure 3) .

Wy

SINUS

Figure 3 : Passage d’un GR a travers un passage étroit dans la rate [7].

La membrane permet I'intégrité du milieu intérieur qui contient les principales enzymes
des métabolismes permettant de lutter contre I'inflation hydro-sodée continuelle en assurant le

fonctionnement des pompes a sodium.

Elle comporte des protéines et des lipides intriqués dans une structure complexe. Les
lipides (65 % de phospholipides, 25 % de cholestérol non estérifi¢, 10 % de glycolipides) sont
répartis en double couche de 40 A° d'épaisseur avec des groupements non polaires
hydrophobes se faisant face tandis que les groupements polaires hydrophiles sont rejetés vers

['extérieur.
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Dans cette bicouche phospholipidique baignent de volumineuses molécules protéiques

enchassées plus ou moins profondément dans les deux feuillets lipidiques [7] (figure 4).

Du co6té interne, le réseau protéique constitue le cytosquelette qui confére la forme
discoide au GR et assure sa grande déformabilité. Le squelette protéique comporte 3 protéines

principales : la spectrine, I'actine ou protéine 5, la protéine 4.1 (figure 4).

La spectrine est formée de deux chaines polypeptidiques différentes nommeées alpha et
béta polymérisées sous forme de tétrameres qui soutiennent la couche phospholipoprotéique
membranaire grace a des liaisons avec les protéines 3 (via I'Ankyrine) avec les glycophorines

(via la protéine 4/1 et 1'Actine). Toutes ces protéines peuvent étre phosphorylées [8].
Du c6té externe, se situent les récepteurs et les motifs antigéniques (figure 4).

Les protéines transmembranaires jouent un role essentiel dans les échanges du GR avec
le milieu extérieur. Les plus importantes sont les ATPases Nat+ et K+ dépendantes qui
permettent le transport actif des cations Na+ et K+, le ATPases Ca++ dépendantes et les

protéines permettant le transport des anions, de I'eau et du glucose [8].

Trois protéines transmembranaires permettent la stabilité de forme du GR en se fixant

sur les protéines intrinseéques du cytosquelette : ce sont la protéine 3, la Glycophorine A et la

Glycophorine C (figure 4) [1].
- La Protéine 3 se fixe a la  spectrine grace a 'Ankyrine

- Les Glycophorines A et C se fixent a la protéine 4.1



Les hyper-hémolyses

O e

Glycophorine A

Figure 4 : structure de la membrane du globule rouge [9].
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III1. L'Hémoglobine (Hb) :
lll.1. Structure de I’lhémoglobine : (figure 5, 6, 7)

Principal constituant du GR, elle représente 95% des protéines intracellulaires. L'Hb est
une chromoprotéine qui donne la couleur rouge aux hématies. Sa fonction essentielle est celle
de transporteur d’oxygene, assurant l'oxygénation tissulaire. Elle est maintenue a I'état
fonctionnel grice aux enzymes érythrocytaires. L’Hb est constituée de quatre chaines

peptidiques de globine et d’une molécule d’héme [1].
La globine est constituée de chaines polypeptidiques variables :

les chaines a (141 AA), les chaines B (146 AA), les chaines 6 (146 AA) et les chaines vy
(146 AA). La nature des chaines de globine définies différents types d’Hb normales.

L'héme est une molécule plane formée d'une protoporphyrine avec, en son centre, un

atome de fer ferreux.

lll.2. La synthése de I’hémoglobine :

Elle débute dées le stade de proérythroblaste et s'achéve a celui de réticulocyte [1,10].

» La synthése des chaines de globine suit le schéma de la synthése protéique. Selon

I'age la répartition des différentes hémoglobines varie:

* Chez le feetus 1’Hb F est majoritaire et I'Hb A représente moins de 10% de I'Hb

totale;
* A la naissance 1’Hb F représente 60 a 85% de 1'Hb totale;

* Six mois apres la naissance, un profil identique a celui de I’adulte est atteint HbA1 :

97%, HbA2 : < 3%, HbF : < 1%.

> La synthése héminique s’effectue au méme temps dans les érythroblastes. Trois

¢tapes biochimiques peuvent étre schématisées :
- Formation d'acide delta amino-1évulinique (ALA) a partir du succinyi coenzyme A
(produit par le cycle de Krebs dans la mitochondrie) qui s'unit a la glycine grace a

I'ALA synthétase.
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- Formation de la protoporphyrine : elle nécessite une isomérase.

- Incorporation du fer sous l'action de 'nheme synthétase.

Hémaglobine = tétramére

4 chaines

HbAouAl: a2et B2 de globine

identiques

242 m

Hémoglobine A1 = A

HbA2 : o2et 32

/

HbF : a2et y2 %
il

Hémoglobine F

. Hémoglobine A2

Figure 5: Représentation des 4 chaines de globine identiques 2 a 2 [11].

Globine
>

NN

/N

Schéema d'une molécule d'héme

Figure 6: Schéma d’une molécule d’héme [1]
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Chaine B, Chaine o

Heme

Heme

Chaine oy Chaine B2

Figure 7 : Structure quaternaire de la molécule d’hémoglobine [12].

111.3. Les différentes Hb normales en fonction de I’age :

L’Hb humaine adulte est un tétramere de deux chaines a et deux B(a2B2) avec plus de
95 %. L’Hb A2 (02382) constitue 2-3,5% et Hb F se trouve a I’état traces (taux <1 %). Dans la
vie embryonnaire, d’autres types d’Hb sont synthétisés : deux chaines de la famille a : {, a et
deux chaines de la famille B : ¢ et y. Ces chaines permettent de définir les trois Hb
embryonnaires : Hb Gower 1 ({2¢2), Hb Gower 2 (a2¢2), Hb Portland ({2y2) [1, 10]. Chez le
feetus, le constituant essentiel est Hb feetale (Hb F : a2y2 90%), le reste est constitué de Hb A
(a2p2 5210 %) [1, 10].

10
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lll.4. Le contréle génétique : (Figure 7)

Les genes codant pour la synthése des chaines alpha sont situés sur le chromosome 16,

ceux des chaines non alpha sur le chromosome 11.

Tous les genes fonctionnels codant ces différentes chaines protéiques sont regroupés en
famille ou cluster : la famille a et famille . L ordre des geénes, de 5’en 3°, au sein de chaque

complexe, refleéte I’ordre de leur expression séquentielle au cours de 1’ontogénese [13].

CHROMOSOME 11

B-LCR
7113311 = Sy Ay wpB & p
hidd o - o m

Cael o
Ca2rz otz 2 aigi
Lo E

HSI-'-‘I-I] Cz Wyl WYWoe? Wod o2 o1 @

CHROMOSOME 16
E'ﬂkb L O F ST

Beta Globin Gene Cluster
Chromosome 11

epsilon gamma delta beta
G H
5 Y l l 3"
Hb F Hb A2 Hb R

Alpha Globin Gene Cluster
Chromosome 16

Zeta 2 Zeta 1 Alpha 2 Alpha 1

— I . —————— — ————

5 = 3"

Figures 8 et 8’: Organisation générale des genes de globines humaines [14].
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IV. Métabolisme et enzymes érythrocytaires :

Le GR est une cellule anucléée incapable de synthése enzymatique. L'hématie, pour
survivre, doit maintenir 1'intégrit¢ de son milieu intérieur, de la structure de sa membrane, de

son héme a I'état fonctionnel. Pour cela elle doit utiliser son stock enzymatique initial [1].

L'hématie possede une seule source d'énergie, le glucose qu'elle utilise grace aux
mécanismes de la glycolyse et surtout de la glycolyse anaérobie (90 %) (Voie principale
d'Embden-Meyerhof) et accessoirement par la voie oxydative du shunt des pentoses (10 %)

(Figure 9). Le métabolisme érythrocytaire a pour but :
- la production d'ATP indispensable a I'intégrité de la membrane.
- la production de NADH et de NADPH, indispensables a la fonctionnalité de
L’hémoglobine,

- la production de 2-3 diphosphoglycérate (2-3 DPG) qui régule l'affinit¢ de I'Hb pour
l'oxygene (Figure 9).
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Figure 9 : Schéma de la glycolyse érythrocytaire [1].
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Les hyper-hémolyses

I. L’hémolyse physiologique :

L’hémolyse est le phénomeéne irréversible par lequel les GR sont détruits aprés une duré
de vie moyenne de 120 jours, et libérent leur contenu hémoglobinique dans le milieu
extérieur. Elle est compensée immédiatement par la moelle osseuse, sans répercussions

cliniques ni biologiques.

La perte physiologique joumaliére est estimée entre 1 et 2 % de la masse globulaire

totale.

L’hémolyse physiologique est un phénomene essentiellement intra-tissulaire, et une

faible partie (10 a 20%) est intra-vasculaire [1].

1.1. Hémolyse intra-tissulaire :

I.1.1. Siége et mécanisme :

Les GR agés, aprés une durée de vie normale de 120 jours, sont phagocytés par les

macrophages du systéme des phagocytes mononuclées.

Chez le sujet normal, la majorit¢é des GR sont détruits dans les macrophages de la
moelle osseuse (minimum 50%). Le reste de I'némolyse se répartit dans l'organisme, en

particulier dans la rate et le foie [1].
Cette phagocytose porte sur des GR dont le vieillissement s'est traduit par :

- des modifications biochimiques : diminution du contenu enzymatique,
ralentissement métabolique, perte des lipides membranaires, phénomenes

oxydatifs.

- des modifications morphologiques : tendance a la sphéricité par réduction de la

surface membranaire et/ou hyperhydratation.

- des modifications de la plasticité : diminution de la déformabilit¢ des GR entrainant

une stagnation dans les capillaires.
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I.1.2. Le devenir des constituants du globule rouge :

Dans les conditions d'équilibre, 'hémolyse détruit chaque jour les GR les plus agés
et la moelle osseuse libere dans la circulation sanguine une quantité égale de GR. Chaque

jour 1/120 de nos GR sont détruits, libérant 6 a 8g d'hémoglobine (Hb).
L’Hb libérée sera catabolisée (Figure 10) :
» La partie globinique :
Elle est hydrolysée en acides aminés qui rejoignent le pool métabolique général [1].

» Lefer de’Hb :
Le fer libéré va étre récupéré par 1'organisme (circuit fermé) :

- 2/3 de ce fer passe dans la circulation et se lie a la transferrine pour étre réutilisée
pour l'érythropoicse;

- le 1/3 restant est stocké dans les macrophages sous forme de ferritine et
d’hémosidérine [1].

» La partie héminique :

Elle est dégradée par une heme-oxygénase qui ouvre le cycle tétrapyrollique. L héme-
oxygénase est présente dans les macrophages, mais également dans les hépatocytes et les
cellules du tubule rénal. Cette réaction produit la biliverdine qui sera transformée en bilirubine

non conjuguée (BNC) par une réductase NADPH dépendante [1].

Les macrophages rejettent dans le plasma la BNC. Cette derni¢re étant insoluble dans

l'eau, elle est li¢e a I'albumine, qui la transporte aux hépatocytes [1].

La BNC se dégage du complexe qu'elle forme avec l'albumine et subit une glucurono-
conjugaison dans I'hépatocyte libérant ainsi la bilirubine conjuguée (BC), hydrosoluble, qui

sera ensuite excrétée dans les canalicules biliaires [1].

La BC est transformée par les bactéries intestinales en urobilinogene et stercobilinogéne,
qui s'oxydent en urobiline et stercobiline. La plus grande partie est ¢liminée dans les selles.

Une petite quantité d'urobiline est réabsorbée par l'intestin et passe dans les urines.
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Normalement, il n'y a pas de BC dans le plasma. En cas de blocage de I'€limination de
la BC, il y a reflux de BC dans le sang, responsable d'ictere. La BC liée a l'albumine est

transportée vers le rein; puis ¢liminée par les urines, qu'elle colore [1].

Remarque : Chez le nouveau-né et plus encore chez le prématuré, la glucurono-
conjugaison se fait mal a cause de I'insuffisance enzymatique. Il en résulte une

augmentation de la BNC, responsable de l'ictere physiologique du nouveau-né.
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Figure 10 : schéma d’hémolyse intra-tissulaire [1]
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I.2. L’hémolyse intra-vasculaire : (Figure 11)

» Une faible partie de I'hémolyse se déroule au sein méme de la circulation sanguine.
Dans ce cas, I'Hb est libérée dans le plasma, ou elle forme un complexe avec 'haptoglobine,
synthétisée par le foie. Ce complexe, stable et soluble, sera capté par I'hépatocyte au niveau
duquel I'Hb est dégradée. La taille du complexe haptoglobine-Hb ne lui permet pas de

traverser le glomérule rénal [1].

Si la capacité de fixation de l'haptoglobine est débordée. L’Hb en exces reste libre et
traverse le filtre glomérulaire apres dissociation de la molécule d'Hb en deux dimeres. Elle est
réabsorbée par les cellules du tubule rénal qui la catabolisent et se chargent de dépots de fer. Une
hémosidérinurie apparait quelques jours plus tard lorsque les cellules desquament dans les

urines.
» L'Hb libérée dans la circulation peut étre éliminée par une troisiéme voie.

Apres auto-oxydation en méthémoglobine et dissociation en globine et hémine, celle-ci
peut étre fixée a :
- I'hémopexine, formant un complexe hémine -hémopexine €¢liminé par le foie mais
plus lentement que complexe hémoglobine-haptoglobine;

- l'albumine, dont l'affinité pour I'neéme est tres inférieure a celle de 'hémopexine.

Méme en cas d'hémolyse intra-vasculaire, la dégradation de I'Hb est finalement
toujours intracellulaire. Ce sont les cellules épithéliales du foie et du rein qui interviennent

a la place des macrophages [1].
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Figurell: Schéma d’hémolyse intra vasculaire [15].
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II. L’'Hémolyse pathologique ou hyper-hémolyse : [16]
C’est la destruction précoce et exagérée des GR circulants. Elle sera responsable d’une
anémie hémolytique.

Les principaux facteurs qui déterminent la flexibilité d'un érythrocyte normal sont :

- sa forme de disque biconcave, caractérisée par un rapport surface/volume favorable

(a 'opposé, la sphere est la forme géométrique qui possede le plus petit rapport s/v);
- la flexibilité de sa membrane;
- la fluidité de son contenu en Hb.

L'intégrité de ces facteurs dépend essentiellement de celle du métabolisme énergétique
de la cellule et de son role dans diverses fonctions comme la perméabilité membranaire, le
pouvoir de réduction et le maintien d'un rapport ATP/Ca++ favorable a la flexibilité du réseau

de protéines contractiles qui constitue le squelette sous-membranaire.

Toute modification ou atteinte de I'un ou l'autre de ces facteurs est susceptible de rendre
la cellule prématurément incapable de franchir les interstices du filtre splénique, responsable

de son séquestration et sa destruction précoce.

L'hémolyse pathologique peut se produire a I'extérieur ou a l'intérieur méme de l'espace
vasculaire. Ceci dépend du mécanisme causal et de la brutalité avec laquelle la membrane

¢rythrocytaire est attaquée.

I.1. L'hémolyse extra-vasculaire : [1, 17]

Elle se produit au sein du systtme des phagocytes mononuclés et constitue une
exagération du mécanisme normal de retrait des GR de la circulation. C'est la rate, avec sa
structure anatomique particuliere, qui en est le site préférentiel puisqu'elle est capable de
reconnaitre l'existence d'altérations minimes de la membrane et de la flexibilité

érythrocytaires.
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Le foie, a cause de ses nombreuses sinusoides bordées de macrophages (cellules de
Kupffer), peut lui aussi étre le site d'une hémolyse anormale dans les cas ou la membrane des
GR est altérée de facon plus importante ou en l'absence de rate. Dans un cas comme dans
l'autre, la phagocytose des hématies altérées est au premier plan, de sorte qu'il n’y a pas de

libération significative d'Hb libre directement dans la circulation (Figure 12).
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Figure 12 : Hyper-hémolyse extra- vasculaire [18].

I.2. L'hémolyse intra-vasculaire : [1,17]

Comme son nom l'indique, elle se produit directement dans la circulation et
s'accompagne généralement d'une libération plus ou moins brutale d'Hb libre qui doit étre
alors débarrassée par liaison spécifique avec I'haptoglobine du plasma, ou non spécifique avec
'albumine. Une fois les capacités de liaison dépassée, la bilirubine libre qui s'accumule dans
le plasma est toxique. La bilirubine libre, non liée, peut traverser la barriere hémo-méningée

et Iéser gravement les noyaux gris centraux.
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Cette forme d'hémolyse témoigne toujours d'une agression beaucoup plus rapide de la
membrane érythrocytaire par des mécanismes qui peuvent €tre aussi bien physiques
(exemple : fragmentation par une valve artificielle) que chimiques (toxines, médicaments
oxydants) ou immunologiques (anticorps fixant le complément). Lorsque la quantit¢ d'Hb
libérée dépasse la capacité de liaison a l'haptoglobine, cette forme d'hémolyse peut

s'accompagner d'hémoglobinémie, d'hémoglobinurie ou d’hémosidérinurie (Figure 13).
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Figure 13: Hyper-hémolyse intra-vasculaire [18].

CEH : Cycle entéro-hépatique
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Les hyper-hémolyses

Les circonstances de découverte de I’hyper-hémolyse varient en fonction de I’intensité
de I’hémolyse, du mode d’installation aigu ou chronique et selon son sic¢ge [19].
I-L'hémolyse chronique: [20] (Tableau 1)
Elle est souvent de sicge extra-vasculaire. Elle se caractérisée par la triade clinique
d’hémolyse qui comporte la paleur, I’ictere et la splénomégalie.
Les signes cliniques observés ne sont pas nécessairement parallele a la concentration
d’Hb.

v' La paleur : intéresse la peau, les plis de la main, les muqueuses (bouche et
conjonctives) ;
v' L’asthénie : est plus ou moins importante selon le cas;

v' L’ictére est cutanéo-muqueux avec selles non décolorées et urines orangées.
Parfois on retrouve un subictére.
En plus de la triade classique, d’autres signes cliniques reflétent surtout :

v' L’activation de mécanismes compensatoires tels la tachycardie, les palpitations
plus marqués a I’effort; la céphalée pulsatile; les acouphenes; la dyspnée d’effort,
I’orthopnée et I’cedéme malléolaire ;

v' L’état de la circulation veineuse et artérielle tels I’angine de poitrine; la
claudication intermittente et 1’ischémie cérébrale transitoire ;

v Des signes en rapport avec I’expression de la maladie causale.

II- L'hémolyse aigue : (Tableau 1)

C’est une urgence vitale et elle est intra-vasculaire. Elle se caractérise par la paleur,
I’ictere, des urines rouge foncé «Proto» (hémoglobinurie), des frissons, la fievre, des
myalgies, des douleurs abdominales, un syndrome méning¢, des nausées, des vomissements,

une diarrhée, voir un état de choc anurique [20].
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EXTRA Vascul INTRA Vascul.
$ Anemique 4 + 1/1 Pb choc ou rénal
Splénomégalie 3+ 0
lctére 3+ 0 ou retardé
Urines « porto » 0 ta++
Douleurs lombaires 0 Parfois

Tableau 1 : Tableau comparatifs des signes cliniques dans I’hémolyse extra et intra-

vasculaire [18].

III. La Découverte fortuite :

Le diagnostic d’hémolyse peut se faire lors d’un bilan systématique.

IV. L’interrogatoire :

Dans tous les cas I’interrogatoire recherchera un contexte infectieux, la notion de
transfusion récente, la notion de prise médicamenteuse, les antécédents personnels, la notion

de cas similaires dans la famille...
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Le diagnostic biologique positif de I’hémolyse pathologique consiste a affirmer I’hyper-

hémolyse et a déterminer son siege.

I. Affirmer I’hyper-hémolyse :

Ils existent :
- des marqueurs indirects qui sont les plus utilisés en pratique courante ;
- et des marqueurs directs peu utilisés.

1.1. Les Marqueurs indirects : [21]

I.1.1. Les marqueurs hématologiques :

» L’Hémogramme : Réalis¢ actuellement par technique automatisée, il montre une
anémie normochrome, normocytaire ou discréetement macrocytaire. Une anémie hypochrome
microcytaire peut se voir dans le cas particulier des thalassémies hétérozygotes. Une
hyperleucocytose (Jusqu’a 15 Giga/l) a prédominance neutrophile et une thrombocytose
(Jusqu’a 600 Giga /1) peuvent étre observées.

» Le frottis sanguin: montre une anisocytose, polychromatophilie, voir une
poikilocytose. Il permet de rechercher la présence de sphérocytes, de schizocytes ou GR
«cassés» ou lysés témoin de I’hémolyse (Figure 14). Des érythroblastes circulants ainsi

qu’une discréte my¢€lémie peut étre retrouves.
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Figure 14 : Schizocytes sur frottis sanguin coloré au MGG [22].

» Le Taux de réticulocytes (Figure 15) : il doit étre réalis¢ loin de toute transfusion
sanguine sinon un délai minimum de trois mois doit étre respecté. Il est supérieur a 120
Giga/L témoignant de la régénération. Néanmoins un taux normal peut étre retrouvé au début

de la crise hémolytique. II est réalisé actuellement par technique automatisée.

e

Figure 15 : réticulocytes avec coloration au bleu de crésyl brillant [22].
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I.1.2. Les marqueurs biochimiques : (Tableau 2) [23]

On retrouve des signes d’hypercatabolisme de I’Hb représentés par la diminution de
I’haptoglobine, I’augmentation de la BNC, I'augmentation des lactico-déshydrogénase
(LDH), I’augmentation du fer sérique, I’augmentation du stercobilinogéne, augmentation
d’urobiline, présence d’une hémoglobinémie et d’une hémoglobinurie. Parfois des cylindres

hématiques sont présents dans les urines avec une hyperkaliémie.

Hémolyse Hémolyse Hémolyse
intravasculalre extravasculaire Intramédullaire

Bilirubine
non-conjuguée t +/+4 t 4 ' +
LDH t +4+ N t + &+
Haptoglobine } 444 N/)+ N/|+
Hémoglobinurie EYARD nil nil
Hémosidérinurie t /444 nil nil

Tableau 2 : Les principaux marqueurs biochimiques d’hémolyse [17].

I-2- Marqueurs directs :

Si le diagnostic est difficile, ’hémolyse sera confirmée par la diminution de la durée de
vie des GR a I’étude isotopique de la durée de vie des hématies au Chrome 51 (Figure 16).

Elle est rarement réalisée car c'est un examen long et onéreux.
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Apres incubation du sang avec un sel de chrome radioactif, on réinjecte les GR au sujet.
L’¢étude de la décroissance de la radioactivité. On arréte I'épreuve quand la radioactivité
initiale a diminué de moitié. La demi-vie des GR normale est de 28+2jours. Tout

raccourcissement de cette durée de vie t€émoigne d'une hémolyse exagérée.

Evolution de |a r adiocactivi té des
GR apr és mar quage au Cr51.

100%
lLacourbedfféredeladrote
théorique du fait del'é& ution du
chr ome des hématies.

®_ jours

28 120

Figure 16 : Evolution de la radioactivité des GR aprés marquage au Cr 51[24].
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Les hyper-hémolyses

L hyper-hémolyse est responsable d’anémie hémolytique. La cause de cette hémolyse
pathologique peut étre soit acquise (les anémies hémolytiques acquises) soit congénitale (les
anémies hémolytiques congénitales) et affecte un des constituants vitaux du GR : la
membrane, les enzymes ou I’Hb. Dans un cas particulier la cause peut étre a la fois

congeénitale et acquise.

I. Les anémies hémolytiques acquises :

Le groupe des anémies hémolytiques acquises est trés fréquent en pratique et ils

comportent plusieurs groupes :

1.1. Les Hémolyses d’origine immunologique :

Les anémies hémolytiques immunologiques résultent d'un conflit immunologique dont

sont victimes les hématies. Elles groupent trois entités, distinctes par leur mécanisme [25] :

- Les anémies hémolytiques auto-immunes AHAI : ou I’Ac produit par le systeme

immunitaire de I’individu est dirigé contre ses propres hématies ;

- Les anémies hémolytiques immuno-allergiques : ou le conflit immunologique est
li€e a des complexes mmmuns souvent médicamenteux dont le dépdt sur les

hématies « innocentes » engendre leur destruction.

- Les anémies hémolytiques iso-immunes : par contact d’hématies ou de plasma
incompatibles, c’est le cas des accidents d’incompatibilit¢ transfusionnelle et de

I’incompatibilité foeto-maternelle ;

I.1.1. Les Anémies hémolytiques auto-immunes (AHAI) :

Elles résultent d’un conflit entre un Ac produit par le sujet lui-méme contre un Ag de
ses propres hématies. Les conséquences de ce conflit sont variables dans leur expression
clinique et immuno-hématologique, pouvant engendrer une anémie extrémement brutale et
sévere. Des données récentes permettent de mieux comprendre leurs mécanismes, les
affections qui les favorisent ainsi que les implications thérapeutiques nouvelles ou émergents

[25].
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A. Les mécanismes physiopathologiques :

Les AHAI sont, parmi les maladies auto-immunes, celles ou le réle des auto-Ac est le
mieux défini. Ce sont des hémolyses par auto-anticorps. Les GR sont détruits suite de la
fixation sur leur membrane d’auto-Ac dirigés contre des Ag normalement présents a leur

surface, habituellement des substances de groupes sanguins, le plus souvent des systémes I/i.
RH et P.

Des anomalies du systtme immunitaire favorisent leur survenue: déficit en
lymphocytes T suppresseurs, activation polyclonale des lymphocytes B, activation de
lymphocytes auto-réactifs. Ces anomalies pourraient survenir a la suite d’un éveénement

déclenchant ou non [26].

Un motif antigénique commun entre GR et agent infectieux [27,28 ,29] peut jouer un
role déclenchant par réaction croisée. De plus, il existe une prédisposition génétique. Enfin, la
présence d’autoanticorps peut étre secondaire au développement d’un clone tumoral B (IgM
monoclonale ayant une activité¢ agglutinine froide dans la maladie chronique des agglutinines

froides par exemple) [30].
B. Diagnostic immuno-hématologique :

Les techniques utiles pour le diagnostic et le classement de la nature du conflit auto-
immun sont le test a I’antiglobuline direct et indirect (test de Coombs), I’étude du sérum et

I’élution des Ac fixés sur les hématies.

v' Le test direct a ’antiglobuline direct : TDA (Figure 17)

Il consiste a rechercher la présence d’Ac directement fixés sur les hématies. On met en
présence les hématies débarrassées de leur plasma par lavages successifs avec un Ac anti-
immunoglobuline (antiglobuline) et on apprécie alors I’agglutination qui en résulte. On estime
qu’il faut une concentration d’au moins 500 molécules d’Ac par hématie pour que

I’agglutination soit décelable [31].
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Globudes rouges du patient Antiglobuline humaing !

enrabds d'anticorps (IgG) Agslutination

Figure 17 : Principe du TDA [32].

Ce test est classiquement effectu¢ a 4°C, et a 37°C a l'aide d’antiglobulines
polyvalentes puis spécifiques (anti-IgG, anti-IgM). Il précise ainsi la classe de ’Ac et sa

nature chaude ou froide (Tableau 3).

Ac Speécificite Temp
lg G seul Ant-D. c e Chaud
igG +C Anti-D. c, e Chaud

C seul Anti-l Chaud

lgM + C Anti-l, | Froid
« biphasique » Anti-F « biphasique »

Tableau 3 : Caractéristiques immunologiques et optimum thermique des Ac identifiés
par le test a TDA [18].
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Dans la plupart des laboratoires d’immuno-hématologie actuels, le test direct a
I’antiglobuline est effectué en phase solide dans un gel automatisable (Figure 18). Cette
méthode est plus sensible et pourrait déceler la présence de 100 a 150 molécules d’Ac par

hématie [31].

Les Ac le plus souvent identifiés sont : les Ac de type IgG + complément (45% des cas)

ou IgG (35% des cas), parfois de type complément seul (10% des cas), rarement IgA+I1gG
(5%) ou IgM+IgG+complément (5%) [33].

Figure 18: test direct a I’antiglobuline positif sur carte a gel [31].

v' Testindirect a I’antiglobuline: TIA (Figure 19)

Il permet de déceler un Ac sérique, non entiérement fixé sur les GR, qui peut étre un
auto-AC ou un allo-Ac, parfois associé. Le sérum du malade est mis en révélée par

I’agglutination avec un sérum anti-Ig.
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Figure 19 : Test indirect a I’antiglobuline [32].

Ce test permet de détecter les auto-Ac non dépistés par le TDA.

v/ L’étude du sérum : est surtout utile pour déceler la présence d’Ac de faible affinité

ou s’étant spontanément ¢lués dans les conditions techniques de I’examen. C’est en particulier

le cas des agglutinines froides. On peut ainsi en déterminer le titre exprimé en fraction de

dilution.

v" Elution-fixation :

L’élution consiste a détacher les Ac fixés sur les hématies en utilisant, selon les cas, des

procédés comme la chaleur, éther, abaissement de pH. Elle permet de définir la spécificité des

Ac vis-a-vis des Ag de groupes sanguins. Le complexe GR-Ac est dissocié,

et les Ac sont mis

en contact avec un panel de GR de phénotype connu (RH, I, 1). La spécificité de 1’¢luant peut

étre comparée avec celles des auto-Ac sériques [1].
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C. Diagnostic étiologique :
v’ Les anémies hémolytiques a auto-anticorps chauds :

Ce sont les plus fréquentes en pratique médicale, observées chez I’enfant comme chez
I’adulte [1]. La symptomatologie clinique peut étre aigué par la survenue en quelques heures
d’un tableau trompeur: malaise, fievre avec frissons, douleurs abdominales, lombalgies,
ictere s’intensifiant rapidement, parfois vomissements, hémoglobinurie brutale et état de choc
pouvant égarer vers une urgence abdominale [34]. Cette forme correspond a une hémolyse
brutale intra-vasculaire. Parfois 1’installation est progressive et correspond a une hémolyse

extravasculaire. Des formes asymptomatiques découvertes fortuitement sont possibles [35].

Le TDA montre le plus souvent une positivité de type IgG, ou IgG et complément. Les
maladies associées a ces hémolyses par anticorps chauds ne sont pas toujours identifiables et
dans 50 et 70 % des cas ils restent idiopathiques. Le Tableau 4 représente les principales

maladies associées aux anémies hémolytiques auto-immunes a auto-Ac chauds [31].

| Maladies associees
- Maladies systémigues = Lupus systémigue, pehrarthrite rhumatorde.
= Maladies inflammatoires : g[gﬂn;‘_ﬁ”HEH' thyroidite.
» Deéficits immunitaires ' ; - -
I . w |LLC hmphomes T peripherigues.
= | vmphoproliferations . _ s )
Anticerps chauds - Modicaments + Méathyldopa, levodopa, acide mafénamigue,
) . ) = procainamide, diclefénac
= Infections . BN
» Divers ) - ; .
w  yete dermoide owarien, thymome bénin.
= [laladie de= agglutinines froides
* Leucémis ymphoide chronigue
= Lymphopreliférations = Nycoplasma pneumoniss
Anticorps froids » Infections = EBY, CMW “YWIH, W2, influenza, adénowirus
= Treponema palidum, Escherichia coli
= |izteria monocytogenes
= [Nycoplasma pneumonize
. : - EBW, WIH, W
= Heémohrsine - - . .
. bimhasicue . + Influsnza A, adénowirus, rougsols, oreillons
P K Infections = Treponema palidum, Escherichia coli
= Hemophilus influenzs=
. . . . .y 14 . r b
Tableau 4 : Principales maladies associées aux anémies hémolytiques

auto-immunes [31].
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Cas particuliers :

- Le syndrome d’Evans est caractéris¢ par une AHAI associée a une thrombopénie
d’origine immunologique [34,35].

- L’anémie apres greffe d’organe ou de tissus : ’hémolyse immunologique peut relever
de nombreux mécanismes. Un conflit Ac-donneur/GR-donneur est observé dans une faible
proportion de cas, généralement dans les mois qui suivent une allogreffe non apparentée. En
plus, une hémolyse des hématies du receveur peut étre secondaire a 1’activation des

lymphocytes contenus dans le greffon lui-méme (lymphocytes « passagers »).
v’ Les anémies hémolytiques a auto-anticorps froids :

Ces variétés sont dominées par deux entités immuno-hématologiques principales :
I’hémoglubinurie paroxystique a frigore (hémolysine biphasique de Donath-Landsteiner) et

les hémolyses par agglutinines froides [1].
» L’hémoglobinurie paroxystique a frigore : [31]

Sa fréquence est mal appréciée. Elle est surtout associée au développement de certaines
infections : la syphilis, aujourd’hui plus souvent les infections virales (mononucléose

infectieuse, oreillons, varicelle, rougeole), ou par Mycoplasma pneumoniae.

L’Ac, de nature IgG, est dit biphasique car il fixe le complément a froid (< 15 °C),
I’hémolyse ayant lieu a chaud (> 30 °C). L’ Ag érythrocytaire est presque toujours un Ag du

systeme P.
» Les hémolyses par agglutinines froides : [36]

L’anémie est aigué, intra-vasculaire, associée a des signes de cryopathie (acrocyanose,
voire nécrose des extrémités). Elles sont caractérisées par la propriét¢ de 1’auto-anticorps
d’agglutiner les hématies a une température optimale de 4 °C et de provoquer leur hémolyse

en présence de complément. Elles sont observées dans deux types de circonstances :

e Les agglutinines froides transitoires : souvent observées au cours ou au décours
d’infections bactériennes ou virales : infections a Mycoplasma pneumoniae, a virus d’Ebstein-

Barr, plus rarement listériose, endocardite d’Osler, paludisme, leishmaniose, infection a
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cytomégalovirus, a coxsackie, etc. Le test de Coombs est généralement de type complément.
L’agglutinine froide est décelée dans le sérum étudié a 4°C, son titre en regle peu €levé (entre
1/16° et 1/64%). L’ Ag érythrocytaire en cause est généralement un des épitopes du systéme Ii
[36].

e Les agglutinines froides permanentes ou chroniques : particulieres par 1’évolution
épisodique avec des poussées hivernales et par le caractére monoclonal de I’auto-Ac
agglutinant. Il s’agit dans la majorité des cas d’une IgM monoclonale a chaine légere kappa.
La maladie chronique des agglutinines froides est une forme particuliecre de
macroglobulinémie dont le clone lymphoide B est encore inapparent lors des premicres

manifestations de I’hémolyse, et le reste souvent longtemps apres [36].

Plus rarement, des agglutinines froides de caractére polyclonal accompagnent des
maladies systémiques telles la cirrhose du foie, I’hépatite chronique, les néoplasies coliques,
pulmonaires, rénales, 1’angiosarcome de Kaposi, ou au cours des hémopathies lymphoides
chroniques telle la leucémie lymphoide chronique, des greffes de cellules souches

hématopoiétiques, et des déficits immunitaires [36].
I.1.2. Les hémolyses immuno-allergiques :

Le médicament (ou un de ses métabolites ou I'excipient) est reconnu comme un Ag, soit
directement soit comme hapténe en association avec la membrane de I'hématie ou couplé a
une protéine de transport [37]. Ceci déclenche l'apparition d'Ac actifs uniquement en présence

du médicament. L'hémolyse est déclenchée avec ou sans intervention du complément.

Les médicaments responsables sont nombreux, on cite: les pénicillines, les
céphalosporines, la rifampicine, la quinine, le diclofénac, I’ibuproféne, le furosémide, le

chlorpromazine, I’oxaliplatine,... [38].
I.1.3. Les hémolyses iso-immunes :

Elles sont déclenchées par le contact d'hématies et de plasma incompatibles. Leur
survenue est limitée et leur prévention est basée sur l'observance intangible des régles de
sécurité transfusionnelle avec la recherche obligatoire d'une agglutinine irréguliere chez le
receveur dans les trois jours qui précedent la transfusion. On peut observer aussi de tels

accidents en cas de transfusion de quantités importantes de plasma ABO incompatible.
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Le méme type d'accident est parfois observé en cas de greffe de cellules souches
hématopoiétiques lorsque donneur et receveur ont des groupes érythrocytaires différents :
l'accident est observé dés que le patient change de groupe, et que coexistent des hématies du

donneur incompatibles avec les Ac naturels ABO du receveur ou inversement [39].

L'incompeatibilité feeto-maternelle est aujourd'hui une cause rare d'hémolyse iso-
immune, grace aux mesures de prévention systématique du risque par l'injection

d'immunoglobulines anti-D [40].
1.2. Les hémolyses toxiques :

Plusieurs métaux peuvent €tre a I’origine d’une hémolyse, on cite hydrogene arsénié, le
cuivre et le Plomb responsable du saturnisme, maladie professionnelle la plus fréquente dans
le monde [41]. Dans ce dernier cas, I’anémie résulte des effets inhibiteurs du plomb sur la
biosynthese de ’héme et ses interférences dans le métabolisme du fer [42]. En plus, le plomb
accélere la destruction des GR. L’anémie est microcytaire, hypochrome. Le diagnostic de
certitude est apporté par I’¢lévation de la plombémie, de la plomberie et de la protoporphyrine
érythrocytaire [41-43].

1.3. Les hémolyses mécaniques :

Les hémolyses mécaniques (ou par fragmentation) surviennent, soit a la suite de
I’éclatement des hématies dans le torrent circulatoire du fait de chocs directs sur des obstacles
ou de turbulences excessives induites soit par diverses anomalies des parois cardiaques ou des

gros vaisseaux (macro-angiopathies), soit consécutivement au passage des GR au contact de

travées de fibrine intra vasculaires (micro-angiopathies).

Ces agressions physiques vont déclencher également une déformation de la membrane
érythrocytaire, puis sa rupture, expliquant la présence d’hématies de morphologie altérée : les

schizocytes.
1.3.1. Les macro-angiopathies :

v’ Prothéses valvulaires ou vasculaires : des stigmates biologiques d’hémolyse sont

constatés chez deux tiers des patients porteurs de prothéses mécaniques [44,45].
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Les hémolyses les plus significatives se rencontrent avec les protheses aortiques, qui siegent
dans la zone du plus fort gradient de pression [46,47]. Elles sont générées par un exces de
turbulences conduisant a I’éclatement des GR et retardant I’endothélialisation du matériel [44-

46].

v’ Pathologies valvulaires ou vasculaires non opérées : des hémolyses mécaniques
sont observées au cours des dysfonctionnements séveres des valves cardiaques (insuffisance
ou rétrécissement), voire des pathologies des gros troncs telle la coarctation de 1’aorte [41,44].

v' Circulation extracorporelle (CEC) : une hémolyse «hydrodynamique» peut étre
observée apres passage du sang dans les circuits de la CEC. Son intensité dépend des
caractéristiques propres du circuit et de la pompe.

v Chocs palmo-plantaires répétés : lors de la marche ou des courses prolongées, les
hématies subissent des agressions intenses et répétées au niveau des lacis sanguins des plantes
des pieds. Une hémoglobinurie dite de « marche » apparait dans les heures suivant 1’exercice
[48]. Actuellement, ce phénomeéne est devenu moins fréquent du fait des progres effectués sur
I’amorti des chaussures disponibles. Le méme phénoméne est transposable au niveau des
mains pour les joueurs a main nue (pelote basque), les percussionnistes (tam-tam, conga) ou

les karatékas [49].
1.3.2. Les micro-angiopathies :

La micro-angiopathie thrombotique (MAT) se définit par 1’association d’une anémie
hémolytique mécanique (présence de schizocytes sur le frottis sanguin avec test de Coombs

négatif) et d’une thrombopénie périphérique. Les deux principales formes de MAT sont : [50]

- le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT)
- et le syndrome hémolytique et urémique (SHU)

L’hypertension maligne, les angiomes disséminés ou géants (syndrome de Kasabach-
Merritt), certaines coagulations intra vasculaires disséminées peuvent, eux aussi, €tre a

’origine de I’apparition de micro-angiopathies thrombotiques.
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v' le purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT) :

Il résulte de l'existence d'Ac dirigés contre une métalloprotéase TADAMTS 13,
responsable du clivage des multimétres de facteur Von Willebrand de haut poids moléculaire.
L'accumulation de multimétres de FW mal clivés et hyper-adhésifs est responsable de la

formation de microthrombi au contact desquels les GR vont se lyser [51].

En revanche, dans les formes familiales, un déficit constitutionnel en métalloprotéase

semble en cause [52].

v' le syndrome hémolytique et urémique (SHU) : Il est précédé par une diarrhée
souvent sanglante ou une infection urinaire avec septicémie. Les germes en cause sont
Shigella dysenteriae productrice de shigatoxine, Streptococcus pneumoniae. En dehors de ces
causes infectieuses, des mutations des genes de protéines régulatrices de la voie alterne du

complément ou des auto-Ac peuvent étre retrouvées [51].
1.4. Les hémolyses infectieuses :

- Le chef de fil est ’'hémolyse accompagnant I’infection a plasmodium en particulier
dans la forme a Plasmodium falciparum [S3]. Les hématies parasitées ont une altération de la
membrane (modification des échanges sodiques et de la distribution des phospholipides et du
cholestérol) et sont détruites par la rate. Elles subissent les conséquences d’un processus
d’oxydation par baisse de I’activité de la glutathionperoxydase [S4]. En plus du parasite lui-
méme, les monocytes semblent également participer a la peroxydation des lipides
membranaires, phénomene qui provoque la lyse des GR. L’hémolyse a également une

composante immune [53-55].
Les autres parasites responsables d’hémolyses sont : babesia, Trypanosomes.

- Des agents bactériens peuvent étre responsables aussi d’hémolyse, on cite : bartonella
bacilliformis, clostridium perfringens, Escherichia coli, streptocoques ou de staphylocoques

[41,42].
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I1. Les anémies hémolytiques congénitales :

Elles comportent :
- Les anomalies de la membrane érythrocytaire.
- Les anomalies de I’Hb ou les hémoglobinopathies.

- Les anomalies des enzymes €rythrocytaires ou les enzymopathies.

Dans tous ces types d’anémie, l’origine géographique, le contexte familial et
I’interrogatoire recherchant un facteur déclenchant sont des outils importants pour le

diagnostic positif.

I1.1. Les anomalies de la membrane érythrocytaire :

A. La sphérocytose héréditaire (SH) ou maladie de Minkowski Chauffard :

C’est la maladie constitutionnelle la plus fréquente GR en Europe du Nord et en

Amérique du Nord.
1. Physiopathologie :

Quelle que soit la protéine responsable, son déficit aboutit a une déstabilisation de la
bicouche lipidique, avec comme conséquence une perte de matériel membranaire sous forme
de microvésicules. Il en résulte une diminution de la surface du GR, une déshydratation
cellulaire, avec comme corollaire une diminution du rapport surface/volume (S/V) et donc une

sphérisation des cellules, une diminution de leur résistance osmotique et une diminution de

leur déformabilité (Figure 20) [56].

Les GR sont séquestrés dans les capillaires, surtout au niveau de la rate, et phagocytés

prématurément par les macrophages.
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Figure 20: Observation au microscope a balayage électronique

des GR sains et GR au cours de SH [56].

2. Les données génétiques :

Le mode de transmission est dominant dans 75 % des cas.

Cinq génes au moins sont susceptibles de porter des mutations responsables de SH. Il
s’agit, par ordre de fréquence décroissante, des génes ANKI11 codant pour I’ankyrine 1,
SLC4A1 codant pour la bande 3, transporteur d’anions, SPTB codant pour la chaine  de la
spectrine, EPB42 codant pour la protéine 4.2, et SPTA1 codant pour la chaine a de la
spectrine (Tableau 5,6) [57].
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Mode de
Geéne muté Protéine altérée Mutations de novo
transmission
ANK1 Ankyrine-1 Dominant Oui
SLC4A1 Transporteurdes | i ant Oui
anions
SPTB Chaine B. de la Dominant Oui
spectrine
EPB4.2 Protéine 4.2 Récessif Non
Chaine o de la
SPTA1 . Récessif Non
spectrine

Tableau 5 : Les principaux génes mutés responsables de SH [56].

ankyrine 50-60 %
spectrine 20 %

proteine bande 3 15-20%
protéine 4.2 <5%
complexe Rh <1%
Non identific 10 %

Tableau 6 : Fréquence des atteintes des protéines membranaire dans SH dans les

populations nord-européennes [56].

46



Les hyper-hémolyses

3. Les circonstances de découverte :

Le diagnostic de SH est le plus souvent fait au cours de I’enfance ou chez I’adulte jeune.
Toutefois, la maladie peut rester méconnue et €tre diagnostiquée tardivement [S8] ou au cours

d’une enquéte familiale.

Le principal signe clinique est la splénomégalie. Dans la SH secondaire a un déficit
homozygote en bande 3 une tubulopathie proximale est souvent associée [58]. Une lithiase
biliaire pigmentaire, complication fréquente au cours des anémies hémolytiques
constitutionnelles, peut également étre révélatrice surtout chez le sujet jeune. Rarement, la
maladie peut étre révélée par une anémie sévere secondaire a une érythroblastopénie

concomitante, le plus souvent liée a une primo-infection par le parvovirus B19 [59].
4. Le diagnostic biologique :

Le diagnostic est en général ais¢ lorsqu’il existe des antécédents familiaux, des signes
cliniques évidents (paleur, ictere, splénomégalie) et des examens biologiques simples sans
ambiguité révélant une anémie régénérative avec signes d’hémolyse, présence de sphérocytes

sur le frottis sanguin et diminution de la résistance osmotique.

4.1. Les examens d’orientation :
» L’hémogramme avec les indices érythrocytaires:

o L’anémie est d’intensité tres variable. Le taux trés bas des GR chez certains
patients révele une crise de déglobulisation [60]. Certains auteurs ont proposé¢ de classer la
SHen : [7,61]

* Formes asymptomatiques : Hb et réticulocytes normaux pour 1’age,
* Formes minimes : 1 1< Hb < 15 g/dl et 3% < réticulocytes < 6%,
= Formes modérées : 8 < Hb < 12 g/dl et réticulocytes > 6 %,
= Formes sévéres : 6 < Hb < 8 g/dl et réticulocytes > 10 %.
o Les Indices érythrocytaires : sont d’'une grande aide au diagnostic
= La CCMH calculée est €levée, supérieure a 35 g/dl chez plus de la moiti¢ des

patients. La CCMH présente une bonne spécificité mais une sensibilit¢é médiocre.
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La combinaison d’'une CCMH > 35 g/dl et d’un indice de distribution érythrocytaire > 14%

est en faveur de SH avec une sensibilité¢ de 63% et une spécificité de 100 %.

= Le pourcentage des cellules hyperdenses, fournis par certains automates
actuels, anormalement ¢levé (valeur normale < 4 %), constitue un élément précieux pour le
diagnostic, a coté de la CCMH. Il s’associe a la constatation sur I’histogramme des
concentrations d’Hb d’un débord vers la zone des cellules denses. Il refléte le degré de la
déshydratation cellulaire et il n’est pas spécifique [7,62].

= La diminution du volume réticulocytaire (VCMr) au dessous de 100 fl, est
d’un grand apport diagnostique et un VCMr ¢élevé (> 115 f1) écarte le diagnostic de SH [62].

v' Le frottis sanguin :

Le sphérocyte ou microsphérocyte se présente sur le frottis sanguin comme une
hématie de petite taille, dense, arrondie. Elle a perdue le halo clair central (figure 21). La
découverte de sphérocytes est le premier argument en faveur du diagnostic, mais elle n’est pas
synonyme de SH. Une trés forte réticulocytose peut masquer le caractére sphérocytaire. Leur

pourcentage sur frottis sanguin est trés variable d’un malade a 1’autre [7,56].

Figure 21 : Sphérocytes sur frottis sanguin coloré au MGG [56].
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Dans certains cas, en particulier dans les déficits en béta-spectrine, ou apres
splénectomie, les sphérocytes sont associés a des acanthocytes ou a des sphéro-acanthocytes
[60]. Lorsque I’anomalie est un déficit en protéine bande 3, certaines hématies peuvent
présenter un bourgeonnement, avec étranglement, a un pole de la cellule évoquant un aspect

en «champignony spécifique de cette variété de SH (Figure 22) [63, 64,65].

N

Figure 22: Sphérocyte en «champignon» [56].
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Le Tableau 7 représente les principaux paramétres cliniques et les résultats des

examens biologiques simples au cours de SH [S6].

Parametres cliniques Paleur, splenomegalie, ictere inconstants

Hemogramme- indices | H, f CCMH, fré’rimlucytes

érythrocytaires-réticulocytes 1% cellules hyperdenses, | VOMr

Frottis sanguin Spherocytes (rewent ére absents

Bilan biochimique 4Bilirubine libre,@aptoglobme,T LDH...

Testde Coombsérythrocytaire  Negatif

Tableau 7 : Criteéres diagnostiques simples de SH [56].

4.2. Les Examens spécifiques pour le diagnostic de SH :

> Etude de la fragilité osmotique des GR :

Ces tests sont peu coliteux et réalisables par tous les laboratoires mais laborieux et
lourds a mettre en ceuvre. Ils doivent étre réalisés sur des GR frais ou gardés a 4°C si
I’examen doit étre différé de quelques heures. Les GR d’un témoin prélevé dans les mémes
conditions seront testés en parallele. Il existe plusieurs examens basés sur 1’étude de la

fragilit¢ osmotique :
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» Résistance globulaire osmotique :

Découverte par Chauffard, cette étude consiste a mettre des GR en milieu hypotonique,
il se produit alors une entrée d’eau intracellulaire. Cette hydratation va étirer la membrane
érythrocytaire. Dans les sphérocytes ou le rapport surface/volume est diminué, il y’aura une
hémolyse initiale pour des concentrations osmolaires plus élevées (0,45-0,50% de NaCl)

(Figure 23) [7,56, 66].

Ce test a ¢t¢ pendant longtemps considéré comme test de référence bien que sa
spécificité et sa sensibilité soient faibles [7, 66]. En effet, 34 % des patients porteurs de SH
non splénectomisés ont un test normal. Ceci peut étre expliqué par la déshydratation cellulaire
car la fragilit¢ osmotique dépend non seulement de la surface cellulaire mais aussi de son
volume. Le test peut également étre normal si une carence en fer ou un ictére par obstruction
sont associés ou apres une crise aplasique quand le nombre de réticulocytes est augmenté

[S6].
Le test peut étre sensibilisé en le répétant aprés 24 heures d’incubation a 37°C.

Des faux positifs peuvent se voir dans les anémies hémolytiques d’origine immune et

I’elliptocytose héréditaire.
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Figure 23 : Résultats du test de fragilité osmotique des GR [66].

» Le test d’auto-hémolyse 48h a 37°C :

Ce test est peu réalisé actuellement. Il permet de mettre en évidence, une destruction
spontanée anormalement exagérée des sphérocytes apres incubation a 37°C pendant 48h.
Dans le GR normal, ’hémolyse n’apparait qu’a la 48¢éme heure avec moins de 4% d’Hb. Dans
SHce test est fortement positif : hémolyse de 5% au bout de 24h et pouvant atteindre 30 a
40% au bout de 48h. La correction est possible par le glucose [5, 56, 67]. Cependant un test
normal ou subnormal n’exclut pas le diagnostic. Test trés sensible mais peu spécifique.

> Le test de lyse au glycérol acidifié (AGLT):

Ce test utilise un milieu hypotonique contenant du glycérol qui ralentit I’entrée d’eau
dans le GR et mesure le temps nécessaire pour obtenir 50 % de I’hémolyse initiale. Chez un
sujet normal, elle est obtenue apres plus de 30 minutes. Dans la SH I’hémolyse est plus rapide

(50 a 100 secondes). La sensibilit¢ de test est de 81,6 % et la spécificité est de 100 % en
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comparaison avec le pink test. C’est un test simple, rapide, peu colteux et peut tre réalisé

jusqu’a 24 heures apres prélevement [68].
» Le test de cryohémolyse :

Il consiste a une lyse des GR dans un milieu hypertonique lors de changement de
température. Le pourcentage de cryohémolyse est le rapport entre la densité optique mesurée
a 540 nm de I’échantillon aprés 10 minutes d’incubation a 0°C et celle aprés une hémolyse de
100 %. Un sujet normal a un pourcentage de cryohémolyse compris entre 3 et 15 %. En cas de
SH, il est supérieur a 20 %. Test peu coliteux, simple a mettre en ceuvre et rapide. Il ne
nécessite qu’un faible volume de sang (200 a 500 pL), ce qui le rend accessible aux
nouveaux-nés. En plus, et contrairement a la résistance osmotique normalement diminuée
chez les nouveau-nés, il n’y a aucune influence de 1’age sur la cryohémolyse. Ce test a une

sensibilité de 100 % et une spécificité¢ de 90% [7,68].
> Le pink test :

C’est un test de lyse au glycérol acidifié modifi¢. Il mesure I’hémolyse d’un petit
¢chantillon de sang dans une solution contenant du glycérol, du NaCl, du NaN3 et du HCI
avec une osmolarité fixée précisément a 290 mOsm. Cette solution est tamponnée a un pH de
6,6. Apres incubation des GR du témoin et ceux du patient avec la solution, on procede a une
centrifugation. Une premiere lecture de la densité optique est réalisée puis une deuxieme
apres avoir lysé tous les GR. Le résultat correspond au rapport entre ces deux valeurs

d’absorbance. Chez un sujet normal ce rapport est compris entre 0 et 28,5 %.

Il a ’avantage d’utiliser trés peu de sang, d’étre d’exécution rapide et peut Etre réalisé
dans tous les laboratoires qui ont accés a un osmometre. Sa sensibilité¢ varie de 96 a 97,4 %,

mais sa spécificité est seulement de 78,9 % par comparaison a I’Ektacytométrie [7,33, 35].

4.3. Les examens de certitude :

- L’Ektacytmétrie en gradient osmolaire : c’est I’examen de référence.

Elle étudie la déformabilit¢ de GR soumis a une force de cisaillement constante générée

par un viscosimetre de couette. Parallelement, on fait varier de fagon continue I’osmolarité du
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milieu de suspension. Les GR circulent en flux continu, passent devant un rayon laser dont ils
diffractent la lumicre. Le signal lumineux est traduit en index de déformabilité (ID) qui

quantifie I’ étirement de la cellule qui enregistré en fonction du gradient osmolaire [7,69].

On obtient une courbe indiquant en ordonnée un index de déformabilité¢ et en abscisse
I’osmolarité du milieu de suspension (Figure 24) [69]. En cas de SH, il ya une diminution de

I’ID, une déviation a droite de ID en hypotonie et une déviation a gauche de ID en hypertonie
[62,69].

La courbe obtenue donne des renseignements non seulement sur la déformabilité de la
membrane érythrocytaire, mais aussi sur la résistance osmotique et sur 1’état d’hydratation
cellulaire. Elle permet de distinguer la SH de [Ielliptocytose héréditaires et de la
stomatocytose héréditaire [7,70]. Seuls certains cas de dysérythropoi¢ses congénitales et

d’anémies hémolytiques auto-immunes peuvent reproduire une courbe de SH [71].

Appareil Ektacytmétrie en gradient osmolaire [22].
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Figure 24: Résultats de I’Ektacytométrie en gradient osmolaire [56]

-La cytométrie en flux apreés marquage des GR avec EMA (I’éosine-5-

maléimide) :

Ce test mesure I’intensité de la fluorescence des GR apres les avoir incubés avec EMA,

un colorant qui se lie spécifiquement a la lysine-430 de la protéine bande 3 [7,72].

Son principal avantage par rapport a tous les tests utilisés c’est de pouvoir €tre différé
de plusieurs jours (48 heures a 6 jours). Il a une bonne sensibilité¢ (96 %), cependant, il existe
des faux négatifs rapportés dans 1’é¢tude de King et coll [73] ainsi que des faux positifs
(elliptocytose, stomatocytose, dysérythropoieses congénitales). Ce test semble étre tres

intéressant, mais nécessite d’€tre mieux évalué [7,74].
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- L’Electrophorése des protéines membranaires érythrocytaires en gel de

polyacrylamide :

Il s’agit d’une technique délicate réservée a des laboratoires spécialisés. Deux types
d’¢électrophorése sont utilisés pour chaque échantillon. Elles permettent d’identifier la protéine
membranaire déficitaire dans environ 60% des cas [75,76]. Elle est indiquée dans certains cas
particuliers tels les formes non dominantes et atypiques de SH, les enquétes familiales des
formes homozygotes ou hétérozygotes composites ou les SH associées a d’autres anomalies

du GR [71,77].
4.4. La biologie moléculaire :

Aucune €équipe ne réalise en routine le séquencage de I’un des 5 génes impliqués dans la
SH. I’indication d’une ¢étude moléculaire est exceptionnelle et réservée au conseil génétique

dans des cas de SH tres sévere [7].

tests principe faisabilité sensibilité spécificité
Résistance Test d’hémolyse Examen de routine 66% faible
osmotique
Pink test Test d’hémolyse Examen simple 96% 79 a 94%
délai d’exécution
du test<3h
AGLT Test d’hémolyse Délai d’exécution 81% >95%
du test >3h
Ektacytométrie | Etude de la| Délaid’exécution Examen de Examen de
en gradient déformabilité des du test : 24h référence référence
GR 1 seul
laboratoire en France
Cytométrie en  Marquage des GR a | Non disponible en | En cours En cours
flux I’€osine-5-maléimide | routine délai | d’évaluation d’évaluation
(liaison a la bande 3) | d’exécution du test
>48h

Tableau 8 : Examens biologiques spécifiques pour le diagnostic de SH [56].
AGLT : Test de lyse au glycérol acidifié
EMA : éosine-5"-maléimide
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B. L’elliptocytose héréditaire : (EH)

La transmission est toujours autosomique dominante. Sa répartition est ubiquitaire, avec

une forte incidence dans certaines régions d’ Afrique ou elle atteint 1 % de la population [78].
1. Physiopathologie :

L’anomalie génétique est variable. Dans environ 70% des cas, c’est une mutation qui se
situe sur le géne SPTAT1 codant pour la chaine alpha de la spectrine. Les autres cas résultent
de mutations du gene EPB41 codant pour la protéine 4.1. Dans de trés rares cas, la mutation

se situe sur le gene SPTB codant pour la chaine béta de la spectrine [79].
2. Les circonstances de découverte :

Le tableau clinique est polymorphe, allant des formes asymptomatiques révélées par la
simple anomalie cytologique découverte sur un frottis sanguin au tableau clinique de
Pyropoikilocytose héréditaire (PPH) en période néonatale voir un tableau d’hémolyse

chronique [80].

3. Diagnostic biologique :

- Il repose sur I’analyse du frottis sanguin qui objective la présence de 20 a

100 % d’hématies de forme allongée (figure 25). Dans la PPH, on retrouve une

poikilocytose avec quelques elliptocytes, mais surtout de nombreux sphérocytes.
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Figure 25: Frottis sanguin montrant des elliptocytes [80].

- L’ektacytométrie confirme le diagnostic en retrouvant une courbe caractéristique
trapézoidale avec diminution de I’ID des hématies [81].

- Les analyses biochimiques des protéines érythrocytaires ne sont pas de pratique
courante. De méme, les études de biologie moléculaire restent d’indication exceptionnelle, en

dehors de la PPH sévere persistante [80].

C. La stomatocytose héréditaire :

C’est un groupe hétérogene de pathologies érythrocytaires caractérisées par une
augmentation de la fuite passive d’eau et de cations monovalents au travers de la membrane
érythrocytaire. La stomatocytose héréditaire a cellules déshydratées (DHSt) en est la forme la
plus fréquente. Sa transmission est autosomique dominante [82]. Elle est secondaire le plus
souvent a l'absence, ou la réduction d'une protéine transmembranaire et ubiquiste, la

stomatine.
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» Sur le plan clinique, le tableau est celui d’une anémie hémolytique chronique peu
sévere. Elle doit €tre aussi évoquée devant toute hémochromatose inexpliquée, une pseudo-
hyperkaliémie liée a une fuite massive des ions K+ in vitro dans le tube de prélevement, la
survenue en période néonatale d’épanchements séreux. En plus, la DHSt doit étre ¢liminée
devant une anémie hémolytique inexpliquée avant toute splénectomie, du fait des
complications thromboemboliques quasi-constantes qu’elle induit [83,84].

» Le diagnostic biologique repose sur I’analyse du frottis sanguin (Figure 26) qui
montre la présence de stomatocytes en reégle peu nombreux (moins de 10 %): les
stomatocytes présentent une dépression rectiligne en forme de bouche, au lieu de la

dépression circulaire observée dans les hématies normales.

Le diagnostic est confirmé par D’ektacytométrie qui objective une courbe
caractéristique déviée vers la gauche avec diminution de la fragilit¢ osmotique et

déshydratation érythrocytaire [83,84].

Les tests de résistance osmotique spéciaux relévent de laboratoires tres spécialisés et
restent peu accessibles au diagnostic de routine. L’¢tude de I’électrophorése des protéines
érythrocytaires est indiquée dans les exceptionnelles formes hyper-hydratées (OHSt). Enfin,
en dehors de quelques cas ponctuels impliquant le géne codant la protéine Bande 3, le

diagnostic génétique n’est pas disponible a ce jour.
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Figure 26: Frottis sanguin montrant des stomatocytes [83].

D. L’acanthocytose :

Les acanthocytes sont des GR circulants qui ont perdu la forme de disque biconcave et
présentent des projections cytoplasmiques irréguliéres donnant un aspect en «oursins»
(Figure 27) C’est cette irrégularité des différentes projections cellulaires qui permet de
distinguer ces cellules des écchinocytes, dont les spicules sont de dimension constante et a

distance égale les unes des autres, rappelant ainsi les bogues de chataigne (burr cells) [85].

L’acanthocytose  typique qui  s’accompagne d’un  désordre  lipidique
(abétalipoprotéinémie) est une maladie autosomique récessive, responsable de 1’absence de
sécrétion intestinale et hépatique des lipoprotéines contenant 1’apolipoprotéine B (apoB) dans
le plasma. Cela explique I’hypocholestérolémie profonde et ’absence de détection dans le
plasma de toute lipoprotéine riche en apoB en cas d’acanthocyte. Le défaut d’absorption des
vitamines liposolubles fait la gravit¢ de I’affection par ses complications neurologiques

(Dégénérescence rétinienne pigmentaire) [86,87].
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9

Figure 27: Frottis sanguin montrant des acanthocytes [85]

11.2. Les hémoglobinopathies :

Les hémoglobinopathies sont définies par la présence d’anomalies qualitatives et/ou
quantitatives touchant les chaines de globine. A ce jour, prés de 700 hémoglobines anormales

ont été décrites [88, 89, 90].

Les anomalies qualitatives conduisent a la production d’une Hb de structure anormale
(HbS ou HbC, HbE ...).

Les anomalies quantitatives conduisent a la production d’une quantité insuffisante ou

I’absence d’une chaine de globine (a thalassémies, B3 thalassémies...).
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La figure 28 représente la répartition géographique des principales hémoglobines

anormales [91].
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Figure 28 : la répartition géographique des principales

hémoglobines anormales [91].

A. La drépanocytose :

La drépanocytose ou sickle-cell anemia est caractérisée par a la synthése d’une Hb

anormale, I’HbS, capable de se polymériser dans certaines circonstances, provoquant la

falciformation des GR d’ou le terme d’anémie a hématies falciformes.

1. Epidémiologie :

En raison des nombreux mouvements récents des populations qui caractérisent notre

époque, la maladie existe aujourd’hui sur tous les continents [104].
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C’est ’hémoglobinopathie est la maladie génétique humaine la plus fréquente (figure
29) et la plus grave. On estime que dans le monde plus de 50 millions d’individus portent le
gene drépanocytaire [92]. 11 faut noter que la drépanocytose, bien qu'étant plus fréquente chez
les sujets de race noire, elle existe aussi dans les autres races (Arabo-indiens, caucasoides). Le

Tableau 9 représente la prévalence de la maladie dans le monde :

Région Prévalence
Afrique centrale et orientale 30245 %
Inde 31a34 %
Afrique de 1'Ouest 7420 %
Turquie 13.3%
Antilles 12%
Brésil 7a8%
France 5.34%
La population noire aux Etats-Unis 7%
Europe 0.3 %

Tableau 9 : la prévalence de la drépanocytose dans le monde [93, 94,95].

Dans ces mémes zones on observe avec une fréquence variable la présence d'autres
anomalies de I’Hb qui, associées a I'hémoglobine S, donnent des hétérozygoties composites
SC et SB thalassémie [95].
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Figure29 : carte de la répartition de la drépanocytose [96].

2. Les données génétiques :

La drépanocytose est une affection génétique qui se transmet selon le mode
autosomique récessif. Sur le plan moléculaire, cette affection est due a une mutation
ponctuelle sur le géne de la chaine B de la globine situé sur le chromosome 11. Le triplet
codant GAG est remplacé par un triplet GTG, aboutissant  la substitution en 6™ position sur

la chaine polypeptidique de la B globine de la valine par I’acide glutamique [97].
3. Physiopathologie :

La drépanocytose est I’exemple type de la relation entre la mutation d’un géne, des
anomalies moléculaires et des manifestations cliniques. La connaissance des mécanismes
physiopathologiques de la drépanocytose a été largement approfondie au cours des 3 derniéres

décennies et a permis de mettre en évidence 3 principaux phénomenes :

e Lapolymérisation de I’Hb et la falciformation du GR ;
e La déshydratation du GR ;

e [’interaction des GR avec I’endothélium.
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Dans sa forme désoxygénée, a basse pression d’oxygene, I’Hb S devient insoluble et

polymérise, entrainant la formation d’un petit agrégat de molécules, puis de longues fibres
hélicoidales [98,99].

Cette polymérisation de I’HbS est a I’origine de la modification du GR qui devient

rigide et prend une forme de faucille : c’est la falciformation (Figure 30).
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Figure 30 : Schéma physiopathologique de la drépanocytose [100].
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La polymérisation et la falciformation peuvent étre induites par un certain nombre de

facteurs :

- le degré de désoxygénation des GR : I’hypoxie, I’élévation de la température, la

baisse du pH, et la déshydratation cellulaire;
- ’augmentation de la 2-3 diphosphoglycérate (2-3 DPG);

- la concentration ¢levée d’HbS dans le GR : un seuil de concentration en HbS
désoxygénée de I'ordre de 16 g/dl est nécessaire pour induire la présence de
polymeres, ce qui explique I’absence de manifestations vaso-occlusives chez le

sujet AS dans les conditions physiologiques [101].
La polymérisation peut €tre inhibée par :

- PHbF qui s’intercale dans la polymérisation de ’HbS qu’elle interrompt. Ceci

explique I’absence de manifestations cliniques chez le nouveau-né drépanocytaire;

- la CCMH qui, lorsqu’elle est abaissée, diminue les risques de falciformation, d’ou la
protection paradoxale que confere certaines anémies hypochromes par carence en
fer [102].

La falciformation du GR est réversible en cas de réoxygénation, mais au bout d’un
certain temps, les lésions de la membrane érythrocytaire sont a I’origine de la déshydratation,
puis de la falciformation irréversible [103,104]. Deux canaux sont impliqués dans ces
phénomenes de déshydratation : le cotransport K-Cl et le canal Gardos (canal K+ activeé par le
Ca2+) [105]. En plus, les GR drépanocytaires adhérent a la paroi endothéliale des capillaires,
augmentant ainsi la viscosité sanguine d’ou I’occlusion de la microcirculation [106]. On note

¢galement une augmentation de ’adhésion des neutrophiles a la fibronectine [107].
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4. Circonstances de diagnostic :

Le diagnostic peut se faire :

> En présence de manifestations cliniques :

Sont présents souvent dans les formes homozygotes. Le diagnostic est alors facilement

suspecté en présence d’un contexte épidémiologique. Les signes cliniques apparaissent

généralement entre le

6™ mois et le 18°™ mois aprés la naissance lorsque I’'HbF laisse place

a ’HbS. La splénomégalie existe des les premiers mois de la vie, persiste pendant quelques

années et disparait ensuite vers 1’dge de 6 ans (phénomeéne d’autosplénectomie) [98]. Tres

souvent, le diagnostic est fait a ’occasion de complications aigués ou chroniques de la

maladie.

e Les complications aigues : sont représentés par

O

@)

@)

L’anémie aigue ;

les infections (pneumopathies, méningites, septicémies, ostéomyé¢lites ;
I’asplénisme fonctionnel ;

les crises vaso-occlusives ou crises douloureuses. Ces dernieres sont au centre de la
pathologie drépanocytaire comme elles sont au centre de la vie du malade [108].
Leur fréquence, leur durée et leur intensit¢é sont trés variables. Elles
s’accompagnent souvent de fievre surtout dans les crises séveres et sont favorisés
par I’hypoxémie, la déshydratation, I’effort intense, la ficvre, le froid,
I’hypertension artérielle et le diabete [109]. Elles peuvent étre abdominales
traduisant une occlusion vasculaire mésentérique ou des organes intra-abdominaux.
Elle s’accompagne souvent d’un iléus réflexe trés évocateur pouvant simuler un
tableau d’abdomen chirurgical. Ces crises peuvent étre aussi osseuses représentées

surtout par le syndrome pieds-mains et les crises des os longs [109,110].

Chez I’adolescent la puberté est parfois retardée. En zone tropicale, les €tats carentiels

associés sont souvent responsables de retard de développement.

O

Des accidents vaso-occlusifs graves peuvent se voir : les accidents vasculaires

cérébrales, infarctus, priapisme, infarctus splénique ...
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e Les complications chroniques : sont le résultat d’une vasculopathie diffuse et sont
représentées par :
o Les atteintes cardio-pulmonaires (myocardiopathie, Hypertension artérielle
pulmonaire ...) ;
o Les atteintes rénales (insuffisance rénale) ;
o Les atteintes hépatiques (lithiases vésiculaires, cirrhose) ;
o Les atteintes ostéo-articulaires (ostéonécrose aseptique de la téte fémorale) ;
o Les atteintes neurologiques (comitialité, déficits moteurs, cécité, surdité) ;
o Les atteintes ophtalmiques (rétinopathie proliférative).

» La découverte peut étre fortuite :

Dans les formes hétérozygotes. Le diagnostic peut se faire lors de 1’enquéte autour d’un

cas ou lors de I’exploration d’une anémie hémolytique.
5. Diagnostic biologique :

Le diagnostic biologique des syndromes drépanocytaires repose sur des examens

biologiques et biochimiques.
5.1. Les examens de présomption :

» Hémogramme : il montre une anémie de sévérité variable, le taux d’Hb varie entre 6
a 10 g/d]l pendant les périodes intercritiques. Le taux d’Hb est habituellement plus bas chez les
patients SS et SB° thalassémiques que chez les SC et SP+ thalassémiques. L’anémie est
typiquement normochrome normocytaire et régénérative avec un taux de réticulocytes élevé
supérieur a 120 G/1. Elle peut €tre macrocytaire en cas de carence en folates ou microcytaire
lorsqu’une carence martiale ou un trait o thalassémique est associ¢ [111, 112]. Une
hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles est fréquente en dehors de toute infection. Le
taux de plaquettes est souvent ¢levé méme en situation basale.

» Frottis sanguin :

L’examen du frottis sanguin révele la présence d’hématies en forme de « faucille » ou

drépanocytes (figure 31) caractéristiques de la maladie : les hématies ont une forme allongée
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avec deux extrémités pointues. Ces drépanocytes sont souvent associés a de multiples
anomalies érythrocytaires : anisocytose, Poikilocytose, polychromatophilie, corps de Howell-

jolly.

NB : 1l faut noter que chez le sujet hétérozygote, I’hémogramme est normal et il n’existe
pas de drépanocytes sur le frottis. Leur formation peut étre provoquée avec un agent

réducteur : c’est le principe du test d’EMMEL ou test de falciformation provoqué.

Figure 31: Drépanocytes observés sur un frottis sanguin [22].

> Test ’EMMEL ou test de falciformation :

Il repose sur la mise en évidence au laboratoire de la falciformation des hématies en

hypoxie, témoin de, la présence d'hémoglobine S.

La désoxygénation est accélérée soit en ajoutant du métabisulfite de sodium a 2% au
sang du malade, soit en créant artificiellement une atmospheére pauvre en oxygene en accolant

les bords de la lamelle a la lame a l'aide du vernis.

On observe alors a ['état frais, entre lame et lamelle, les hématies qui prennent

progressivement la forme typique en "faucille".
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» Test d'ITANO ou test de solubilité :
Repose sur I'anomalie de solubilité de 'Hb S découverte par ITANO [113].

L'Hb S, réduite par I’action d'hydrosulfite de sodium, précipite dans une solution de

phosphate. Il s'agit comme le test d'Emmel, d'un test de dépistage de I'HbS (Figure 32).

1-témoin normal 2-présence d’HBS
Figure 32 : Test de solubilité¢ pour HBS [114].

5.2. Les examens de certitude :
> Electrophorése de 'hémoglobine :

o Techniques :

Elle repose sur la mise en évidence de la présence d'une fraction d'Hb de migration
différente des Hb normales. La séparation des différentes Hb se fait selon leur charge
¢lectrique et leur poids moléculaire. Elle est le plus souvent pratiquée sur acétate de cellulose
en milieu alcalin (pH =8, 6). L'¢électrophorése a pH acide permet de distinguer certaines Hb
anormales en particulier en séparant les Hb C et A2 qui migrent au méme point a pH alcalin.
Actuellement les techniques sont automatisées. L’étude de I’Hb doit étre réalisée loin de toute

transfusion sanguine (figure 33 ,34).
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Figure 33 : Electrophorése de 'hémoglobine a pH alcalin sur Acétate de cellulose [115].

A. Position des hémoglobines normales et des variants anormaux les plus fréquents.

B. lllustration d'électrophoreéses de l'hémoglobine réalisées chez des adultes aprés migration en
gel a pH 8,6 et coloration au rouge Ponceau. (1) sujet AS ; (2) sujet normal ; (3) sujet AC ;
(4) sujet normal.

Figure 34 : Electrophorése de I'hémoglobine a pH acide (pH 6,2) sur agar. Position des hémoglobines

normales et des variants anormaux les plus fréquents [115].
o Résultats : (figure 35)

La drépanocytose SS et les SP thalassémies sont caractérisées par l'absence d'HbA1
(sujets SS et S SB° thalassémiques) ou son faible taux (sujets S SB° thalassémiques). Les
hétérozygotes AS ont un taux d' HbS toujours inférieur a 50%. Chez certains malades deux

Hb anormales sont associées: on parle alors de double hétérozygotie (exemple SC) (Tableau
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10). L'¢électrophorese classique ne permet pas de mettre en évidence la présence d'HbA1 a la

naissance du fait de la prédominance de I'HbF.

A/A
» A/S
» AD

(] A/C
i A/E
g | S/C
i | ; S/D Pungab
3 A/ B Thal

Figure 35 : Electrophorése sur acétate de cellulose & pH alcalin [114].

Le Tableau 10 représente les résultats de I’électrophorése de I’Hb au cours de la

drépanocytose.
HbS HbF HbA | HbA2 HbC

Drépanocytose Homo S/S 75-95% 1-15% 0 2-4% 0

. ‘s o 55- o
Drépanocytose hétéro A/S 40-45% 0 60% 2-3% 0
Drépanocytose hétéro S/C ~50% 2-6% 0 0 ~50%
Drépanocytose hétéro S/° | Majoritaire | 5-15% 0 4-6% 0

r rar + . . . 10'
Drépanocytose hétéro S/B~ | Majoritaire | 5-15% 30% 4-6% 0

Tableau 10 : résultats de I’étude de I’Hb des différents variants de drépanocytose [116].
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> L’Isoélectrofocalisation :

C'est une variante ¢lectrophorétique hautement résolutive qui sépare les Hb a la fois par
leur pH et par leur point isoélectrique [117]. Elle est plus sensible et permet de séparer 'HbF
des Hb Al et S [118]. L'isoélectrofocalisation est une technique plus sensible et plus
spécifique mais €galement plus colteuse. C'est la méthode de choix pour le diagnostic

néonatal de la drépanocytose [119,120] (Figure 36).
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Figure 36 : Focalisation isoélectrique de 1'Hb [115].

A. Position des hémoglobines normales et des variants anormaux les plus fréquents.
B. Focalisation isoélectrique de I'hémoglobine réalisée chez des adultes et des nouveau-nés. La
migration est réalisée en gel d'agarose a 1,2 %, contenant un mélange d'ampholines pH 6,0-8,0 et pH
7,0-9,0 et préparé extemporanément.

1,2et 12 adultes : 1 (AC), 2 (AS), 12 (AS) 3 a 11 (nouveau-nés): 3, 4, 6, 8 a 10 (normaux), 5, 7, 11 (4AS).

» Chromatographie haute performance en phase liquide ou HPLC (hight

performance liquid chromatography) :

Cette technique a l'avantage de fournir au méme temps un dosage précis des différentes
fractions de I'Hb. Elle est utilisée en premicre intention dans certains laboratoires spécialisés

[132]. (Figure 37)
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Figure 37 : profil d’¢élution en HPLC d’échange d’ions [121].

5.3. Le diagnostic génétique :

Il est réalis¢ par PCR (Polymerase chain reaction) qui utilise des sondes nucléotidiques
de synthése reconnaissant les s€quences mutées et normales. Le diagnostic est effectué¢ apres
amplification génique de 'ADN de la séquence correspondant a la mutation. Cette technique
est utilisée dans le diagnostic anténatal de la drépanocytose. Elle se fait par biopsie de
trophoblaste entre la 8™ et la 12°™ semaine de gestation ou par amniocentése entre la 15

et la 20°™ semaine de gestation [122].

En fait le diagnostic anténatal de la drépanocytose n'a de sens que si les parents décident

d'une interruption de la grossesse si l'enfant est porteur d'une forme grave de la drépanocytose
[123].
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6. Les associations génétiques : [124]
» Drépanocytose hétérozygote composite SC :

Elle résulte de I’association des deux genes de globine S et C chez un méme patient.
L’HbC ne copolymérise pas avec I’HbS, mais provoque une déshydratation intra-
érythrocytaire qui augmente la concentration de ’HbS et donc sa pathogénicité. Les patients
SC ont souvent une discrete splénomégalie. L’anémie est moins importante. Les signes
d’hémolyse sont plus discrets, la réticulocytose moins intense, discréte thrombopénie par

hypersplénisme.
» Drépanocytose hétérozygote composite Sp —thalassémique :

Elle est représentée par deux génotypes, qui ont une expression clinique tres différente :
la SB° et la SP+. Dans le premier cas, il n’y a aucune synthése d’Hb A et le tableau clinique et
biologique est proche de celui de la drépanocytose homozygote. Le seul moyen de
différencier ces deux syndromes drépanocytaires est de réaliser une étude du génotype en
biologie moléculaire. Dans le second cas, une synthése d’Hb A persiste (3% a 25%). Dans la

drépanocytose hétérozygote AS, I’HbA est supérieur a 50% [106].
» Autres formes génétiques :

S/D-Pundjab, S/O-Arab, S/D-Los Angeles, S-Antilles... dans chacune de ces formes
génétiques, on constate une hétérogénéité de I’expression clinique de la maladie

drépanocytaire.

B. L’Hémoglobinose C :

C’est la conséquence d'une mutation unique ponctuelle dans le 6™ codon du géne béta
globine dont résulte une substitution de I’acide glutamique de la chaine béta par une lysine

[125].

Les sujets hétérozygotes sont en régle asymptomatiques et n’ont pas de modifications
hématologiques. La chromatographie (HPLC) montre 35-45% d’HbC, HbF normale (< 2%)),
HbA2 légérement ¢levée a 3-4%.
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Les homozygotes ont une anémie hémolytique modérée normocytaire. La rate est
souvent augmentée de volume. Des douleurs abdominales et articulaires sont observées, mais
des crises douloureuses sont rares. Le frottis sanguin montre 30-100% de cellules cibles et des
sphérocytes. L’HPLC montre 60-98% d’HbC, 2-3% d’HbA2 et d’HbF pour le reste. HbA

n’est pas décelable.

Une association avec une B-thalassémie (double hétérozygosit¢ HbC/ B thal) conduit a

un tableau clinique de thalassémie intermédiaire d’évolution trés variable.

Les manifestations cliniques d’une combinaison HbC/HbS est comparable a une

drépanocytose, mais les symptomes sont habituellement moins séveres.

L’hétérozygotie composite HbC/a-thalassémie ou un déficit en fer donne une

microcytose.
C. L’Hémoglobinose D Punjab :

C’est un groupe hétérogene rare dont la plus connue est I’Hb D-Punjab. Elles sont

rencontrées en Inde, dans le basin méditerranéen et chez les Noirs américains [126].

Egalement connue sous les noms suivants : Hb D-Los Angeles, Hb D-North carolina,
Hb D-Portugal, Hb D-chicagoet, Hb Oak Ridge.

C’est la conséquence d’une mutation ponctuelle dans le 121°™ codon du géne de
globine qui entraine une substitution de I’acide glutamique de la chaine B par une Glutamine

[127,128].

La transmission de la maladie est autosomique récessive [129]. Les sujets hétérozygotes
comme les homozygotes sont asymptomatiques, néanmoins des cas de splénomégalie sont
rapportés [130]. Sur 31 cas répertoriés dans la littérature, on note 1’absence de signes
d’hémolyse et la présence de cas d’anémie souvent microcytaire. La fragilit¢é osmotique est

normale. L’HPLC montre 35-40% d’HbD et HbF en quantité¢ normale (< 2%).

Les associations décrites jusqu’a présent de I’'Hb D-Punjab sont avec I’hémoglobinose

S, la B-thalassémie, la o -thalassémie, I’hémoglobinose O-Indonésie et I’hémoglobinose G
Philadelphie.
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D. ’Hémoglobinose E :

Elle atteint surtout les populations des pays du Sud-est asiatique, notamment

Cambodge, Laos, Thailande et Birmanie et des porteurs rares en Europe [131].

Elle est la conséquence d’une mutation dans le géne -globine avec remplacement de la

glutamine par la lysine.

Les homozygotes ont une anémie hémolytique modérée, microcytaire et hypochrome.
Dans la forme hétérozygote, cliniquement asymptomatique, I’hémogramme montre une
pseudopolyglobulie microcytaire et hypochrome. Le taux d’HbE est de 25 a 30%. Le point le
plus important a signaler est la fréquence de I’association E/ 3° thalassémie dont le tableau

clinique est identique a celui de la thalassémie majeure (Figure 38) [1].
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Figure 38 : Résultats de 1’¢lectrophorése de I’Hb au cours de

I’hémoglobinose E [132].
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E. Les thalassémies :

Les thalassémies constituent un ensemble hétérogéne de maladies génétiques dues a des
anomalies des genes de I’Hb. Elles sont définies par une diminution de syntheése des chaines

de globine et désignées par la chaine déficiente : les a-thalassémies, les B-thalassémies.

Les syndromes thalassémiques se transmettent génétiquement selon le mode mendélien
récessif autosomique. Ce sont des affections génétiques tres répandues dans le monde [133].
L’organisation mondiale de la santé (OMS) estime qu’il nait chaque année plus de 100 000

enfants atteints d’une forme de thalassémie mortelle en 1’absence de traitement.

1. Les p-thalassémies :

1.1. Epidémiologie :
Initialement décrite dans les populations du bassin méditerranéen, elles sont tres
répandues dans tout le Moyen-Orient, le sud et I’est de 1’Asie, I’Afrique de I’ouest et les
Antilles. Elles sont rares dans les populations originaires du nord de 1I’Europe. On a recensé

plus de 200 mutations, de distribution géographique déterminée, a I’origine de syndromes [3-

thalassémiques.
1.2. Les mécanismes génétiques : (Figure 39)

Le plus souvent, le défaut de syntheése des chaines B résulte d’une mutation ponctuelle

portant sur un des genes B ou sur les 2. On distingue :

e les mutations qui abolissent totalement la synthese d’HbA, ou mutations
3°thalassémiques,

e les mutations qui diminuent le taux de syntheése ou mutations B+thalassémiques.
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Figure 39: Aspects génétiques des B -thalassémies [134].

Dans quelques rares cas, les B thalassémies résultent d’une délétion. Certaines délétions

affectant une région étendue du gene 3 et sont responsables de B°thalassémies. Quelques-unes

peuvent étre responsables d’un syndrome de « persistance héréditaire de I’Hb feetale » lorsque

le déficit de synthése des chaines B est compensé par la synthése de chaines vy.

L’Hb Lepore est le produit d’un gene hybride résultent d’un crossing over inégal entre

les loci B et O. Elle est ainsi constituée de 2 chaines a et de 2 chaines non—a résultant d’une

fusionOB elle se traduit par un syndrome thalassémique.

1.3. Les conséquences des anomalies de synthése des chaines de globine :

[135]

Dans la 3-thalassémie homozygote, I’accumulation de chaines a non appariées dans les

¢rythroblastes entraine une érythropoiese inefficace et favorise leur apoptose, responsable
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d’une hémolyse intra médullaire et d’une hémolyse prématurée des GR passés dans la
circulation. Il en résulte une hyperplasie érythroblastique avec hyperplasie des os plats
responsable de déformations squelettiques, une érythropoiése extra-médullaire avec hépato-
splénomégalie et une surcharge en fer aggravée par une augmentation de I’absorption
digestive du fer. Ainsi, I’anémie de la B-thalassémie homozygote a une composante centrale,
une composante hémolytique et une composante d’hémodilution (liée a 1’hépato-

splénomégalie). L’exces de chaines o entraine une augmentation de la production d’HbF.

Dans les formes hétérozygotes, I’exces de chaines o entraine une augmentation de la

production d’HbA?2.
1.4. Les circonstances de diagnostic :

La sévérité de 1'expression clinique résulte de la conjonction d'au moins trois facteurs :
la mutation B-thalassémique en cause, le nombre de genes a et le taux de production de

chaines y capables de s'apparier avec les chaines a.

Le diagnostic peut étre évoqué apres quelques mois de vie, lorsque la synthese de ’'HbF

n’est plus capable de masquer I’anomalie de synthese d’HbA.

- Dans la forme majeure ou maladie de Cooley, les signes cliniques apparaissent chez
I’enfant entre 1 et 5 ans. La paleur est constante, associée rarement a un ictére conjonctival.
L’asthénie dépend du degré de 1’anémie. Une hépato splénomégalie s’installe
progressivement dans les premiers mois de la vie. L hyperplasie des os plats de la face
confere aux enfants un aspect asiatique : les malaires sont élargis, la base du nez aplatie, il
existe un hypertélorisme, une protrusion du maxillaire supérieur. Un retard staturo-pondéral
est souvent noté. Le retentissement psychologique de ces anomalies morphologiques est
toujours important chez les adolescents et les adultes [136].

- Les thalassémies intermédiaires représentent 5 a 10% de 1'ensemble des

B-thalassémies homozygotes. Le plus souvent, le tableau est celui d'une anémie
hémolytique modérée (paleur, splénomégalie, ictére) pouvant s'aggraver lors d'une infection,
une érythroblastopénie, une grossesse, un hypersplénisme ou une carence en folates. Des

formes asymptomatiques peuvent se voir [137].
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Le diagnostic peut se faire au stade de complications osseuses de I'hyperplasie
médullaire [138]. I peut s'agir de remodelage osseux, voire de l'apparition d'une tumeur
hématopoiétique extra médullaire. Des cas de compression médullaire ont été décrits [139].
L'inflation érythroide est aussi responsable d'une hyper absorption intestinale du fer en
I’absence de transfusion. Des ulcéres de jambe, des lithiases sont aussi rapportés chez des
patients adultes [140]. Des complications liées a surcharge en fer avec une atteinte cardiaque
(hypertrophie ventriculaire gauche, épanchement péricardique, insuffisance cardiaque...),
hépatique (cirrhose...), poly-endocrinienne (retard pubertaire, diabéte, atteintes
thyroidiennes...) et des complications thromboemboliques (accidents cérébraux ischémiques
transitoires, thromboses artérielles et veineuses) viennent alourdir le pronostic de ces

affections [138-141].

- Les p-thalassémie mineure ou p-thalassémies hétérozygotes ou traits
thalassémiques, dues a la mutation d’un seul des deux genes P, sont cliniquement

asymptomatiques [1].
1.5. Diagnostic biologique :
1.5.1. Diagnostic phénotypique : [142]

» L’hémogramme réveéle une anémie avec une Hb souvent inférieure a 7g/dl,
microcytaire hypochrome (VGM < 80 fl, TCMH < 26 pg). La réticulocytose est voisine de
100 000/mm3. Une thrombopénie et une neutropénie d’hypersplénisme peuvent se voir. Une
pseudopolyglobulie avec microcytose et hypochromie sans anémie est souvent retrouvé dans

les formes homozygotes.

L’examen du frottis sanguin montre une hypochromie, une anisocytose, une

Poikilocytose, des hématies en cible et une érythroblastose parfois trés ¢levée (Figure 40).

A noter que le diagnostic peut étre délicat lorsqu’une carence martiale est associée,
déprimant la synthése des chaines d’Hb, y compris celle de ’HbA2. L’¢lectrophorése

redevient caractéristique apres correction de la carencel[1].
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Figure 40: Aspect sur frottis sanguin d'une -thalassémie homozygote [142].

» Le bilan biochimique montre [I’hyperbilirubinémie qui traduit 1’hémolyse,
I’hypersidérémie et I’hyperferritinémie qui sont constantes.

» L’électrophorese de I’Hb : (Figure 41), (Tableau 11)

Le pourcentage d’HbF est constamment augmenté et il persiste (B'-thalassémie) ou pas
(B°-thalassémie) de ’'HbA. Dans les formes hétérozygotes I’ électrophorése de I'Hb montre un

taux augmenté d’HbA2 (>3%), sans augmentation du taux d’HbF.
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Figure 41 : ¢lectrophorése de I’Hb en milieu alcalin au
cours des syndromes thalassémiques [143].

1.5.2. Diagnostic génotypique :

L'ADN génomique est extrait des cellules nucléées par les méthodes standard (phénol-
chloroforme), soit a partir de 10 ml de sang veineux prélevés sur EDTA pour les enquétes
familiales, soit a partir de villosités choriales, du liquide amniotique ou de leurs cellules de
culture respectives pour le diagnostic prénatal. Cet ADN génomique est amplifié par la
technique PCR [144].

1.6. Les formes apparentées aux f-thalassémies :

» L’hémoglobine Lepore [1]: Chez I’homozygote, c’est cliniquement une J3
thalassémie intermédiaire. L’étude de I’Hb ne montre ni HbA ni HbA2 mais uniquement de
I’HbF (75%) et de ’Hb Lepore (Tableau 11). Chez I’hétérozygote, 1’étude de I’Hb montre de
8 a 12% d’Hb Lepore.
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> op thalassémies et 0 thalassémies :

Elles sont le plus souvent secondaires a la délétion d’une partie du cluster génique qui
implique les génes o et B. On observe une production réduite ou absente des chaines o et . La
conséquence en est une augmentation de la synthése de chaine y pour essayer de compenser le
déficit en B globine. La forme hétérozygote est asymptomatique avec une microcytose sans
¢lévation de ’'Hb A2. Les malades homozygotes of thalassémiques ont une présentation

clinique identique a celle de ’anémie de Cooley [145].

Le Tableau 11 représente les résultats de I’électrophorése de I’Hb dans les B-

thalassémies.
HbF HbA HbA2
B thalassémie homozygote | 50,09, 5-45% 7 Nou
B thalz.lssemle, hplpozygote 7 Nou
intermédiaire
) 'B thalassén}ie 1-5% >3,
hétérozygote mineure
B thalassémie N >3
hétérozygote silencieuse
Lepore hétérozygote 84%
Lepore homozygote 75% 0
PHHF hétérozygote 10-30%
PHHF homozygote 100%

Tableau 11 : Résultats de I’¢lectrophorese de I’Hb dans les B-thalassémies [146].

2. Les a-thalassémies
2.1. Epidémiologie :

Les a-thalassémies sont particulicrement fréquentes en Asie du sud-est et en chine. Leur
prévalence est de 3 a 5% a Hong Kong et peut atteindre 30 a 40% en Thailande et au Laos
[147,148]. Elles sont aussi fréquentes en Afrique, surtout équatoriale, moins présentes en

Afrique du Nord et I’ Australie [149].
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2.2. Les mécanismes génétiques :

Chez un sujet normal, il existe deux geénes a sur chaque chromosome 16, soit quatre
genes au total (o o/ a o). Les a-thalassémies sont secondaires a des déficits de syntheése de ces
chaines de globine par une délétion ou une inactivation d’un ou plusieurs genes. On distingue

alors 4 types d’a thalassémie (Figure 42).

chr.16
ca/oa sujet normal

chr.16
chr.16
chr.16 i ae/-a a thal silencieuse
Chr.16 i
chr.16

’ -af-a

ou ou a thal minime
Chr.16 =" il --/am
Chr.16
Chr.16
chr.16 . gl I --/-a a thal majeure
Chr.16
i - -=f-- hydrops foetalis

chr.16 -

Figure 42: Aspects moléculaires des a-thalassémies [134].

e ’a-thalassémie homozygote (hydrops foetal) : 4 génes a atteints

e Hémoglobinose H : 3 genes a atteints

e ’a-thalassémie mineure ou de type 1 : 2 geénes a atteints
o délétion de 2 génes en cis (--/aa) : o’-thalassémie hétérozygote;
o délétion de 2 génes en trans (-o/-0) : o -thalassémie homozygote.

e ’a-thalassémie silencieuse ou de type 2 : 1 géne o atteint
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2.3. Les conséquences des anomalies de synthése des chaines de globine :

Dans les a-thalassémies, I’exces relatif de chaines non—a entraine leur précipitation dans
les GR circulants et leur hémolyse prématurée. Les chaines a apparaissent dés la vie feetale,
leur défaut retentit sur la synthése de ’HbF, de ’Hb2 et de ’HbA. Elles se traduisent par la
formation de tétraméres de chainesy (Hb Bart’s, y4) ou de chaines B (Hb H, 34) (Figure 43)
[135].

Deafaut de synthése de chaine a

l

ChaTnes non o en excés relatif

l

Précipitation des chaines en excés et du fer inutilisé

/ Sang Moelle

( e N
e L \\__‘__ ) ,_f/

Sequestration par le systéme Libération retardée

reticulo-endothelial des hematies

Leésions membranaires

Hémaolyse Erythropoise inefficace

.

Anémie

Figure 43: Conséquences de la diminution ou de I’absence

de la synthése des chaines o de globine [135]
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2.4. Circonstances de diagnostic :
» Dans I’a-thalassémie homozygote (hydrops foetal) :

L’absence totale d’expression des quatre génes o est incompatible avec la vie, entrainant
la mort in utéro ou a la naissance dans un tableau d’anasarque foeto-placentaire (hépato

splénomégalie, cedéme généralisé, insuffisance cardiaque).
> Hémoglobinose H :

Le tableau clinique est celui d’une anémie hémolytique proche de celui de la

thalassémie intermédiaire.
> D’a-thalassémie mineure :

Elle est cliniquement asymptomatique. Le diagnostic ne peut étre fait que sur les

antécédents familiaux et apres s’étre assuré de I’absence de carence martiale.
» l’a-thalassémie silencieuse :
Elles sont silencieuses sur le plan clinique.
2.5. Diagnostic biologique :
» Dans I’a-thalassémie homozygote :

L’anémie est sévere, macrocytaire. L’¢lectrophorése de I’Hb montre 80% d’Hb Bart’s,

10% d’Hb H, 10% d’Hb embryonnaire Portland, sans HbF ni Hb A [1].
» Dans I’hémoglobinose H :

L’hémogramme montre une anémie a la naissance avec microcytose et hypochromie.
Les réticulocytes sont ¢élevés et la coloration des réticulocytes montre des GR a corps de
Heinz (précipitation de I’Hb H). L’étude de I’Hb montre 70% d’HbA, de 10 a 30% d’HbH et
des traces d’Hb Bart’s [1].

> Dans ’o-thalassémie mineure :

Elle est responsable d’une microcytose sans anémie ou d’une pseudopolyglobulie

microcytaire et hypochrome comme dans la  thalassémie hétérozygote.
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L’étude de I’Hb montre, a la naissance 5% d’Hb Bart’s. Parfois on note quelquefois une
diminution de ’'HbA?2 inférieure a 2,5%. L’étude in vitro de la biosynthese des chaines o n’est

pas réalisable en routine. La biologie moléculaire permet d’évaluer le nombre des genes a [1].
» Dans I’a-thalassémie silencieuse :

L’hémogramme est normal dans 50 % des cas. Parfois on retrouve une hypochromie et
une microcytose modérées. En période néonatale 1’¢électrophorése de I’Hb, un taux trés
modérément augmenté d’Hb Bart’s (1-2 %). Le diagnostic peut étre fait en biologie

moléculaire [1].

Le Tableau 12 représente les résultats de I’électrophorése de I’Hb dans les o-

thalassémies.
Hb bart’s y4 | HbH g4 | HbA | HbF | Portland
a-thal.homozygote 80% 10% 0 0 10%
Hémoglobinose H Traces 10-30% | 70% 0 0
a-thal.hétérozygote mineure HbA2 : Normale ou diminuée
a- thal.hétérozygote silencieuse profil normal

Tableau 12 : Résultats de 1’étude de I’Hb dans les a-thalassémies [146].
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Le Tableau 13 est un tableau récapitulatif des résultats des examens hématologiques au cours des principales
hémoglobinopathies [116,121, 142, 146]

A/S S/S C/C E/E |HbH |o.ThalM | B.Thal.M | . Thal.l | B.Thal.m
Nb GR N “\ N N Pseudopolyglobulie
Hb (g/d) N 7-9 4 “\ “\ N 4-7 7-9.5 N
VGM N N N “\ “\y “\ ™\ N ™\
CCMH, TCMH N N N N N\ ™\ N ™~ ™
Réticulocyte N A 7 A 7 N N N N
Anomalies GR Dr§panocytes Hypochr Microcytes
Poikylocytes ) Corps .
) Cellules | -omie Poikylocytes
N Cellules cibles . . de N ) N N
cibles | Microcyt . Cellules cibles
Erythroblastes ose Heinz Ervthroblastes
Corps de Jolly Yy
GB, PQT N 7" PNN N N N N N N N
Blla,n . BNC 7 . BNC légeérement 7
d’hémolyse Anémie normochrome normocytaire . . .
\ . . Anémie hypochrome microcytaire
(Hémolytique corpusculaire)
Tableau 13 : tableau récapitulatif des résultats des examens hématologiques au cours des principales hémoglobinopathies
[116,121, 142, 146].

A/S: drépanocytose hétérozygote. B. Thal .1 : f Thalassémie intermédiaire.
S/S: drépanocytose homozygote. B. Thal. m : B Thalassémie mineure.

o. Thal. M : a Thalassémie Mineure. E/E : Hémoglobinose E.

B. Thal. M : B Thalassémie Majeure. Hb : Hemoglobinose H.
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Il. 3. Les érythroenzymopathies congénitales :

Apres le stade de réticulocyte, la survie de 1’érythrocyte, cellule dépourvue d’organites
et de possibilités de synthése protéique, dépend d’un équipement enzymatique non
renouvelable et d’une source d’énergie limitée essentiellement a la voie anaérobie de la

glycolyse. Les atteintes de ces enzymes comportent :

e Le déficit en glucose-6- phosphate déshydrogénase G6PD, enzyme clé de la voie
des pentoses,

e les enzymopathies affectant la voie métabolique d’Embden-Meyerhof sont rares
[87].

A. Déficit en G6PD :

1. Epidémiologie :

Appelé aussi « favisme » est I’enzymopathie la plus répandue : 420 millions de sujets
atteints dans le monde [150]. Certaines ethnies sont particulierement touchées : la race noire,
les populations du bassin méditerranéen, les juifs sépharades, certaines populations
d’Extréme-Orient. Le déficit en G6PD li¢ a certains variants confeére au sujet un avantage

sélectif vis-a-vis du paludisme.
2. Mécanisme génétique :

Il existe 2 génes normaux de la G6PD : le géne B et le gene A. 1l existe 2 types de génes

mutés :

ele variant A : Il s’agit d’une forme atténuée touchant des sujets de race noire d’origine
africaine. La demi-vie de I’enzyme est > 10 jours avec activité¢ enzymatique > 10% de la
normale. Son activité résiduelle suffit a I’état normal mais ne permet pas €liminer les
peroxydes accumulés sous I’effet de molécules. Les crises d’hémolyse sont donc
paroxystiques et de caractere provoqueées par la prise d’oxydants.

ele variant B ou type B méditerranéen : il s’agit d’une forme grave touchant les
sujets d’origine méditerranéenne. Il existe une hémolyse chronique avec des crises
d’hémolyse intra-vasculaires aigue spontanées ou provoquées. La demi-vie de I’enzyme est de

quelques heures avec activité enzymatique < 10% de la

90



Les hyper-hémolyses

Le déficit est li¢ a une atteinte quantitative par instabilité¢ de la molécule et a demi- vie
diminuée, soit une atteinte qualitative par modification du site enzymatique et diminution de

’affinité pour son substrat.

Le déficit en G6PD se transmet selon un mode récessif lié au sexe. Le géne de la G6PD
est en effet situé sur le chromosome X. I’affection est observée chez le gargon, les femmes

sont porteuses de la tare. Les autres cas pouvant étre expliqués par la «théorie de
I’inactivation de I’X» [1,151].

3. Classification OMS :

L'OMS a établi une classification phénotypique en fonction de l'activité résiduelle qui
conditionne le risque d'hémolyse et donc la sévérit¢ de la maladie. Cette classification

comporte 5 classes (Tableau 14).
La variante G6PD A- est fréquente dans les populations noires africaines.

La variante méditerranéenne de la G6PD B- est présente dans le pourtour
méditerranéen, le Proche et le Moyen-Orient ou elle touche 10 a 25% de la population. Dans
le sud-est asiatique, les variants Mahidol, Canton, Viangelian et Kalping sont prédominants et

10 a 15% de la population est déficitaire [150].
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Type Intensitedu  Activite enzymatique Expression clinique Vanants GGPD
deficit frequents
Classel  severs < 10% de lactivite Hemolyse chronique rare
normale

Classell  severe = 10% Hemolyse intermittente GGPD B - au
mediterrangen,
Mahidal, Canton

Classelll  modere 102 60% Hemolyse sute aun stress  GEPD A -

oxydatif
Classe V.  pasdedefict  603150% - GGPD B, GEFD A
ClasseV  activite accrue = 150% - rare

Tableau 14 : Classification OMS des variants enzymatiques de la G6PD [150].

4. Physiopathologie :
4.1. Role physiologique de la G6PD :

La GO6PD, enzyme cl¢ de la glycolyse aérobie, est chargée des processus
d’oxydoréduction. Il intervient au début de la voie des pentose-phosphates. Ce cycle utilise le
glucose pour le convertir en pentose, c’est une voie accessoire de la glycolyse en parallele au
cycle de Krebs. Cette enzyme a une fonction essentielle : elle libére deux atomes d’hydrogene
du glucose-6-phosphate pour réduire le NADP en NADPH. Cette molécule de NADPH pourra
alors a son tour céder ces 2 hydrogenes au glutathion oxydé¢ (GSSG) qui deviendra du

glutathion réduit (2GSH) (Figure 44) [151].

Or, ce glutathion réduit est utilisé par la cellule pour faire face a un stress oxydatif. Lors
d’un tel stress oxydatif, il y a production en abondance de peroxyde d’hydrogéne (H202),
toxique pour la cellule. Le glutathion réduit permet de détoxifier ’'H202 en le réduisant en 2
molécules d’H20, tandis que lui-méme s’oxyde en perdant son hydrogene pour redevenir le

glutathion oxydé.
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En temps normal, I’enzyme ne fonctionne qu’a 2% de sa capacité maximale. En cas de
stress oxydatif important, la baisse du taux de NADPH désinhibe ’enzyme, qui fonctionne

alors davantage et s’adapte ainsi pour contrer cette agression.

superoxide

H,0

Diru d oth
gs and other superoxide

oxidising agents

dismutase
peroxide
2NADP 2GSH
glutathiorne
peroxidase
ZNADPH GSSG
¥
HQD

Figure 44: La G6PD protége la cellule contre le peroxyde
d’hydrogéne (H202) généré par le stress oxydatif [151].

4.2 . Le mécanisme de I’hémolyse en cas de déficit de G6PD :

Le déficit enzymatique seul ne suffit pas a provoquer une hémolyse pathologique :
celle-ci est déclenchée par un facteur extérieur a I’hématie, le plus souvent une agression

oxydante [1] (Tableau 15).

Les GR déficients en G6PD sont incapables, en cas d’agression oxydante, de fournir la
quantit¢ de NADPH nécessaire pour ¢€liminer le surplus de peroxydes. Il en résulte la
dénaturation (par oxydation) de protéines du stroma et de la globine, qui précipitent sous
forme de corps de Heinz. La présence de ces corps de Heinz dans les GR entraine une rigidité
membranaire. Ces GR circulent difficilement dans les capillaires de la rate et sont rapidement

¢éliminés de la circulation.
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Antipaludéens (variante A-)

Quinine, Chloroquine, Quinidine,

Hydroxychloroquine

Sulfamides, sulfones

Sulfanilamide, Sulfapyridine, Sulfaméthoxazole

Dapsone
Analgésiques Aspirine, paracétamol
Vitamines Acide ascorbique, Vitamine K1

Anti-infectieux

Quinolones, Nitrofurantoine, Acide pipémidique
Chloramphénicol,Vancomycine, Isoniazide

Streptomycine, kétoconazole

Divers

Antihistaminiques H1, Urate-oxydase,Lévodopa

Phénytoine, Bleu de méthyléne

Produits chimiques

Nitrates, phénylhydrazine, naphtaléne,trinitrotoluéne

Végétaux (variante B-)

Féves, mais aussi pois, haricots secs, artichaut,

asperge

Infections (variante B-)

Microbiennes (pneumococcies)

Virales (hépatite, mononucléose infectieuse)

Acidose diabétique

Tableau 15 : Principales circonstances pouvant entrainer des accidents hémolytiques

chez les sujets déficitaires en G6PD [1].

5. Circonstances de découverte :

» Circonstances cliniques :

Une grande hétérogénéité clinique est observée selon la nature moléculaire du déficit et

I’activité résiduelle de la G6PD dans le GR [152]. Plusieurs tableaux cliniques peuvent se

VOIr :
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e Le tableau d’hémolyse aigue:

L’accident hémolytique sévere survient apres exposition a un oxydant le plus souvent
médicamenteux ou végétal. En dehors de la crise, le patient est tout a fait asymptomatique
[153,154]. A la suite de I’ingestion d’un médicament oxydant ’hémolyse évolue en 3 phases

schématiques :

o La Phase initiale : Les premiers symptomes apparaissent apres 2 ou 3 jours de la
prise médicamenteuse. Les signes cliniques d’une hyper-hémolyse modérée sont présents :
urines foncées, subictére conjonctival, rarement douleurs abdominales et asthénie [155,156].

o La Phase de récupération : elle s’étend entre le 10éme et le 30éme jours.

L’anémie se corrige lentement méme sous traitement, les corps de Heinz disparaissent

et le taux de réticulocytes atteint 8% a 12% [157,158].

o La Phase d’équilibre :il n’ya plus de signes cliniques d’hyper hémolyse et
I’anémie disparait [159].

e Le tableau d’hémolyse chronique :

Il survient chez les personnes présentant des mutations rares avec une si basse activité
enzymatique que ’hyper-hémolyse se manifeste méme en absence de facteurs précipitant. La
séveérité du déficit rend 1’hématie incapable de résister méme aux agressions normales qu’elle

rencontre dans la circulation [160].

e Au cours de la période néonatale :

L’ictére néonatal est 'une des conséquences les plus graves et les plus menacantes en
cas de déficit en G6PD [161]. Il se produit typiquement le 4™ ou 7™ jour ce qui est plus
tardif en comparaison a I’ictére due a I’incompatibilit¢ foeto-maternelle dans les systémes
ABO/RH, parfois méme au-dela de la premi€re semaine, voir la troisiéme ou la quatrieme

semaine apres la naissance [162].
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» Circonstances biologiques :

Le diagnostic peut se faire lors de I’exploration d’une anémie hémolytique surtout en

période néo-natale ou lors d’une enquéte familiale.
6. Diagnostic biologique :

Les signes biologiques apparaissent entre les 8 et 12 jours apres 1’agression oxydante.

En plus des signes biologiques classiques d’hémolyse :

» Les examens non spécifiques :

o L’hémogramme : peut montrer une leucocytose avec myélémie discrete.
Les plaquettes sont normales parfois élevées.

o Le frottis sanguin : la morphologie des GR est souvent normale. Des sphérocytes
et des GR fantomes peuvent se voir dans les cas sévéres.

o Les corps de Heinz : pendant I'épisode hémolytique, la dénaturation oxydative de
I'Hb apparait sous forme de petites masses collées a la membrane, ce sont les corps de
Heinz : inclusions intra-érythrocytaires. Ils sont visibles spontanément lors de la crise ou
peuvent étre mis en évidence apres coloration supra-vitale au bleu de crésyl brillant ou cristal
violet apres incubation a 37 °C du mélange sang du patient et colorant de 1 a 3 heures. Ils ne

sont pas spécifiques du déficit en G6PD (Figure 45).
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N

5
Corps de
Heinz

—

Figure 45: Corps de Heinz sur frottis sanguin coloré par bleu de crésyl [22].

> Les tests de dépistage du déficit :

Ces examens peuvent étre réalisés au cours de la crise mais un contrdle est obligatoire

loin de la crise. Plusieurs tests sont disponibles et ne sont pas spécifiques :

- Le fluorescent spot-test de Beutler, consiste a faire incuber un hémolysat en présence

de glucose 6-phosphate (G6P) et de NADP puis a en déposer une goutte sur un papier filtre.

La production du NADPH est attestée par I’apparition d’une tache fluorescente lorsque le

papier est examiné a la lumiere ultra-violette (UV). Ce test visuel distingue les sujets

fortement déficitaires (absence de fluorescence en lumiere UV) des sujets normaux (forte

fluorescence) (Figure 46) [164].

Ce test est peu coliteux, il est dérivé du test de référence spectrophotométrique. Retenu

par ['Intenational Committee of Standardization in Haematology, c’est le plus fréquemment

utilisé [163].
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G6PD
Go6P @ — 6 phosphate gluconate
NADP+ NADPH
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oy 0001 0002 oHU
normal deficient

Figure 46: Fluorescent spot test (beutler 1968) [164]

- Parmi les autres on cite :

e Les tests de réduction des colorants ou test de motulsky (test au bleu de crésyl
brillant), test au bleu de méthylene [165]

e Les méthodes de formazan : c’est un ensemble de méthodes qui utilise le principe
du MTT-liked spot-test recommandé par le groupe d’expert de I’OMS avec des
modifications mineures [166]. La réduction du NADP par le G6PD est accompagnée par la
réduction d’un composant du tétrazolium qui est le MTT=3 (4,5-diméthyl-2-thiozolyl)2,5-
diphényl-2H-tétrazolium bromide a un dérivé formazan insoluble coloré en utilisant un

accepteur d’hydrogene qui est le PMS (phénazine méthosulfate ).
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e Dosage de [Dactivit¢ par chimiluminescence [167] technique est basée sur
I’utilisation d’un luminophore, une molécule luminescente tel que le luminol, qui en
réagissant avec un radical libre émet de la lumicre. L’activité de la G6PD est inversement
proportionnelle a la chimiluminescence formée [168,169].

» Le diagnostic de certitude :

Le dosage de la G6PD doit étre réalis¢é a distance de la crise réticulocytaire car les

réticulocytes sont riches en enzymes érythrocytaires et en G6PD.

Le diagnostic de l'activité enzymatique se fait sur sang veineux avec anticoagulant en général

EDTA.

Le taux d’activit¢ du G6PD peut étre paradoxalement élevé pendant la crise hémolytique
aigue. En effet, les cellules jeunes ont un stock plus important d’enzyme. Il faut donc faire le

dosage pendant la crise et trois mois apres I’hémolyse.
- Le dosage spectrophotométrique de I’activité en G6PD :

Il consiste a mesurer par spectrophotométrie 1’augmentation de 1’absorption en
ultraviolet a 340nm induite par ’apparition du NADPH formé lors de I’incubation de
I’hémolysat en présence de G6P et de NADP+. La vitesse de réduction du NADP+ en
NADPH s’exprime en unités internationales par g/Hb et se situe pour un prélévement normal
aux environs de 8 UL Il est toujours important de pouvoir rapporter la valeur trouvée a celle
d’une autre enzyme de la glycolyse, afin d’éviter de considérer comme normale une valeur
accrue par un phénomene régénératif ou au contraire comme un déficit une valeur basse

résultant d’un échantillon mal conservé.
- Diagnostic génotypique :

La détection des mutations communes est relativement simple, plusieurs méthodes sont

employées parmi elles :
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v La PCR-RE : (Polymerase chain Reaction-Restriction Enzyme)

Elle est basée sur I’amplification de la région appropriée du gene par PCR suivie d’une
digestion par des endonucléases appropri¢es (enzymes de restriction RE) qui reconnaissent

des séquences particuliéres au niveau de I’ADN [170].

v' ARMS: Amplification refractory mutation system.

Elle est basée sur le principe que la mutation d’une base a ’extrémité 3’ d’une amorce ne
permet aucune amplification par PCR. Selon les fragments amplifiés lors de la PCR, on
pourra identifier quelles amorces s’hybrident mal a I’ADN au niveau de sa derniere base et

donc la présence a ce niveau d’une éventuelle mutation sur I’ ADN testé [171,172].

NB : Une électrophorése de ’hémoglobine doit étre réalisée systématiquement car les

hémoglobinoses sont souvent associées au déficit en G6PD surtout en zone tropicale.
B. Déficit en pyruvate kinase (PK):

Il est observé dans toutes les races, et il est de transmission autosomique récessive et les
deux sexes sont également atteints [173].
1. Physiopathologie :
La PK est une des enzymes de la voie d’Embden-Meyerhot (glycolyse anaérobie), qui

fournit aux GR 1’énergie dont ils ont besoin, sous forme d’ ATP.

Le déficit en PK peut étre qualitatif ou quantitatif le plus souvent. Dans la plupart des

cas, le déficit est sévere.

L’insuffisance de production ¢énergétique retentit directement sur les fonctions
membranaires : modifications des échanges ioniques li¢es a la déficience des « pompe a
sodium », perte de lipides, diminution de la déformabilit¢. La diminution du métabolisme

énergétique des GR est aggravée au niveau de la rate, favorisant ainsi leur séquestration [1].
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2. Circonstances de découverte :

Le tableau clinique est celui d’une anémie hémolytique chronique non sphérocytaire. Sa
gravité est variable mais 1’hémolyse est souvent franche et parfois des poussées aigués.

L’ictére néo-natal est fréquent [1].
3. Diagnostic biologique :
L’hémogramme : montre une anémie d’intensité variable (absentes dans

Les formes latentes de I’adulte), normochrome, souvent macrocytaire, avec

réticulocytes augmentés.
Le spot-test de Beutler : permet le dépistage.

L’auto hémolyse des GR aprés 48 heures a 37°C: elle est augmentée, non

corrigée par le glucose mais corrigée par I’ATP ;

Le dosage de I’activité enzymatique de PK en UV a 340 nm avec la L-lactate-

déshydrogénase (L-LDH).
C. Les autres déficits enzymatiques :
1. Déficits de la voie d’Embden-Meyerhof :

Il existe 7 déficits identifiés touchant la glucose-6-phosphate-isomérase, I’hexokinase,
la phosphofructokinase, le triose phosphate isomérase, 1’aldolase, la diphosphoglycérate

mutase, la phosphoglycérate kinase. Ils sont a transmission autosomique récessive.

Le tableau hématologique est une hémolyse modérée ou proche de celui du déficit en
PK, parfois associée a des expressions non hématologiques, au niveau du systéme nerveux

central ou musculaire [174].
2. Déficits du métabolisme des nucléotides :

Mis en évidence au cours des années 1970, le déficit en pyrimidine 5'-nucléotidase a été

clairement définien 1974 [175].
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Biologiquement, de nombreuses ponctuations basophiles intra-érythrocytaires sont

observées sur le frottis sanguin.
Ces déficits peuvent s’associer a I'hnémoglobinose E [176].

L'utilisation d'amorces spécifiques a permis d'isoler par PCR les séquences P5'N-1

situées sur le chromosome 7 chez les sujets malades [176].

III. L’'hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) :

L'HPN, ou maladie de Marchiafava et Micheli, est une maladie acquise des cellules
souches hématopoiétiques de nature clonale, atteignant les trois lignées, leucocytaire,
érythrocytaire et plaquettaire et s’exprimant sur le plan phénotypiques particulierement dans
la lignée érythrocytaire. Cette pathologie est due a des anomalies de la syntheése des protéines
membranaires responsable de I’ancrage glycophospholipidique dans les cellules sanguines en

particulier les protéines régulatrice du complément.

Elle est caractérisée par la sensibilité particuliere des érythrocytes a I’action lytique du

complément et par acces d’hémolyse intra-vasculaire [177].

1. Physiopathologie :

» Sensibilité anormale des cellules a I'action du complément :

Dés les premicres descriptions, au début du siecle, la sensibilité anormale des GR a
l'action lytique du complément a été considérée comme la caractéristique principale de la
maladie[178]. Elle est encore de nos jours a la base des tests diagnostiques d’Ham et du test
au sucrose. Cette sensibilité anormale des GR a l'action du complément a trés vite fait évoqué
un déficit membranaire impliquant un systeme de régulation de la cascade d'activation du

complément.
» Défaut de molécules régulatrices de I'action du complément :

Les deux voies d'activation du complément (classique et alterne) (Figure 47) se
rejoignent en une voie effectrice commune conduisant a la formation d'un complexe

multimoléculaire appelé complexe lytique ou complexe d'attaque membranaire.
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L'étape centrale d'activation est la formation de fragments activés de la fraction C3

(C3Db) par les C3 convertases des deux voies d'activation.

Au début des années 1980, plusieurs équipes ont démontré que deux protéines, dont le
role est d'inhiber l'action du complément, n'étaient pas exprimées a la surface des GR de
patients atteints d’HPN. Ces deux molécules sont le DAF (decay accelerating factor) ou
CDS55, qui agit au niveau des C3 convertases, et le MIRL (membrane inhibitor of reactive
lysis) ou CDS59, qui agit en inhibant la formation du complexe d'attaque

membranaire[179,180].
» Défaut du systéme d'ancrage des molécules régulatrices du complément :

A la suite de ces travaux montrant le défaut d'expression du CD55 et du CD59, d'autres

déficits moléculaires ont été identifiés sur les cellules de patients atteints d’HPN [179,181].

Voie classigue
Complexe antigéne-anticorps

Voie des lectines Anaphylatoxine puissante
Structures glucidiques Chimiotactisme
Activation cellulaire
C1 activé Inflammation
C5a

C4+C2 —b‘l’

MBL activé Xl»ca convertase C5 convertase

C4ab2b C4b2h3b
Anaphylatoxine faible C3a Complexe d'attaque
membranaire
5b

‘t Csb
€3 —» C3b ;
: y
| ce | c7 | cs ‘ co Lyse
Opsonisation \ ! L L :etl!marlre
; ; |
Saginon Cag C3b ——>( C3bBb —Y—»C3bBb3L ) . ey
complexes immuns 1 il cellulaire
C3 convertase CS5 convertase  ° 055/9. |
Voie alterne cDs5 \\\
Membranes cellulaires [ FacteurB+D Y | 5,

C3H,0

Figure 47 : Cascade d’activation du complément et role de

CD55 et de CD59 [182].
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» Aspects biochimiques et moléculaires :

o Structure du systéme d'ancrage GPI (glycosyl-phosphatidylinositol):

Au cours de I'HPN, I'absence d'expression a la surface des cellules sanguines de

certaines protéines n'est pas liée a un défaut de synthese mais a I'absence de systéme d'ancrage
GPL

Cette ancre confeére a la protéine des caractéristiques biochimiques (clivage par des
phospholipases spécifiques) et des propriétés physiologiques particuliéres (grande mobilité

latérale).

Le systeme GPI n'est pas une structure transmembranaire (Figure 48) c’est un
phosphatidylinositol (PI) dont les acides gras pénétrent dans le feuillet lipidique externe de la
membrane. La partie inositol est liée a une molécule de glucosamine (GIcN), puis a trois
molécules de mannose dont la troisiéme porte un éthanolamine phosphate. Le groupement
amine primaire de I'éthanolamine est engagé dans une liaison peptidique avec la partie C-

terminale de la protéine ancrée [183].
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Figure 48: Structure du systéme d’ancrage des protéines

glycosyl-phosphatidylinositol (GPI) [182].

o Biosynthése de I'ancre GPI :

Grace a la technique de fusion cellulaire et d'hybridation somatique, neuf classes de
complémentation ont été identifiées et caractérisées (notées de A a I) correspondant a neuf
genes putatifs qui interviendraient dans la synthése de l'ancre GPI[184], Trois classes de
complémentation (A, C, et H) ont pour résultat l'incapacité a synthétiser le premier métabolite
N-acétyl-glucosaminyl-phosphatidylinositol ( NacGlc-PI).Cette étape nécessite donc le

produit d'au moins trois génes [183-185].

En effet, I'HPN est caractérisée par la coexistence, chez la majorité des patients, de
cellules normales et de cellules mutées (« le clone » HPN) [186,187]. L'importance relative du
« clone » HPN et de I'hématopoiese normale est variable d'un patient a l'autre et méme chez le

patient lui-méme durant I'évolution de sa maladie [186- 188].
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2. Circonstances de découverte :

La forme la plus courante, de la maladie est celle d'une anémie hémolytique acquise
d'origine corpusculaire, apparaissant chez un adulte jeune, accompagnée d'urines foncées

« coca-cola » le matin et parfois d'un icteére modéré.

En pratique, 'HPN est diagnostiquée dans deux circonstances : celle d'une maladie
hémolytique et thrombosante classique que I'on peut appeler 'HPN « primitive» ou de «novo»
ou celle de la découverte d'un clone HPN chez un patient atteint d'aplasie médullaire traité,
quelques mois ou années auparavant, par immunosuppression. Enfin, plus rarement, le
diagnostic d'HPN a été associé a un certain nombre d'hémopathies malignes my¢loides|[189].
L'incidence actuarielle des thromboses dans la série de la SFH est de 25 % a 5 ans [190]. Les
deux localisations les plus fréquentes de ces thromboses sont les veines sus-hépatiques et le

systéme nerveux central.

Deux autres complications sont fréquemment rencontrées des crises douloureuses

abdominales et des infections récurrentes de la sphére ORL et pulmonaires, en particulier.

Certains facteurs €tiologiques ont pu €tre incriminés, comme I’exposition a des produits
toxiques pour les cellules médullaires: dérivés organiques (benzene, trichloréthyleéne,
hydrocarbures), insecticides utilisés dans D’agriculture, médicaments (chloramphénicol,

noramidopyrine, neuroleptique)...

Cependant dans la plupart des cas la survenue de I’HPN ne peut étre reliée a une cause

[191].

En revanche, le déclanchement d’épisodes hémoglobinuriques au cours de I’évolution
de la maladie peut étre du a une situation de stress(effort physique, intervention chirurgicale),
a une stimulation du systéme immunitaire (injection, vaccination, transfusion), ou a la prise

de médicaments (sulfamides, aspirine, pénicilline) [192].

La variété pancytopénique de ’'HPN, par aplasie ou dysplasie my¢loide peut succéder a
I’action d’un produit chimique : médicament, ou un produit utilisé dans I’industrie ou dans

I’agriculture, comme dans les aplasies médullaires [193].
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3. Diagnostic biologique :

Les méthodes de diagnostic biologique sont de deux types :
- ceux basés sur la sensibilité des érythrocytes a la lyse médiée par le complément,

- et ceux qui mettent en évidence un déficit en protéines GPI ancrées grace a 1’utilisation d’Ac

monoclonaux spécifiques en cytométrie de flux [194].
3.1. Les tests d’hémolyse in vitro :

Les tests classiques tels le test de Ham et Dacie et test au sucrose, sont actuellement
abandonnés et le diagnostic est de nos jours est assuré par la cytométriec en flux. Cette

technique offre de multiples avantages [195].
3.2. Les tests immuno-cytologiques en cytométrie de flux : (Figure 49)

Les molécules liées au GPI peuvent étre étudi€es dans des extraits cellulaires par

méthodes radio-immunologique ou par Elisa.

L'outil actuel le plus performant est I'¢tude immunocytologique par cytométrie en flux [181].
Apres un nombre important de travaux de recherche clinique il est maintenant clair que cette
technique offre de multiples avantages. Elle permet l'analyse rapide des différentes
populations leucocytaires et lymphocytaires a partir du sang total (ou éventuellement apres

séparation cellulaire dans certains protocoles expérimentaux).

Elle permet de distinguer les trois populations cellulaires (HPN de type I, II, ou III) et Les

résultats obtenus peuvent étre exprimés :
- en pourcentage de cellules négatives (importance relative du clone dans la population
étudice) ;
- et/ou en moyenne d'intensit¢ de fluorescence (unités arbitraires en échelle

logarithmique).

Cette derniére maniere d'exprimer les résultats est utile, d'une part pour I'¢tude de certaines
molécules comme le CD16 ou le CD58 dont I'expression physiologique est faible, d'autre part

dans la mise en évidence de populations dites « intermédiaires » ou PNH II (populations
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cellulaires exprimant a leur surface un niveau faible, mais non nul d'une molécule GPI

donnée).

La sensibilité de la cytométrie en flux dans le diagnostic d'un déficit des molécules GPI
permet de détecter des clones minimes. En pratique, pour la majorité des molécules étudices,
un déficit peut étre considéré comme significatif lorsque le pourcentage de cellules négatives

est supérieur a 5 %.

Il est donc vraisemblable que, dans les années a venir, la cytométrie en flux remplacera
le test classique d’Ham et Dacie. Soulignons cependant la nécessité absolue (liée a des
contraintes techniques, et de rares problémes particuliers), d'utiliser au moins deux Ac

reconnaissant deux molécules GPI différentes, et d'é¢tudier deux populations cellulaires

différentes.
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Figure 49 : Cytométrie en flux - analyse de I’intensité de fluorescences [196].
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CONCLUSION
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La démarche diagnostique devant une anémie hémolytique (AH) doit étre a la fois
simple et hiérarchisée afin d’éviter une errance diagnostique potentiellement préjudiciable au
patient et la réalisation d’examens complémentaires inadaptés et coliteux. Dés lors que le
caractere hémolytique de I’anémie est confirmé, un interrogatoire complet couplé a des
examens biologiques simples constitués de I’hémogramme, le frottis sanguin et le test direct a
I’antiglobuline (TDA) nous parait étre 1’étape essentielle pour orienter rapidement vers la
cause de ’AH. Des examens plus spécifiques seront demandés en fonction du contexte
épidémiologique, cliniques et des résultats du bilan initial. Le recours a des tests plus
spécifiques peut s’avérer nécessaire. C’est ’exemple type de pathologie ou la collaboration
biologistes- cliniciens doit étre étroite afin de juger au cas par cas de la pertinence et de la
rentabilité¢ attendue des différents tests et de garantir une bonne interprétation des résultats
notamment chez les patients récemment transfusés. En dehors de cas particuliers comme le
purpura thrombotique thrombocytopénique (PTT), les accidents d’hémolyse post-
transfusionnelle ou a un degré moindre les anémies hémolytiques auto-immune (AHAI), la
démarche diagnostique ne doit toutefois pas retarder ou empécher le recours éventuel a un

support transfusionnel.
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RESUME

Titre : Les hyper-hémolyses
Auteur : WAAL Naima
Mots clés : globules rouges, hémolyse, anémies hémolytiques corpusculaires, anémies

hémolytiques extra-corpusculaires.

L'hémolyse physiologique est le phénomene irréversible par lequel les globules rouges

sont détruits et liberent leur contenu hémoglobinique dans le milieu extérieur.

L’hémolyse pathologique ou hyper-hémolyse est la destruction précoce et exagérée des
globules rouges circulants qui conduit a une anémie hémolytique. Le tableau clinique
comporte la triade de ’hémolyse représenté par la paleur, I’ictere et la splénomégalie. Le
diagnostic biologique repose sur des arguments qui sont soit liés a la destruction du globule
rouge (anémie normochrome normocytaire ou macrocytaire) et a I’hyperdestruction de
I’hémoglobine (chute de [I’haptoglobine, augmentation des LDH, hémoglobinémie,
hémoglobinurie, augmentation de la bilirubine, augmentation du stercobilinogene fécal), soit

liés aux signes de régénération sanguine et médullaire (augmentation des réticulocytes).

L’analyse des ¢léments clinique et du bilan biologique initial permet dans la majorité

des cas d’orienter sinon de préciser la cause de I’anémie hémolytique.

L’anémie hémolytique peut étre congénitale ou acquise. La démarche diagnostique est
basée sur des tests simples comme le frottis sanguin, le test a I’antiglobuline et
I’¢lectrophorése de I’hémoglobine jusqu’aux examens plus spécialisés comme 1’étude

génétique et la biologie moléculaire dans les causes congénitales.

Le but de notre travail est de faire, a travers une revue de la littérature, une approche des
mécanismes physiopathologiques, des moyens de diagnostic biologique et les différentes

¢tiologies des anémies hémolytiques.
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SUMMARY

Title: The hyper-hemolysis
Author: WAAL Naima
Keywords: red blood cells, hemolysis, hemolytic anemia, corpuscular hemolytic anemia extra-

corpuscular.

The physiological hemolysis is irreversible phenomenon by which red cells are

destroyed and release their hemoglobin content in the external environment.

Pathological Hemolysis or hyper-hemolysis is the destruction early and exaggerated
circulating red blood cells which lead to hemolytic anemia. The clinical presentation includes
the triad of hemolysis represented by pallor, jaundice and splenomegaly. Laboratory diagnosis
is based on arguments that are either related to the destruction of red blood cells (anemia
normochromic normocytic or macrocytic) and hyperdestruction hemoglobin (fall haptoglobin,
increase of lactate dehydrogenase, hemoglobin in blood, hemoglobinuria, increased of
bilirubin, increased of fecal stercobilinogene) either related to signs of blood and bone

marrow regeneration (increased reticulocytes).

The analysis of the clinical and initial laboratory tests allows in most cases to guide

otherwise specifies the cause of hemolytic anemia.

Hemolytic anemia can be congenital or acquired. The diagnostic approach is based on
simple tests such as blood smears, the antiglobulin test and hemoglobin electrophoresis to the

more specialized tests such as genetic and molecular biology in the congenital causes.

The aim of our work is to, through a literature review, approach pathophysiological

mechanisms, means of laboratory diagnosis and the various etiologies of hemolytic anemias.
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