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1- ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET

PHARMACIENS
PROFESSEURS :
Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria Gastro-Entérologie
Pr. LACHKAR Hassan Médecine Interne
Pr. YAHYAOUI Mohamed Neurologie

Décembre 1988

Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib Chirurgie Pédiatrique
Pr. DAFIRI Rachida Radiologie




Décembre 1989

Pr. ADNAOUI Mohamed Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Pr. CHAD Bouziane Pathologie Chirurgicale
Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda Neurologie

Janvier et Novembre 1990

Pr. CHKOFF Rachid Pathologie Chirurgicale
Pr. HACHIM Mohammed* Médecine-Interne

Pr. KHARBACH Aicha Gynécologie -Obstétrique
Pr. MANSOURI Fatima Anatomie-Pathologique
Pr. TAZI Saoud Anas Anesthésie Réanimation

Février Avril Juillet et Décembre 1991

Pr. AL HAMANY Zaitounia Anatomie-Pathologique

Pr. AZZOUZI Abderrahim Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO

Pr. BAYAHIA Rabéa Néphrologie

Pr. BELKOUCHI Abdelkader Chirurgie Générale

Pr. BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif Chirurgie Générale

Pr. BENSOUDA Yahia Pharmacie galénique

Pr. BERRAHO Amina Ophtalmologie

Pr. BEZZAD Rachid Gynécologie Obstétrique

Pr. CHABRAOUI Layachi Biochimie et Chimie

Pr. CHERRAH Yahia Pharmacologie

Pr. CHOKAIRI Omar Histologie Embryologie

Pr. KHATTAB Mohamed Pédiatrie

Pr. SOULAYMANTI Rachida Pharmacologie — Dir. du Centre National PV

Pr. TAOUFIK Jamal Chimie thérapeutique V.D a la pharmacie+Dir du
CEDOC

Décembre 1992

Pr. AHALLAT Mohamed Chirurgie Générale V.D Aff. Acad. et Estud

Pr. BENSOUDA Adil Anesthésie Réanimation

Pr. BOUJIDA Mohamed Najib Radiologie

Pr. CHAHED OUAZZANI Laaziza Gastro-Entérologie

Pr. CHRAIBI Chafiq Gynécologie Obstétrique

Pr. DEHAYNI Mohamed* Gynécologie Obstétrique

Pr. EL OUAHABI Abdessamad Neurochirurgie

Pr. FELLAT Rokaya Cardiologie

Pr. GHAFIR Driss* Médecine Interne

Pr. JIDDANE Mohamed Anatomie

Pr. TAGHY Ahmed Chirurgie Générale

Pr. ZOUHDI Mimoun Microbiologie

Mars 1994

Pr. BENJAAFAR Noureddine Radiothérapie

Pr. BEN RAIS Nozha Biophysique

Pr. CAOUI Malika Biophysique

Pr. CHRAIBI Abdelmjid Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la

FMPA



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.

EL AMRANI Sabah

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed

MAHFOUD Mustapha
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI LallaOuafae
JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M'’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*

OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

Gynécologie Obstétrique
Traumato-Orthopédie

Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique

Médecine Interne

Dermatologie

Chirurgie Générale

Anatomie Pathologique

Traumatologie — Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie -Directeur HMI Med V
Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie




Pr. ZBIR EL Mehdi*

Novembre 1997

Pr. ALAMI Mohamed Hassan
Pr. BEN SLIMANE Lounis
Pr. BIROUK Nazha

Pr. ERREIMI Naima

Pr. FELLAT Nadia

Pr. HAIMEUR Charki*

Pr. KADDOURI Noureddine
Pr. KOUTANI Abdellatif

Pr. LAHLOU Mohamed Khalid
Pr. MAHRAOUI CHAFIQ
Pr. TAOUFIQ Jallal

Pr. YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr. AFIFI RAJAA

Pr. BENOMAR ALI

Pr. BOUGTAB Abdesslam
Pr. ER RIHANI Hassan

Pr. BENKIRANE Majid*
Pr. KHATOURI ALT*

Janvier 2000

Pr. ABID Ahmed*

Pr. AIT OUMAR Hassan

Pr. BENJELLOUN DakhamaBadr.Sououd
Pr. BOURKADI Jamal-Eddine

Pr. CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
Pr. ECHARRAB EIl Mahjoub

Pr. EL FTOUH Mustapha

Pr. EL MOSTARCHID Brahim*

Pr. ISMAILI Hassane*

Pr. MAHMOUDI Abdelkrim*

Pr. TACHINANTE Rajae

Pr. TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr. AIDI Saadia

Pr. AJANA Fatima Zohra

Pr. BENAMR Said

Pr. CHERTI Mohammed

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

Pr. EL KHADER Khalid

Pr. EL MAGHRAOUI Abdellah*
Pr. GHARBI Mohamed El Hassan
Pr. MAHASSINI Najat

Cardiologie

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale

Oncologie Médicale

Hématologie - )
Cardiologie Wﬁ*%ﬂw /
M . W\\ M
.. A
Pneumophtisiol /5
Pédiatrie R
Pédiatrie

Pneumo-phtisiologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pneumo-phtisiologie

Neurochirurgie

Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM
Anesthésie-Réanimation

Médecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie Directeur Hop. ChekikhZaied
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique




Pr.
Pr.

MDAGHRI ALAOUI Asmae
ROUIMI Abdelhadi*

Décembre 2000

Pr.

ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELIJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN EI Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma#*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya

Pédiatrie
Neurologie

ORL

Anesthésie-Réanimation
Neurologie

Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie
Pédiatrie
Rhumatologie
Anatomie
Radiologie
Radiologie
Chirurgie Génézale™

Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique

Chirurgie Générale

Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation

Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Médecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina

Chirurgie Générale
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques

Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique



. BICHRA Mohamed Zakariya*

. CHOHO Abdelkrim *

. CHKIRATE Bouchra

. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
. EL HAOURI Mohamed *

. FILALI ADIB Abdelhai

. HAJJI Zakia

. IKEN Ali

. JAAFAR Abdeloihab*

. KRIOUILE Yamina

. LAGHMARI Mina

. MABROUK Hfid*

. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
. OUJILAL Abdelilah

. RACHID Khalid *

. RAISS Mohamed

. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
. RHOU Hakima

.SIAH Samir *

. THIMOU Amal

.ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABDELLAH EI Hassan
AMRANI Mariam
BENBOUZID Mohammed Anas
BENKIRANE Ahmed*
BOUGHALEM Mohamed*
BOULAADAS Malik
BOURAZZA Ahmed*
CHAGAR Belkacem*
CHERRADI Nadia

EL FENNI Jamal*

EL HANCHI ZAKI

EL KHORASSANI Mohamed
EL YOUNASSI Badreddine*
HACHI Hafid

JABOUIRIK Fatima
KHARMAZ Mohamed
MOUGHIL Said

OUBAAZ Abdelbarre*
TARIB Abdelilah*

TIJAMI Fouad

ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBASSI Abdellah

AL KANDRY Sif Eddine*
ALLALI Fadoua
AMAZOUZI Abdellah
AZ1Z Noureddine*
BAHIRI Rachid

Psychiatrie

Chirurgie Générale

Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie

Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthoped e
Pédiatrie gl /i
Ophtalmologie=. w8
Traumatol ¢#re OtthopediGy
Gynécolo icile
Oto-Rhino- }w gologie

Traumatologle Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie

Ophtalmologie

Radiologie

Rhumatologie



Pr. BARKAT Amina

Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOUI Sakina*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NTJAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia

Décembre 2005
Pr. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. AKJOUIJ Said*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*

Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine

Pr. BOULAHYA Abdellatif*
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal

Pr. FELLAT Ibtissam

Pr. FAROUDY Mamoun

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. LAATIRIS Abdelkader*
Pr. LMIMOUNI Badreddine*
Pr. MANSOURI Hamid*

Pr. OUANASS Abderrazzak
Pr. SAFI Soumaya*

Pr. SEKKAT Fatima Zahra
Pr. SOUALHI Mouna

Pr. TELLAL Saida*

Pr. ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007
Pr. ABIDI Khalid

Pédiatrie
Cardiologie
Ophtalmologie
Biophysique
Microbiologie
Cardiologie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasgugjse
Parasitologie W‘*ﬁé “’%

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie
Radiologie
Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique

Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale



Pr. ACHACHI Leila

Pr. ACHOUR Abdessamad*
Pr. AIT HOUSSA Mahdi*
Pr. AMHAIJIJI Larbi*

Pr. AOUFI Sarra

Pr. BAITE Abdelouahed*

Pr. BALOUCH Lhousaine*
Pr. BENZIANE Hamid*

Pr. BOUTIMZINE Nourdine
Pr. CHARKAOUI Naoual*
Pr. EHIRCHIOU Abdelkader*
Pr. ELABSI Mohamed

Pr. EL MOUSSAOUI Rachid
Pr. EL OMARI Fatima

Pr. GHARIB Noureddine

Pr. HADADI Khalid*

Pr. ICHOU Mohamed*

Pr. ISMAILI Nadia

Pr. KEBDANI Tayeb

Pr. LALAOUI SALIM Jaafar*
Pr. LOUZI Lhoussain*

Pr. MADANI Naoufel

Pr. MAHI Mohamed*

Pr. MARC Karima

Pr. MASRAR Azlarab

Pr. MRABET Mustapha*

Pr. MRANI Saad*

Pr. OUZZIF Ezzohra*

Pr. RABHI Monsef*

Pr. RADOUANE Bouchaib*
Pr. SEFFAR Myriame

Pr. SEKHSOKH Yessine*

Pr. SIFAT Hassan*

Pr. TABERKANET Mustafa*
Pr. TACHFOUTI Samira

Pr. TAJDINE Mohammed Tariq*
Pr. TANANE Mansour*

Pr. TLIGUI Houssain

Pr. TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN

Pneumo phtisiologie
Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie

Parasitologie
Anesthésie réanimation Dirgete

Biochimie-chimie = # .ﬁ\q»’"
Pharmacie clinique ‘j S
Ophtalmologie R
Pharmacie galénique
Chirurgie générale

Chirurgie générale
Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie

Radiothérapie

Anesthésie réanimation
Microbiologie

Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologique

Meédecine préventive santé publique et hygiéne

Virologie
Biochimie-chimie
Meédecine interne
Radiologie

Microbiologie
Microbiologie
Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie



Décembre 2008

Pr
Pr

ZOUBIR Mohamed*
TAHIRI My EI Hassan*

ars 2009

M

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUZAHIR Ali*
AGDR Aomar*

AIT ALI Abdelmounaim*
AIT BENHADDOU EIl hachmia
AKHADDAR Ali*
ALLALI Nazik

AMINE Bouchra

ARKHA Yassir
BELYAMANI Lahcen*
BJIJOU Younes
BOUHSAIN Sanae*
BOUI Mohammed*
BOUNAIM Ahmed*
BOUSSOUGA Mostapha*
CHAKOUR Mohammed *
CHTATA Hassan Toufik*
DOGHMI Kamal*

EL MALKI Hadj Omar
EL OUENNASS Mostapha*
ENNIBI Khalid*

FATHI Khalid
HASSIKOU Hasna *
KABBAJ Nawal

KABIRI Meryem
KARBOUBI Lamya
L’KASSIMIHachemi*
LAMSAOURI Jamal*
MARMADE Lahcen
MESKINTI Toufik
MESSAOQOUDI Nezha *
MSSROURI Rahal
NASSAR Ittimade
OUKERRAJ Latifa
RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :

Octobre 2010

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. ALILOU Mustapha

. AMEZIANE Taoufig*

. BELAGUID Abdelaziz
. BOUAITY Brahim*

. CHADLI Mariama*

. CHEMSI Mohamed*
. DAMI Abdellah*

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale

M¢édecine interne

z 1 i E'w
Pechatrq o Wﬁ&tﬁgﬂw &
Chirurgie Générale T M
Neurologie foe®
Neuro-chirurgie '

Radiologie T
Rhumatologie

Neuro-chirurgie

Anesthésie Réanimation
Anatomie

Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique
Hématologie biologique
Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique
Chirurgie Générale
Microbiologie

Médecine interne
Gynécologie obstétrique
Rhumatologie
Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail
Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie



Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

DARBI Abdellatif*
DENDANE Mohammed Anouar
EL HAFIDI Naima

EL KHARRAS Abdennasser*
EL MAZOUZ Samir

EL SAYEGH Hachem
ERRABIH Ikram

LAMALMI Najat

MOSADIK Ahlam
MOUJAHID Mountassir*
NAZIH Mouna*

ZOUAIDIA Fouad

Mai 2012

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMRANI Abdelouahed
ABOUELALAA Khalil*
BELAIZI Mohamed*
BENCHEBBA Driss*
DRISSI Mohamed*

EL ALAOUI MHAMDI Mouna
EL KHATTABI Abdessadek*
EL OUAZZANI Hanane*
ER-RAIJI Mounir

JAHID Ahmed

MEHSSANI Jamal*
RAISSOUNI Maha*

Février 2013

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

Pr

AHID Samir

AIT EL CADI Mina
AMRANI HANCHI Laila
AMOUR Mourad

AWAB Almahdi
BELAYACHI Jihane
BELKHADIR Zakaria Houssain
BENCHEKROUN Laila
BENKIRANE Souad
BENNANA Ahmed*
BENSGHIR Mustapha*
BENYAHIA Mohammed*
BOUATIA Mustapha
BOUABID Ahmed Salim*
BOUTARBOUCH Mahjouba
CHAIB Ali*
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INTRODUCTION




L'hémoglobinurie  paroxystique nocturne (HPN) ou maladie de
marchiafava-micheli est une maladie rare et clonale de cellules souches
hématopoiétiques affectant toutes les lignées de cellules sanguines, avec une
incidence estimée de 1,3 cas par million d'habitants par an. La maladie est
causée par une mutation somatique acquise dans le gene PIGA
(phosphatidylinositolglycan de classe A) codant pour une enzyme essentielle a
la biosynthese d'ancre glycophosphatidylinositol (GPI). L'absence de production
de cette enzyme fonctionnelle entraine une absence totale ou partielle de
protéines fixées par GPI sur les surfaces cellulaires [1-4].

Le facteur d'accélération de la désintégration des protéines liées au
glycophosphatidylinositol (DAF; CDS55) et I'inhibiteur membranaire de la lyse
réactive (MIRL; CD59) sont responsables de la plupart des manifestations
cliniques associées a I’HPN [5,6].

Cette maladie polymorphe se traduit par des symptOmes inconstants,
notamment des accidents thrombo-emboliques graves, une insuffisance
médullaire, une hémolyse et des signes fonctionnels altérant la qualité de vie des
patients [7-8].

Son diagnostic est difficile car le mode de présentation est varié, et les tests
classiques d’hémolyse (test de Ham-Dacie et test de sucrose) sont souvent
négatifs [9]. Les progres de la cytométrie en flux ont permis a cet outil de
devenir la méthode de référence pour le diagnostic de I’HPN.

Le traitement dépend de la symptomatologie est donc diffeére pour chaque
patient. Le seul traitement curatif est la greffe de moelle osseuse allogénique
mais il est responsable d’une forte mortalité, et par conséquent il n’est proposé

que dans les formes aplasiques. Une nouvelle thérapie ciblée a été récemment



développée dans les formes hémolytiques : 1’éculizumab, révolutionnant le
pronostic et la prise en charge de cette maladie [10-11].

Ce travail va projeter la lumiere sur les dernieres actualités et les données
récentes concernent 1’hémoglobinurie paroxystique nocturne au niveau de sa
physiopathologie, ses méthodes de diagnostic biologique, son traitement actuel

ainsi que les recommandations pour les urgences hospitalieres.



RAPPEL SUR L’HEMOGLOBINURIE
PAROXYSTIQUE NOCTURNE



HISTORIQUE :

A la fin du XIXe siecle, William Gull fut ’'un des premiers a décrire cette pathologie
chez un patient de 29 ans présentant une asthénie, des douleurs abdominales et une
hémoglobinurie paroxystique nocturne sévere, exacerbées par 1’alcool et I’exercice physique.
Puis Paul Striibing publia une description clinique d’un patient présentant une hémoglobinurie
intermittente accompagnée d’une hémolyse intravasculaire [12].

Marchiafava et Nazani en 1911 puis Micheli en 1931 établirent le tableau clinique
complet de cette pathologie.

Au début du XXe siecle, Van der Berg démontra que les hématies des patients malades
lysent en présence de sérum acidifié, suspectant ainsi 1’action du complément.

En 1937, Ham développa sont test diagnostique in vitro.

Dans les années 1960, des études biochimiques décrivirent un déficit en
DecayAccelerating Factor DAF ou CDS55 chez les patients HPN. En 1963, Dacie émit
I’hypothése d’un clone acquis par mutation somatique d’une cellule souche.

Dans les années 1990, la cytométrie en flux se développa considérablement et permit de
mettre en évidence 1’absence de certaines protéines a la surface de cellules hématopoiétiques.

En 1993, kinoshita et ses collegues prouverent qu’il s’agissait d’une mutation du gene
PIG-A en montrant que la transfection de I’ADN complémentaire de PIG-A restaurait le
déficit GPI de lignées lymphoblastoides issues de patients HPN [13,14].

En 1996, Luzzatto et Rotoli montrerent que le clone HPN possédait un avantage de
croissance intrinseque.

Puis 2007, Approbation par la FDA et la commission européenne de 1’éculizumab[15].

EPIDEMIOLOGIE :

L'HPN est une maladie rare qui touche environ 8.000 a 10.000 personnes en Amérique
du Nord et en Europe [16]. Elle frappe souvent les gens dans la fleur de 1'age, avec un age
moyen d'apparition dans le début des années 30.

La prévalence minimale estimée entre 1 et 1,5 cas par million [17]. Elle a une
épidémiologie générale, tout comme 1'anémie aplasique, les deux sont plus fréquentes chez les

adultes jeunes avec une augmentation plus tard dans la septiecme décennie. L’HPN se



développe sans avertissement et peut survenir chez les hommes et les femmes de toutes les
races, origines et ages. L’HPN est souvent méconnue, avec des retards dans le diagnostic
souvent allant d’une année a plus d’une décennie.

La survenue d'une thrombose est nettement inférieure chez les populations des pays d'Asie
orientale (5-10% vs 30-40% dans les populations européennes et la descendance européenne)

[16]. La médiane de survie estimée pour les patients atteints d'HPN est de 10 a 15 ans [16].

PHYSIOPATHOLOGIE :
3.1 Ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI)

Les protéines exprimées physiologiquement a la membrane des cellules sanguines sont
normalement synthétisées dans I’HPN, elles ne sont pas présentes sur les cellules de patients
atteints d’HPN en raison du défaut de synthése de leur systetme d’ancrage GPI. Cette ancre
confere a la protéine non seulement des propriétés mécaniques d’attache mais aussi des
caractéristiques biochimiques (clivage par des phospholipases spécifiques) et des propriétés
physiologiques particuliéres (grande mobilité latérale) [18].

GPI est synthétisé dans le réticulum endoplasmique et est transféré en bloc a 'extrémité
carboxy terminale d'une protéine qui a un peptide signal d'attachement GPI. Le GPI-AP
mature est ensuite transporté vers la membrane plasmique et se trouve dans des
microdomaines de 50 a 350 nm connus sous le nom de radeaux lipidiques. La biosynthése de

I’ancre GPI implique au moins 10 réactions et plus de 20 genes différents [19] (figurel).



plasma membrane

endoplasmic reticulum

Figure 1 : biosynthése des protéines a ancrage GPI

dans le réticulumendoplasmique [20]

La structure de noyau commun de GPI consiste en une molécule de
phosphatidylinositol, et un noyau de glycane qui contient la glucosamine, trois mannoses et
un phosphate d'éthanolamine (figure 2). Etant donné les nombreux produits génétiques
impliqués dans I'assemblage de l'ancre GPI, il semblait improbable que I'HPN soit la
conséquence d'une seule mutation génétique. Cependant, apres une recherche intense de cette
voie, il est apparu que chez tous les patients atteints de HPN, le défaut pouvait étre attribué a
des mutations dans le gene PIGA [21,22]. Plus tard, il a ¢été déterminé que le
geéne PIGA réside sur le chromosome X et que son produit fait partie d'un complexe qui
transfere la N-acétylglucosamine au phosphatidylinositol pour former la GIcNAc-PI, premicre
étape de la biosyntheése de l'ancre GPI [23]. Ainsi, un seul «coup» génerera un phénotype
HPN puisque les méles n'ont qu'un chromosome X et chez les femelles un chromosome X est
inactivé par lyonisation. Il est concevable qu'une mutation dans I'un des génes de cette voie
causerait la maladie; Cependant d'autres geénes impliqués dans la biosynthése d'ancre GPI
sontsitués sur des autosomes. Des mutations inactivantes dans ces geénes devraient se produire

sur les deux alleles pour produire le phénotype HPN.
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Figure 2 : structure de 1’ancre glycosylphosphatidylinositol [20]

3.2 Mutation de géne PIG-A

L’hémoglobinurie paroxystique nocturne est causée par une mutation somatique acquise
du geéne PIG-A (PhosphatidyllnositolGlycane de classe A, porté par le chromosome X,
Xp22.1 (figure3)) dans une ou plusieurs cellules souches hématopoiétiques [2]. Ce gene est
responsable de la production d’une enzyme intervenant dans la synthése du

glycosylphosphatidylinositol (GPI).
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Figure 3 : localisation de la mutation de geéne PIGA sur le chromosome X [24].

Le géne PIG-A comporte 6 exons, il se situe sur le bras court du chromosome X,
mesure 17 Kb et sa protéine pese 60kDa [25]. Point important, les mutations décelées a ce
jour se situent sur ’ensemble du gene, et il est illusoire de croire au développement d’un

diagnostic moléculaire en pratique clinique, pour I"HPN [26].
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Les mutations sont réparties sur la région codante entiere sans regroupement évident. La
plupart des mutations entrainent un décalage du cadre de lecture et ainsi conduisent a une
protéine sans activité enzymatique, ce qui explique le déficit complet en molécules GPI-
ancrées (cellules de type III). Les cellules HPN de type II [1] découlent de mutations
ponctuelles dans le géne codant ainsi pour une protéine avec une fonction résiduelle, ce qui
explique leur faible niveau d’expression.

Tres récemment ont été décrites des altérations moléculaires d’autres génes PIG : PIG-
M, responsable d’une encéphalopathie néonatale mais ne s’accompagnant pas d’une anémie
hémolytique et PIG-T, décrit chez un patient allemand atteint d’HPN. A la différence de PIG-
A, 'HPN liée a des mutations dans le gene PIG-T (qui est un autosome) implique I’existence
d’une mutation germinale sur un des alleéles et I’acquisition d’une mutation somatique des

cellules souches hématopoiétiques [27].

3.3 L’insuffisance médullaire
Une des composantes centrales de la physiopathologie de I’HPN est I’insuffisance de la
moelle osseuse. Elle accompagne 1’apparition de cellules sanguines déficientes en molécules a
ancrage GPI. L’insuffisance médullaire est présente chez tous les patients atteints d’HPN,
méme quand la numération formule sanguine est normale. Le degré d’insuffisance médullaire
varie d’un patient a I’autre, certains présentent un tableau d’aplasie médullaire sévere et
d’autres peuvent ne présenter qu'un nombre réduit de cellules souches comme le seul signe

d’insuffisance médullaire [28,29].

3.4 Role du complément
L'hémolyse intravasculaire chronique qui est la manifestation clinique phare de I’'HPN
est médiée par la voie alterne du complément (APC: Alternative Pathway of Complement)
[30].
L'APC est une composante de 1'immunité innée [31]. Ce systéme ancien a évolué pour
protéger 1'hdte contre l'invasion par les microorganismes pathogeénes. Contrairement a la voie

classique du complément qui fait partie du systetme de l'immunité acquise et nécessite un



anticorps pour l'initiation de 1'activation, I'APC est dans un état d'activation continue, armé a
tout moment pour protéger I'hote. La cascade APC peut étre divisée en 2 composantes
fonctionnelles: 1'amplification C3 et C5 convertases et le complexe d'attaque de la membrane
cytolytique (MAC). Les convertases C3 et C5 sont des complexes enzymatiques qui initient et
amplifient l'activité de I'APC et engendrent finalement le complexe d’attaque membranaire
(MAC) (Ie MAC est la sous-unité cytolytique commune des voies classique et lectine du
complément ainsi que I'APC (Figure 4).

Les érythrocytes humains normaux sont protégés contre la cytolyse médiée par I’APC
principalement par DAF (CD55) [32,6].Et MIRL (CD59) [33,34]. Ces protéines agissent a
différentes étapes dans la cascade du complément. CDS55 régule la formation et la stabilité des
convertases C3 et C5, alors que CD59 bloque la formation du MAC (figure 4). La carence de
CDS55 et de CD59 sur les érythrocytes de I’'HPN est la base physiopathologique de test direct
d'antiglobuline négatif, hémolyse intravasculaire qui est la caractéristique clinique de la

maladie.
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Figure 4 : Cascade d’activation du complément et role du CD55 et du CD59 [26].
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3.5 Role du déficit en oxyde nitrique
Ce déficit en NO qui est une conséquence de I’hémolyse est responsable de la plupart
des signes cliniques. il entraine, d’une part, une contraction des muscles lisses et des
dystonies, responsables des douleurs abdominales, de la dysphagie, de la dysfonction érectile

et, d’autre part, une activation et une agrégation plaquettaire a I’origine des thromboses [35].

3.6 Hémoglobinurie paroxystique nocturne, maladie clonale non

maligne

L’HPN est caractérisée par la coexistence, chez la majorité des patients, de cellules
normales et de cellules mutées (le « clone » HPN). L’importance relative du clone HPN et de
I’hématopoicse normale est variable d’un patient a I’autre et peut évoluer au cours du temps.
Ces éléments sont en faveur du modele proposé par Rotoli et Luzzatto, selon lequel la
population médullaire GPI négative (issue d’une ou de plusieurs cellules souches) posseéde un
avantage de croissance (ou de survie) face a un mécanisme d’agression responsable d’une
aplasie médullaire [25,36]. Des travaux anciens avaient montré 1’hétérogénéité des
précurseurs myéloides vis-a-vis de 1’action lytique du complément et que cette hétérogénéité
était bien liée a la coexistence de populations GPI-positive (normale) et négative (mutée). La
population des cellules souches médullaires (CD34+) exprime les molécules GPI suivantes :
CD55, CD59 et Thy-1 (Cdw90). Chez un nombre limité de patients présentant une HPN, il a
été démontré qu’il existe dans la moelle osseuse et dans le sang périphérique des populations
CD34+/CD59+ et CD34+/CD59-. Par ailleurs, il a ét€ montré que la mutation de PIG-A était
nécessaire mais non suffisante pour entrainer une HPN, puisqu’elle est présente chez certains
sujets sains [37-39]. Méme dans les modéeles murins d’invalidation (knock out) conditionnelle
du geéne ou la maladie hémolytique peut étre reproduite, il n’existe aucun avantage de
prolifération des cellules PIG-A mutées [40—43].

L’aveénement des techniques de séquencage a haut débit a récemment complexifié la
problématique de la maladie clonale dans I’"HPN. En effet, dans ’HPN (comme dans 1’aplasie
médullaire) ont été récemment décrites [44,45] des mutations somatiques dans des genes

impliqués dans les syndromes myélodysplasiques (SMD) et les leucémies aigu€s (BCOR,
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TET2, ASXL1, DMT3A, pour ne citer que les plus fréquents). Ces mémes genes ont été aussi
trouvés fréquemment mutés chez des patients présentant des cytopénies d’origine
indéterminée, avec ou sans signes de dysmyélopoiese [46]. Enfin, on retrouve ces mutations
chez des sujets indemnes de toute maladie hématologique et leur fréquence augmente avec
I’age [47,48]. Certains ont donc été tentés d’assimiler ’'HPN avec les SMD. Selon les auteurs,
il n’existe aucun argument scientifique pour corroborer cette hypothése. L’HPN est une
maladie non maligne, dont 1’évolution vers un SMD ou une leucémie demeure exceptionnelle,
et il n’existe pas d’argument scientifique démontrant que ces mutations sont a 1’origine de

I’avantage de prolifération des cellules HPN.

4. MANIFESTATIONS CLINIQUES
Le tableau clinique est polymorphe [49- 51].

Tableau I: Les symptomes cliniques de diagnostic [52].

Symptomes Fréquence (pour-cent)
Anémie 35
Hémoglobinurie 26
Hémorragies 18
anémie aplasique 13
Symptomes gastro-intestinaux 10
Anémie hémolytique et jaunisse 9
anémie par carence en fer 6
maladie thromboembolique 6
Infections 5
symptomes neurologiques 4
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4.1 Hémolyse intravasculaire chronique

L’hémolyse est la conséquence de 1’absence de molécules GPI, en particulier du CD55
et du CDS59, qui se traduit par une sensibilité anormale des érythrocytes au complément in
vitro. Le mécanisme des crises hémolytiques est cependant moins bien connu. Il semble qu’a
I’occasion d’une infection ou d’un stress, les globules rouges des patients réexpriment a leur
surface des antigénes cryptiques (du systéme Th). Les antigénes Th sont alors reconnus par le
systéme immunitaire, celui-ci active le complément qui n’est plus régulé par CD55 et CD59,
aboutissant en une crise hémolytique [53].

L’hémolyse intravasculaire chronique se manifeste cliniquement par anémie
hémolytique acquise d’origine corpusculaire, apparaissant chez un adulte jeune, accompagnée
d’urines foncées le matin (hémoglobinurie) (fig.5) et parfois d’un ictére modéré [11].
L’anémie est accompagnée de signes de régénération modérée (réticulocytose) et souvent
d’une leucopénie et/ou d’une thrombopénie généralement non séveres [54].

Morphologiquement, les globules rouges semblent normaux, bien que certains cas
présentent une poikilocytose 1égeére a modérée et une anisocytose. Les taux d'haptoglobine
sont généralement faibles, et Le taux de lactate déshydrogénase (LDH) est fréquemment
élevé.

De multiples facteurs influencent le degré d'hémolyse dans I’'HPN, y compris la taille et
le type du clone de la HPN et le degré d'activation du complément. En général, le pourcentage
d'érythrocytes HPN est en corrélation avec le degré d'hémolyse.

En pratique courante, I’HPN est diagnostiquée dans deux circonstances: celle d’une maladie
hémolytique et thrombosante dite forme classique que 1’on peut appeler ’HPN «primitive» ou
«de novo» ou celle de la découverte d’un clone HPN chez un patient atteint d’aplasie
médullaire traitée quelques mois, ou années, auparavant par immunosuppression. Cette
présentation est plus volontiers appelée syndrome aplasie-HPN ou forme aplasique. Enfin,
plus rarement, le diagnostic d’HPN a été associé a un certain nombre d’hémopathies malignes

myéloides.
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Figure 5 : Echelle de couleurs des urines chez les patients ayant une HPN [15].

4.2 Dystonie des muscles lisses et l'oxyde nitrique

L’hémolyse est responsable d’une libération massive d’hémoglobine libre dans le
plasma, saturant rapidement les mécanismes d’élimination de I’hémoglobine. L’hémoglobine
se lie et consomme rapidement 1’haptoglobine, la rendant indétectable au dosage.
L’hémoglobine en exces lie de fagon irréversible 1’oxyde nitrique (NO) .D’autre part,
I’hémolyse libeére dans le plasma de I’arginase érythrocytaire diminuant ainsi la l-arginine,
substrat nécessaire a la production de NO. La consommation et la diminution de production
sont responsables d’un déficit en NO. Le déficit en NO entraine une diminution de la
concentration intracellulaire du Guanosinemonophosphate cyclique(GMPc) qui a un rdle dans
I’élimination du calcium intracellulaire au niveau des muscles lisses. La surcharge calcique
intracellulaire des muscles lisses serait alors responsable d’une dystonie musculaire se
manifestant par une dysphagie, des douleurs abdominales et une dysfonction érectile. Le
déficit en NO est a I’origine d’une vasoconstriction pouvant favoriser les complications

thrombotiques [55].
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4.3 Atteinte rénale

Les patients atteints d’HPN peuvent présenter des manifestations rénales semblables a
celles observées avec 1'anémie falciforme. La fonction tubulaire perturbée et la diminution de
la clairance de la créatinine se retrouvent chez un pourcentage élevé de patients.
Radiologiquement, les patients peuvent présenter de gros reins, infarctus corticaux,
amincissement cortical et nécrose papillaire. Les patients atteints de HPN présentent un dépot
marqué d'hémosidérine dans les tubules proximaux; Cependant, la thrombose microvasculaire
peut étre responsable de bon nombre des anomalies rénales dans I’HPN [56]. L'insuffisance
rénale aigué apres une hémolyse massive se produit rarement et se résout habituellement en

quelques jours ou semaines.

4.4 Thrombose

La physiopathologie des thromboses dans ’HPN est pour I’instant mal connue mais
plusieurs hypotheéses [57], non mutuellement exclusives, ont été proposées (Figure 6).
L’accumulation de 1’hémoglobine libre pourrait jouer un rdle en activant les cellules
endothéliales et les plaquettes, et possiblement en inhibant I’ADAMTS13 (adisintegrin and
metalloproteasewiththrombospondintype I repeats-13), enzyme responsable de la clairance
des grands multimeres du facteur vonWillebrand. Le déficit en NO entrainerait une activation
des cellules endothéliales, une vasoconstriction, une inflammation et la génération de
thrombine. Le déficit en protéines GPI-dépendantes (surtout le CD59) a la membrane
cellulaire des plaquettes, des monocytes et des cellules endothéliales serait responsable d’une
activation directe par le complément, entrainant 1’exposition membranaire du facteur tissulaire
et donc la génération de thrombine. Le complément induit aussi la formation a partir des
plaquettes de microvésicules circulantes, riches en phospholipides, trés procoagulantes in
vitro (leur concentration est forte dans le plasma des patients avec HPN).

Enfin, une diminution de [I’expression du récepteur de [I'urokinase type
plasminogenactivator(uPA), molécule GPI-dépendante, a étéobservée chez les patients

atteints d’HPN, a la surface des monocytes,des plaquettes et des cellules endothéliales [58].
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Hémoglobine libre ——— Déficit en NO Complément

Activation plaquettaire
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Génération de thrombine

Figure 6: Principales hypothéses expliquant la survenue de thromboses en cas d’HPN [26].

La thrombose est la premicre cause de mortalité de la maladie et sa survenue représente
le facteur pronostic le plus défavorable. Vingt-neuf a 44 % des patients atteints d’HPN feront
un épisode thrombotique au cours de 1’évolution de leur maladie [57], et celui-ci est inaugural
chez un malade sur 10 [26]. Bien que le risque semble corrélé avec la taille du clone,
I’incidence des thromboses reste élevée chez les sujets ayant des clones HNP représentant
moins de 10 % des polynucléaires neutrophiles [57]. Ces complications surviennent dans des
sites inhabituels et ont tendance a récidiver au méme endroit. Par ordre de fréquence, les
veines sus-hépatiques, intracérébrales et intra-abdominales sont les plus touchées. Les autres
sites inhabituels décrits sont I’épiderme, le derme, le rein, 1I’épididyme et le corps caverneux.
Dans leurs localisations sus-hépatiques, les thromboses sont a I’origine d’un syndrome de
Budd-Chiari, souvent récidivant et évoluant vers la cirrhose. Les thromboses des veines et
sinus intracérébraux peuvent donner des tableaux insidieux (céphalées trainantes), ou tres
aigus (syndrome méningé). Les thromboses intra-abdominales (veine porte, veines spléniques
et veine cave inférieure) se compliquent souvent d’hypersplénisme, plus rarement de rupture

de la rate, d’ulcérations muqueuses et de douleurs abdominales [57, 49, 26]. Quant aux
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thromboses artérielles, elles sont observées chez 1-10 % des patients, a des sites habituels,

notamment dans les artéres coronaires et cérébrales [59].

4.5 Aplasie médullaire

Le terme « aplasie » désigne un défaut ou une quasi-absence de production de la moelle
osseuse en globules rouges (transport de I’oxygene), en globules blancs (défenses
immunitaires) et plaquettes (coagulation). L’aplasie médullaire est une insuffisance
médullaire quantitative par arrét de production des cellules souches hématopoiétiques (CSH)
responsable d’une défaillance globale de 1’hématopoicseet d’une pancytopénie d’origine
centrale (le taux de réticulocytes< 120 Giga/l) avec atteinte des 3 lignées myéloides (lignées
érythrocytaires, granulocytaires et plaquettaires) [60].

L'anémie aplasique provoque donc trois catégories de symptomes. D'abord, ceux qui
sont communs aux différents types d'anémie : soit les signes d'une carence en globules rouges
et donc d'un transport déficient de 1'oxygene.

Ensuite, les symptomes associés au manque de globules blancs (vulnérabilité aux
infections), et enfin, au manque de plaquettes sanguines (troubles de coagulation). On peut
ainsi ajouter un autre probléme qui affecte environ 50 a 60% de tous les patients atteints
d'anémie aplasique qui est I’hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) [61].

Dans la publication récente du registre international des patients ayant un clone HNP,
48 % d’entre eux présentaient une forme d’insuffisance médullaire : aplasie, anémie
hypoplasique ou myélodysplasie[62]. Il semblerait que, méme en 1’absence de cytopénies, les
cultures de cellules médullaires montrent une diminution de la croissance des
progéniteurs[63]. Deux tiers des patients présenteront une neutropénie et/ou une
thrombopénie au cours de I’évolution de leur maladie [49]. 1l existe également une association
fréquente entre I’HNP et I’aplasie de moelle et I’on met trés souvent en évidence de petits
clones HNP chez des patients ayant une aplasie — plus de 50 % des patients — surtout apres
traitement par immunosuppresseurs [64]. Moins souvent, de petits clones HNP sont retrouvés
dans les syndromes myélodysplasiques, notamment dans I’anémie réfractaire. Enfin, sur 100
patients ayant une HPN et suivis sur 10 ans, 3,8 % développeront un syndrome

myélodysplasique et/ou une leucémie aigué [49].
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L’aplasie médullaire est considérée actuellement comme une maladie autoimmune.
L’hypothese est que I’antigéne impliqué dans le développement de I’aplasie médullaire est un
antigene GPI ancré ; les cellules du clone HPN n’ayant pas cet antigéne ancré auraient ainsi
un avantage de survie les mettant a I’abri de I’agression auto-immune et favorisant leur

expansion [65].

S. CLASSIFICATION

L’international PNH Interest Group a proposé une classification qui tient compte du

tableau clinique et des variations biologiques [66].

HPN Classique : Les patients présentent les manifestations cliniques de 1’hémolyse intra
vasculaire, mais aucun autre symptdme correspondant a une anomalie pathologique
médullaire. La moelle est riche avec une hyperplasie érythroide et une morphologie normale a

sub-normale, sans aucune anomalie caryotypique récurrente.

HPN associée a une autre pathologie médullaire : Les patients présentent les manifestations
cliniques de I'hémolyse intravasculaire, mais aussi de fagcon concomitante, ou dans leur
historique, une pathologie liée a un désordre médullaire. L’analyse de la moelle osseuse et la
cytogénétique sont utilisées pour déterminer si I'HPN est associée a un syndrome
myélodysplasique, une anémie arégénérative, ou tout autre myélopathie. Une anomalie

génétique spécifique d'une pathologie médullaire peut permettre d'orienter le diagnostic.

HPN Subclinique : Les patients ne présentent aucun symptome clinique ou biologique
d'hémolyse. Dans certains cas, une petite proportion inferieure a 0,5 % de cellules HPN
peuvent étre détectées en utilisant une cryométrie de haute précision, principalement dans les
anémies arégénératives et les syndromes myélodysplasiques. Dans ces cas précis, 1‘existence
de ce petit clone serait un marqueur de 1'origine auto-immune de la maladie et de sa bonne

réponse aux traitements [67].
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6. FACTEURS PRONOSTICS ET HISTOIRE NATURELLE DE LA
MALADIE

La durée médiane de survie avant I’avénement de 1I’éculizumab était de 22 ans [49, 51].
Outre les douleurs abdominales et les complications infectieuses (infections récurrentes de la
sphére oto-rhino-laryngologique, pulmonaires en particulier), I’histoire naturelle de I’HPN
peut étre marquée par des complications beaucoup plus séveres : les épisodes de thromboses
représentaient la premiere cause de déces, avant les complications infectieuses et la survenue
d’hémopathies myéloides.

Les facteurs influencant la survie des patients sont 1’age (plus de 40 ans au diagnostic),
I’anémie et la neutropénie au diagnostic, le délai avant mise en route d’un traitement (reflet de
I’absence de gravité de certains cas), et la survenue de complications : aplasie médullaire,
hémopathies malignes et, surtout, les complications thrombotiques.

La forme classique était grevée d’un moins bon pronostic (médiane de survie de 18 ans
alors que cette derniere n’était pas atteinte pour la forme aplasique). Les patients atteints
d’HPN de forme classique sont plus agés (40 versus 30 ans) et ont plus fréquemment des
douleurs abdominales. La taille du clone est plus élevée (clone HPN > 50 % chez la moitié
des patients). Durant I’évolution, environ 20 % des patients ayant une forme classique
développent une aplasie médullaire, témoignant de 1’étroite relation entre HPN et aplasie
médullaire. Si les thromboses sont une complication connue de la forme classique, il ressort
de I’étude francaise un risque élevé dans la forme aplasique (30 % a dix ans).

Concernant la forme aplasique, on retrouve un role protecteur du traitement
immunosuppresseur, illustrant le bénéfice de ce traitement dans la prise en charge des aplasies
médullaires au sens large.

Ces éléments de pronostic doivent désormais étre réévalués a I’ere de I’éculizumab.
Dans une étude francgaise, les données de 123 patients traités par éculizumab depuis 2005 ont
été analysées et leur devenir a été comparé a celui de 191 patients similaires de la cohorte
historique [68]. Le taux de survie a six ans des patients atteints d’une forme hémolytique est
de 92 % (intervalle de confiance [IC] a 95 % : 87-98) dans la cohorte récente contre 80 % (IC
95 % : 70-91) dans la cohorte historique (hazard ratio [HR] : 0,38 ; IC 95 % : 0,15-0,94 ; p =

0,037). Cela est avant tout li€¢ a une incidence moindre de thromboses (4 versus 27 %).
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1. Quand rechercher un clone HPN ?

» Au diagnostic

Le tableau clinique de I’'HPN est polymorphe, il est constitué d’assez nombreux

symptomes peu spécifiques. En raison de la rareté de la maladie, son dépistage ne doit pas

étre réalisé d’emblée devant des symptdmes peu évocateurs, mais devant [52] :

e Une hémoglobinurie (a I’origine du diagnostic dans 26%des cas) :

* Une hémolyse intravasculaire a test de coombs négatif ;

e Une thrombose veineuse a un site inhabituel (surtout si associé a une hémolyse

intravasculaire) ou récurrente (avec bilan de thrombophilie négatif) ;

v
v
v
v

Syndrome de Budd-Chiari (veines sus-hépatiques) ;
Veines mésentériques et portale,
Veines cérébrales,

Veines dermiques ;

* Une thrombose difficile a traiter, voire récidivante par une anticoagulation efficace ;

¢ Une association d’une thrombose veineuse et artérielle ;

* Une aplasie médullaire ;

* Une myélodysplasie (anémie réfractaire) ;

e Une dysphagie ou des douleurs abdominales épisodiques, accompagnées d’une

hémolyse intravasculaire.

A noter qu’il est intéressant de rechercher périodiquement un clone HPN (de facon

annuelle ou en cas d’événement comme une thrombose...) chez les patients ayant une aplasie

médullaire ou une myélodysplasie. En effet le clone peut-€tre présent au diagnostic ou

apparaitre plus tard. Il est important de le rechercher car ¢’est un facteur de bonne réponse au

traitement immunosuppresseur et ces patients doivent étre plus surveillés en raison du risque

de thrombose.

De méme, les patients qui ont présenté une thrombose et/ou une hémolyse et dont le

diagnostic de I’HPN classique est fortement suspecté doivent étre testés plusieurs fois en cas

d’échec du test initial.
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» Pendant le suivi
Il parait raisonnable de surveiller le clone a intervalles réguliers. Si le malade est stable,
un suivi annuel est suffisant mais il doit étre plus fréquent en cas de modifications dans les
parametres biologiques et/ou cliniques.
Les patients AM/HPN doivent étre aussi suivis car ils peuvent évoluer aussi vers une HPN

hémolytique. Ce qui peut se prédire avec une augmentation de la taille du clone.

2. Les tests historiques

Ce sont des méthodes biochimiques dont le principe repose sur la sensibilité accrue des

hématies du clone au complément [69-71].

2.1 Test d’hémolyse en sérum acidifié = Test de Ham-Dacie

Le test de Ham a pour objet de mettre en évidence une sensibilité excessive de la
membrane érythrocytaire a l'action lytique du complément en milieu acide, permet de mesurer
I’hémolyse survenant lors de I’incubation des hématies (fig.7) du patient a 37°C pendant 45
min en présence de plusieurs échantillons de sérum frais acidifié (apport du complément
provenant d'un individu normal ABO compatible [72]) a pH (6,5 a 7). Apres centrifugation,
I’hémolyse est appréciée a 1’eeil nu ou au spectromeétre par la couleur du surnagent. Les
réactions témoins utilisant les mémes échantillons sériques, mais décomplémentés par le
chauffage a 56°C pendant 30 min, et doivent €tre négatives. Le degré d’hémolyse dépend du
taux des globules rouges anormal dans I’échantillon. Il varie donc d’un malade a 1’autre et

dans le temps chez le méme malade [72].
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Figure 7 : Test de Ham-Dacie [73].

Ce test est positif quand I'hémolyse est supérieure ou égale a 10%, mais n'a
de valeur qu'accompagné de contrdle rigoureux, Il manque de sensibilité : il peut
étre positif dans la dysérythropoi¢se congénitale type II, probléme de faux
négatifs lorsque le taux des globules rouges atteints est inférieur a 5 %, ne
permet pas de faire la différence entre le type III et le type II. Mais le Test
deHam reste plus spécifique que le test au sucrose [72].

2.2 Test d’hémolyse a faible force ionique = test au sucrose

La fragilit¢ érythrocytaire est recherchée en incubant a température
ambiante des hématies préalablement mises en suspension saline dans une
solution comportant du sucrose 10% (au faible pouvoir ionique) , qui favorise la
fixation du complément sur la membrane des globules rouges , avec un pH 6,3
(apport énergétique) et du sérum frais (apport de complément) provenant d'un
individu normal ABO compatible [72], une centrifugation est effectuée et

I’hémolyse du surnagent est évaluée visuellement.
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C’est un test de dépistage, simple tres sensible, sa négativité rend I’HPN
tres peu probable sauf s’il s’agit d’un sujet récemment transfusé ou si ’on a
utilisé de 1’héparine ou de 'EDTA comme anticoagulant [65]. Il est positif
quand I’hémolyse est supérieure ou égale a 10 %, ce test est moins spécifique
pour hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN), mais plus sensible que le
test de Ham.

Ces deux examens ne testent que la population érythrocytaire, ce qui est
source de faux-négatifs. En effet, en cas de transfusions et d’hémolyse aigue, les
hématies pathologiques sont diluées ou détruites avec ces tests peu sensibles et
peuvent ne pas étre détectés.

C’est pourquoi ces tests ne sont plus utilisés de nos jours.

3. Autres examens biologiques
D’autres examens sont a réaliser pour rechercher une hémolyse, un
retentissement sur la fonction rénale et une hémopathie associé [74] :

v Un hémogramme : pour rechercher des cytopénies, une anémie
microcytaire ferriprive (par perte urinaire), un frottis sanguin pour
rechercher des anomalies morphologiques des hématies (absentes en cas
d’HPN) et des anomalies morphologiques faisant suspecter une
myélodysplasie ;

v" Quantification des réticulocytes (augmentés en cas d’hémolyse ;

v’ Dosage des LDH (lactate déshydrogénase), augmentés en cas
d’hémolyse ;

v Dosage de la bilirubine libre, augmentée en cas d’hémolyse ;

(\

Dosage de I’haptoglobine, effondrée en cas d’hémolyse ;
v Dosage de 1'urée et de la créatinine, pour rechercher une insuffisance
rénale ;
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v' Un myélogramme, avec parfois une biopsie ostéo-médullaire, lors de
cytopénies pour une analyse morphologique et cytogénétique a la
recherche d’une hémopathie : aplasie médullaire ou myélodysplasie.

4. Cytometrie en flux : vers une meilleure détection du clone
4.1 La cytométrie en flux : test diagnostic de référence

La cytométrie est devenue le test de référence pour le diagnostic de cette
maladie. Elle est plus sensible et plus spécifique que les autres méthodes [75-
80]. Elle permet de détecter et de quantifier la population pathologique dans les
différentes populations hématopoiétiques.

Comme on I’a vu, ’HPN étant une maladie de la cellule souche
hématopoiétiques, le clone peut étre détecté dans toutes les cellules sanguines.

Ainsi grace a des anticorps monoclonaux, le clone HPN est mis en
évidence. Il est déficient en certains antigenes de surface, les antigénes a ancrage
GPI. Les marqueurs GPI-liés les plus utilisés sont énumérés dans le tableau 2
[78].

Les cytometres sont de plus en plus performants et les derniers appareils
agréés pour un usage diagnostique sont capables d’analyser jusqu’a dix
fluorescences et de collecter jusqu’a un million d’événement assez rapidement.
Ce niveau accru de sophistication signifie que les petites populations de cellules
anormales peuvent €tre détectées plus facilement. Cependant leur signification
reste a déterminer.

Il n’existe pas de consensus sur la facon de procéder et le choix des
anticorps monoclonaux dépend des pratiques de chaque laboratoire [76,80-82].

De nouvelles données prévenant de I’expérience de laboratoire et de
programmes d’assurance qualité indiquent que certains réactifs sont inférieurs
aux autres. Ainsi, bien que les CD55 et CD59 soient largement utilisés
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(anticorps historiques et présents sur toutes les cellules hématopoiétiques) pour
la détection de neutrophiles, monocytes et GR, ces réactifs ne sont pas aussi
performants que les anticorps dirigés contre d’autres antigenes [79,83,84].

On admet généralement qu’il faut étudier, sur le sang, au moins 2
populations sanguines et utilisé sur chacune d’entre elles au moins 2 marqueurs
a ancrage GPI (pour éviter les déficits congénitaux rares [85]). Le seuil de
sensibilité de la technique pour tout laboratoire est de 5%

La cytométrie en flux permet de détecter les différents types de cellules
pathologiques. En effet, en fonction des mutations du gene PIG-A, nous
obtenons une expression différente des marqueurs GPI-liées a la surface
cellulaire : les cellules types III ont un déficit complet et les cellules de type II
ont un déficit partiel [1]. L’étude des GR permet de bien visualiser cette
différence d’expression (figure8). La signification de ces différents types

cellulaires pathologiques reste a étre €lucidée.
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Figure 8 : expression du CD59 sur les GR chez un patient HPN,

illustration des hématies de type I, II et III [3].
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L’HPN est une maladie rare dont le diagnostic correct est essentiel pour
une prise en charge optimisée des patients. Il existe certaines particularités et
défit posés par le diagnostic biologique de cette maladie : contrairement a de
nombreuses procédures immunophénotypiques, on met en évidence un déficit de
marquage des cellules. Et lorsque que 1’on cherche a augmenter la sensibilité,
c’est-a-dire a détecter un petit clone, il faut €tre tres vigilant pour €viter les faux-
positifs. Si la fenétre d’analyse est mal construite ou contaminée pour une

deuxieme population, il est possible de conclure a tort a I’existence d’un clone.
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Tableau II : exemples de protéines a ancrage GPI [30].

Antigéne Fonction Distribution cellulaire
CDh14 Récepteur endotoxinique (récepteur Expression forte par les monocytes ;
lipopolysaccharide) faible par le PNN
CDhl16 Récepteur de faible affinité pour Fc des PNN (polymorphisme, ancrage GPI)
igG :FcyRIII (2 isoformes) cellules NK et lymphocytes T (forme
transmembranaire)
CD24 Molécule d’adhésion Lymphocytes B et PNN
CD48 Possible récepteur /ligand se liant au CD2 | Lymphocyte et monocytes
CD52 Inconnu Lymphocyte et monocytes (faible)
CD55 (DAF) Régulation du complément ; limite la Toutes les cellules hématopoiétiques
formation du C3 convertase
CD58 Adhésion ; signal de co-stimulation Toutes les cellules hématopoiétiques,
une forme transmembranaire et une GPI-
lige
CD59 (MIRL) Inhibe la formation du complexe d’attaque | Toutes les cellules hématopoiétiques et
membranaire et protége de la lyse médiée aussi non- hématopoiétiques
par le complément
CD66b Adhésion homo/heterophilique ; activation | PNN, cellules épithéliales
cellulaire
CD87 (uPAR) Convertit le plasminogéne en plasmine Cellules T, NK, monocytes, PNN, et les
cellules non- hématopoiétiques;
expression faible et augmentant avec
activation

4.2 Principes de la cytométrie en flux
La cytométrie en flux est définie comme I’étude de cellules isolées
entrainées par un flux liquide. C’est une technique de caractérisation
individuelle, quantitative et qualitative de particules en suspension dans un

liquide.
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Elle consiste a analyser les signaux optiques ou physiques émis par une
particule traversant le faisceau lumineux d’un laser. Les signaux mesurés sont
essentiellement relatifs :

v' Aux propriétés optiques intrinséques des particules dépendant des
phénomenes de diffusion lumineuse li€s a leurs dimensions, a leur
structure interne, ou a 1I’auto-fluorescence de certaines cellules ;

v' Aux propriétés optiques induites de la fluorescence obtenues par
marquages spécifiques de structures ou de fonctions cellulaires.

Pour fonctionner, un cytometre en flux nécessite la combinaison :

v' D’un réseau fluidiques avec une veine liquide s’écoulant a vitesse
constante qui entraine et focalise un deuxieme flux liquide contenant
I’échantillon ;

v' D’un banc optique avec une ou plusieurs sources lumineuses et ses
détecteurs du type photodiode (pour la diffusion de la lumiere) et des
photomultiplicateurs et filtres optiques qui permettent de quantifier les
diverses fluorescences émises par chaque cellule ;

v' D’électronique : un microprocesseur qui convertit les signaux
€électroniques en signaux numériques, coordonne les données, prépare les

représentations graphiques et les analyses statistiques.
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Figure 9 : représentation des 3 composants d’un cytometre :
le fluidique, I’optique et 1’électronique [86].

Ces signaux, séparés par des filtres optiques, sont collectés par des
photomultiplicateurs, puis amplifiés, numérisés, trait€s et stockés par un
ordinateur.

Ce procédé d’analyse individuelle (cellule par cellule) est
multiparamétrique et peut s’effectuer a la vitesse de plusieurs milliers
d’événements par seconde. L’ordinateur calcule les données statistiques
associées aux distributions des parametres mesurés et les représente sous la
forme d’histogrammes (un parametre) ou de cytogrammes (deux parametres),
également appelés Dot Plots, sur une ou plusieurs populations cellulaires dont
les propriétés phénotypiques sont ainsi évaluées.
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Ces dernieres années de nombreuses améliorations ont ét€ apportées a cet
outil, le rendant tres performant pour le diagnostic et le suivi de pathologies.ces
améliorations portent sur le systeme fluidique, le systéeme optique notamment
avec les fibres optiques, le systeme informatique qui permet de stocker et
d’analyser plus d’événements et sur I’utilisation de nouveaux fluorochromes.

4.3 Recommandations pour la cytométrie en flux dans le
diagnostic et la gestion de ’HPN
Tableau III: Recommandations pour la cytométrie en flux dans le diagnostic et

la gestion de I’"HPN [52].

Pour les patients présentant des signes cliniques d'hémolyse (HPN classique et HPN / anémie aplasique)

_ Au moment du diagnostic, 1'analyse par cytométrie en flux est recommandé a la fois pour les érythrocytes* et
les granulocytes **.

_ Apres l'établissement du diagnostic, l'analyse par cytométrie en flux est recommandé tous les 6 mois pendant
2 ans puis annuellement si les parametres sont stables.

_ S'il existe des signes de progression clinique (ou d'amélioration), une analyse plus immédiate doit étre
effectuée.

Pour les patients souffrant d'anémie aplasique, anémie réfractaire ou SMD*** sans signe clinique
d’hémolyse

_ Au moment du diagnostic, 1'analyse des érythrocytes et des granulocytes par cytométrie en flux de haute
précision.

_ Chaque année, méme en 1'absence de signes cliniques d'hémolyse (y compris les patients traités par thérapie
immunosuppressive).

* Mieux vaut les effectués avant la transfusion ou, si cela est cliniquement possible, au cours d'une période
d'abstinence de transfusion. Les résultats de 'analyse des érythrocytes doivent indiquer le pourcentage de type I,
de type II et de type III des globules.

** Analyse des granulocytes est nécessaire pour les 2 raisons suivantes:
(1) analyse fournit une meilleure estimation de la taille du clone HPN,
(2) I'analyse n'est pas affectée par la transfusion de globules rouges.

*#*% Quel que soit la cellularité de la moelle.
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4.4 Stratégie d’analyse

L'analyse par cytométrie de flux doit étre effectuée avec des échantillons de
sang périphérique prélevés dans des tubes EDTA dans les 24 a 48 heures. Ces
échantillons doivent €tre conservés a température ambiante pendant 24 heures (+
4 °C pendant 48 heures). Cependant, il est recommandé de traiter au plus court
intervalle de temps possible pour obtenir des résultats précis. Comme
I'expression des protéines GPI ancrées dans les cellules hématopoiétiques est
faible, I'examen de la moelle osseuse n'est pas recommandé [87].

La Ire étape est la recherche de cellules déficientes en marqueurs GPI-liés
parmi les PNN avec confirmation sur les monocytes. En 1’absence de clone
significatif détectable, I’exploration est arrétée ; en présence de cellules
déficientes, la 2e étape est la recherche de cellules déficientes en marqueurs
GPI-liés parmi les globules rouges (GR), permettant de distinguer plus
facilement les patients ayant un déficit partiel de ceux ayant un déficit total. Il
faut noter qu’il existe un mosaicisme du phénotype chez un méme patient avec
des cellules de type I (normales), des cellules de type II (ayant un défaut
d’expression partiel) et des cellules de type III (avec absence d’expression).

Sur les PNN et les monocytes, il est possible d’utiliser plusieurs combinaisons
d’Ac, selon le cytometre.

Les marqueurs de sélection (gating) sont le CD45/SCC puis le CD33 et le
CD15 (PNN) et le CD64 (monocytes). Les marqueurs GPI-liés sont I’Ac anti-
CD24 sur les PNN et I’anti-CD14 sur les monocytes, avec du FLAER, réactif se
liant de maniere spontanée sur la molécule GPI.

Pour les GR, les marqueurs de sélection sont le CD235a et le FCS/SSC, et
le marqueur GPI-lié, le CD59 [88].
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Figure 10 : L'analyse par cytométrie en flux de globules rouges dans HPN en utilisant une
combinaison d'anti-CD59 FITC, anti-CD55 PE et anti-CD235a CyChrome [52].

(Ai-ii) des parcelles de cytométrie en flux montrent la stratégie de déclenchement pour 1'identification
d'une population pure de cellules rouges.

Une zone initiale (R1) est fixé sur les événements CD235a FSCHigh+, Une deuxieéme région (R2) est
ensuite tirée autour des logFSC / CSE caractéristiques de ces cellules. Seuls les événements qui
répondent a ces deux critéres sont analysés. (Aiii)) CD59 et CDS55 expression bivariée sur ces
événements érythroides, une petite population de cellules complétement déficientes (type III) sont
détectées (région R3 = §,0%).

(AIV) Histogramme d’analyse de I’expression CD59 montre également une population importante de
cellules partiellement déficientes (type II) comprenant 53,9% du total. Type I (expression normale)
cellules comprennent 38,1% du total. (Bi-iii) détection d'un clone de cellules rouges trés faible chez un
patient présentant une HPN-sc/ anémie aplasique. La cellule rouge clone HPN comprend 0,4% des
cellules totales rouges (Bi). La confiance que cette population n'est pas un artefact est représenté
simultané par CD59 (Bii) et CD55 (BIII) déficience et forte expression de CD235a.
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Figure 11 : L'analyse par cytométrie en flux de granulocytes dans HPN en utilisant une combinaison
de FITC anti-CD15, anti-CD24 PE et anti-CD16 PE: CyS5 [52].

Les courbes de cytométrie de flux (A-B) montrent la stratégie de détermination pour identifier une
population pure de granulocytes basée sur des caractéristiques de diffusion de lumiere et un marqueur
de lignée transmembranaire (CD15). Une région initiale (R1) est réglée sur CD15a + SSCHigh
événements (A). Une deuxieme région (R2) est ensuite tracée autour des caractéristiques FSC / SSC
de ces cellules pour affiner encore la procédure de passage (B). Seuls les événements qui répondent a
ces deux criteéres sont analysés. (C-E) En utilisant cette combinaison, les éosinophiles normaux (bleu)
peuvent étre clairement séparés des cellules PNH (rouge) et granulocytes normaux (vert).Les parcelles
sont de 3 patients représentatifs avec PNH. (C) Un petit clone granulocytaire de PNH de 0,18% des
granulocytes totaux chez un patient souffrant d'anémieaplastique (PNH-sc / anémie aplastique). (D)
Un clone granulocytaire de PNH plus grand de 8,7% chez un patient présentant une anémie aplasique
(PNH / anémie aplastique). (E) Le tracé provient d'un patient présentant une PNH classique et présente
un grand pool de granulocytes de HNP (98,8%). Dans ce cas, la majorité de I'nématopoiese est dérivée
de cellules souches PNH. Il existe une certaine production résiduelle de granulocytes normaux (le 1%
de cellules qui sont CD16 + CD24 +) et cette population sert de contrdle positif interne pour la
coloration d'anticorps. Illustration renforcée par A. Y. Chen.
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4-5 Cytométrie en flux de haute précision

Une variation de 3~15 % du taux d’expression du CD55 et du CD59 peut
suffire dans le diagnostic de I’'HPN classique, dans le cas des HPN sub-clinique,
le clone représente souvent moins de 0,1 % de la population étudiée (fig. 11). La
cytomérie standard, monochromatique, n’est plus suffisante, il faut recourir au
moins a une €tude en deux couleurs avec un fenétrage d’exclusion précis pour
éliminer toute trace de fantdomes de cellules lysées durant la préparation [67].

Il est préférable de coupler le CD55 et le CD59 au méme fluorochrome
pour exclure d’emblée les déficits i1solés d’un seul de ces deux marqueurs. Cette
technique permet de gagner 3 logs de précision ainsi que de détecter des
évenements aussi rares que 0,005 % de la population comptée. Pour cette raison,
I'analyse par cytométrie en flux de haute précision est recommandée chez ces
patients a la fois au moment du diagnostic et de facon annuelle pendant et apres
le traitement, méme en l'absence de signes cliniques ou biochimiques

d'hémolyse (tableau 3).
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Figure 12: L'analyse par cytométrie en flux de haute précision des érythrocytes [52].
A. contr6le normal (pas d’érythrocytes GPI-AP déficients).
B. patient avec HPN-sub-clinique/anémie aplasique avec 0,04 % d’érythrocytes GPI-AP déficients.
C. patient avec HPN-sub-clinique/anémie aplasique avec 0,36 % d’érythrocytes GPI-AP déficients.
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4.6 Présentation des résultats

Les objectifs de I’examen sont de rechercher la présence d’un clone HPN et
de le quantifier au sein des leucocytes et des GR (taille du clone) [88].

Le compte rendu doit préciser la nature de 1’échantillon, les renseignements
cliniques éventuels, les marqueurs de sélection (gating) utilisés, les marqueurs
GPI-liés évalués, la sensibilité de la méthode (PNN et GR), a compléter par la
sensibilité de I’examen si elle est inférieure.

En I’absence de clone HPN, conclure avec une formulation claire (éviter
les « positif / négatif »).

En présence d’un clone HPN, il faut en préciser la taille dans chaque
catégorie de cellules : type II, type III (type II + III = taille totale du clone).

La conclusion est dictée par la taille du clone au sein des PNN :

- si HPNII+III < 0,1 % : « présence de rares cellules présentant un déficit
en protéines GPI-liées » ;

- st HPNII+II > 0,1 % et < 1 % : « présence d’un clone HPN minoritaire
estimé a X % sur les PNN » ;

- s1t HPNII+III > 1 % : « présence d’un clone HPN estimé a x % sur les
PNN ».

Et si le clone est confirmé au sein des monocytes et des GR, rendre «
confirmé sur les monocytes(x %) et sur les GR (x %) ».

Théoriquement, dans la forme classique, le clone HPN est > 50 % des PNN
(hémolyse+++). Dans la forme associ€e a une anomalie médullaire, le clone
HPN est < 30 % (avec manifestations des anomalies de I’hématopoicse :
cytopénie, anémie arégénérative...). Dans la forme « infra-clinique », le clone
HPN est mineur, < 1 % (sujets sains : jusqu’a 0,003 %) ; les patients sont pauci
ou a symptomatiques (une évolution est possible mais rare) [88].

37



4.7 Exemples de patients HPN diagnostiqués au Laboratoire
Central d’Hématologie de I’Hopital Ibn Sina:

> HPN FC114/16 H.S
- Surles GR

FC114/16 GR TEM 59/-/45/55.009

104

103

FSC-Haight
102

102 103 104
SSC-Height

T LELELELELELLE |
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Figure 13: diagrame représentant les GR du patient [89]

FC114/16 GR Pat 55/-45/59.009

40

Figure 14 :analyse par cytométrie en flux des GR du patient [89]

Erythrocytes a déficience partielle en CD59 TYPE Il (M2) :2.10% (témoin a 0.29%+/-0.3).
Erythrocytes a déficience compléte en CD59 TYPE III (M3) : 22.50% (témoin a 0.15%+/-0.16).

Clone HPN Erythrocytaire (TYPE II+TYPE III) : 24.60% (témoin a 0.44%+/-0.55).
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- Sur les PNN

FC114/16 GB PAT 33/66/45/16.010

102 103 104
FL4-H

Figure 15 : analyse par cytométrie en flux des PNN du patient [89]
La population CD16-/CD66b- est de 66.46% (LL sur le diagramme) Témoin a 0.27% +/- 0.5
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Figure 16: diagrame représentant les GR du patient [89]
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FC56/15 GR 59/55 PATIEN.005

40

M2
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Counts
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CD59
Figure 17 : analyse par cytométrie en flux des GR du patient [89]
Erythrocytes a déficience partielle en CD59 TYPE II : 11.58%(témoin a 0.29%+/-0.3).
Erythrocytes a déficience compléte en CD59 TYPE III : 0.15%(témoin a 0.15%+/-0.16).
Clone HPN Erythrocytaire (TYPE H+TYPE III) : 11.73% (témoin a 0.44%+/-0.55).
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Figure 18 : analyse par cytométrie en flux des PNN du patient [89]
La population CD16-/CD66b- est de 5.37% (LL sur le diagramme) Témoin a 0.27% +/- 0.5
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4.8Suivi des patients présentant un clone HPN

Tableau IV: suivi des patients présentant un clone HPN [3,90].

Patients non Stabilité clinique Surveillance annuelle
traités Survenue d’une Réévaluer la taille du clone par CMF (suspicion
complication de majoration : évolution vers la forme

classique notamment)

Patients traités Patients traités par | Surveillance mensuelle : numération sanguine
I’éculizumab Taux de réticulocytes
Bilirubine
LDH

Surveillance annuelle du clone par CMF
En cas de suspicion d’hémolyse: Test de

Coombs

4.9 Le FLAER

Plus récemment a été développé le FLAER (Fluorescent AERolysin) issu
d’une pro-toxine bactérienne. Il ne s’agit donc pas d’un anticorps monoclonal.
Aeromonashydrophila produit une pro-toxine : la pro-aerolysine, qui apres
clivage protéolytique de la partie C-terminale (par une enzyme membranaire de
la cellule cible) libere 1a forme active, I’ Aerolysine [91,92].

Le peptide final est cytolytique (formation de canaux).

Cette pro-toxine a la spécificité de se lier a D’ancre glycosyl-
phosphatidylinositol elle-méme [93], cependant sa fixation est moindre sur les
ancres des GR (CD55 et CD359 a cause de leur glycosylation différente.

Initialement, la pro-aerolysine a été utilisée pour enrichir les petits clones
HPN en lysant les cellules normales. Par la suite, une version non-lytique

couplée a un fluorochrome (Alexa Fluor 488) a été développée.
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Des études ont montré que le FLAER est plus sensible que le CD59 pour la
détection de petits clones HPN [94].

Le principal avantage du FLAER est qu’il reconnait toutes les ancres GPI
des PNN et des monocytes. Ce seul peptide permet d’étudier au moins 2
populations avec une bonne sensibilité, surpassant ainsi les marqueurs
historiques CD55 et CD59 pour I’étude de ces populations mais pas pour les GR
[94].

Une premiere forme lyophilisée avait été produite malheureusement avec
des problémes de stabilité, limitant son utilisation [80,94]. Une forme liquide,
ultérieurement commercialisée, s’est avérée plus stable. Cette solution n’est

disponible que depuis septembre 2009.

5. Autres approches diagnostiques
» L'analyse de moelle osseuse

L’analyse morphologique de l'aspiration, la biopsie et la cytogénétique de
la moelle osseuse sont nécessaires pour la classification appropri€ée, comme
I’HPN qui est souvent observés en association avec des syndromes
d’insuffisance médullaire [95] et parfois avec des myélopathies clonale [96,97].
Bien que des anomalies caryotypiques non aléatoires associés a I’HPN n’aient
pas été identifiées, 1'analyse cytogénétique est recommandée pour les deux
raisons suivantes:

1) l'analyse d'un grand nombre d'échantillons en utilisant la technologie
moderne, peut permettre I’identification de maladies spécifiques et d’anomalies,
2) des anomalies caryotypiques non aléatoires associés a d'autres processus

pathologiques sous-jacents peuvent aider a catégoriser les patients individuels
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» Mutations PIGA
Chez les patients atteints d'HPN le déficit GPI est dii a une mutation
somatique dans l'acquisition PIG-A. Par conséquent, la documentation de la
mutation PIG-A confirmerait le diagnostic de I’HPN. En raison de difficultés
techniques, l'identification des mutations PIG-A a été limitée dans le cadre de la
recherche, cependant de nouvelle technologie peuvent aider a la détermination

clinique d’éventuelles mutations PIG-A [98].
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TRAITEMENT ET
RECOMMANDATIONS POUR
LES URGENCES
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1. Traitement

Le traitement dépend du type de catégorie d’HPN et de la
symptomatologie. En cas d’aplasie médullaire/HPN, il faut traiter 1’aplasie pour
avoir un effet sur le clone. En cas d’HPN classique, le traitement dépend des
complications. Il peut €étre constitué uniquement de transfusions de culots
globulaires en cas d’hémolyse aigue ou par un traitement inhibant le
complément...

Le seul traitement curatif est la greffe allogénique de moelle osseuse qui
n’est propos€e qu’aux jeunes patients souffrant d’aplasie médullaire avec un
greffon HLA-identique ou bien en dernier recours d’'une HPN classique avec des
thromboses récidivantes menacant le pronostic vital [99-104]. Cette
thérapeutique est grevée d’une lourde morbidité et mortalité.

Il est possible d’atténuer les symptomes de I’HPN et de prendre en charge
les complications quand elles surviennent.

Les traitements utiles sont [105] :

_ Les traitements symptomatiques :

- Transfusions de culots globulaires [106],

- Supplémentations en fer et folates,

- Eviction des facteurs déclenchants (stress, certains médicaments,
infections...),

- Traitement rapid des infections (qui déclenchent des poussées
d’hémolyse),

- Dérivés nitrés en cas de spasmes [107,108],

- Soutien psychologiques, car il s’agit d’une maladie chronique qui altere la

qualité de vie,
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_ En cas de thromboses : des HBPM (héparine de bas poids moléculaire) et
des AVK (anti vitamine k) sont utilisés en prophylaxie secondaire et peuvent
etre proposés en prophylaxie primaire avec des antiagrégants plaquettaires,
cependant leur efficacité n’est pas démontrée [109-113] ;

_ Androgenes [106], danazol pour diminuer les besoins transfusionnels
(contre-indiqué pendant la grossesse et 1’allaitement);

_ Corticoides [111] sont parfois efficaces. Ils auraient un intérét dans les
formes hémolytiques mais n’auraient pas d’effet sur hématopoiese. Un
traitement de 6 semaines inefficace doit €tre interrompu. ;

_ Immunosuppresseurs : sérum anti-lymphocytaire, ciclosporine utilisés en
cas d’aplasie médullaire ;

_ Le traitement qui a révolutionné la prise en charge de cette maladie est
I’éculizumab, un inhibiteur du complément.

1.1 Les traitements classiques
1.1.1 La greffe de moelle osseuse allogénique
La greffe de moelle osseuse allogénique est un traitement curateur de I’HPN.

La greffe allogénique de cellules souches hématopoiétiques correspond au
transfert ou a la transplantation de cellules du systeme hématopoiétiques d’un
individu non malade a un autre individu atteint d’une maladie. Il s’agit d’une
technique qui a été utilisée pendant plus de 30 ans dans le traitement de patient
souffrant d’un cancer du sang (essentiellement des leucémies aigués).

Le principe thérapeutique de cette technique est basé sur le transfert des
cellules du systéeme immunitaire qui se trouvent dans la moelle osseuse du
donneur au patient. Le but de cette greffe est de permettre a un systéme
immunitaire «neuf» de s’établir chez le patient, de cibler les cellules de la
maladie et de les €liminer: il s’agit d’'une «immunothérapie».
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Récemment, les données de 67 cas isolés rapportés et de deux registres
internationaux ont été reprises [52]. Les trois indications classiques sont:

* I’aplasie médullaire ;

* les complications thrombotiques répétées ;

* les crises hémolytiques séveres récurrentes.

Le conditionnement recommandé pour la forme aplasique est volontiers
peu intensif alors qu’un conditionnement plus myéloablatif est souhaité pour la
forme classique. L’incidence de survenue de maladie du greffon contre 1’hote est
élevée puisqu’elle représente pres d’un tiers des malades en ce qui concerne la
forme aigué sévere et 35% des patients développeront une forme chronique de la
maladie. La survie globale a long terme est de 1’ordre de 50 a 60% [112].

Certains patients traités avec une transplantation de greffe moelle osseuse
syngénique rechute apres plusieurs années avec I’HPN. Fait intéressant, le
caractere récidivant des cellules HPN est distincts des cellules HPN originale, ce
qui suggere qu'une mutation PIGA s’est produite de nouveau chez ces patients.

1.1.2 Les immunosuppresseurs

Le terme immunodépresseur (ou immunosuppresseur) désigne tout ce qui
supprime ou qui a la capacité de réduire les réactions immunologiques
spécifiques de l'organisme contre un antigene (corps étranger pénétrant dans
l'organisme).

Les médicaments immunosuppressifs sont parfois utilisés en cas d’HPN
associée a une aplasie médullaire. Ils sont considérés comme le traitement de
norme initial pour les patients qui ont plus de trente ans et pour les patients plus
jeunes sans donneur de famille homologue. Les taux de réponse sont de 70 %
a80 %. Le traitement est généralement bien toléré et normalement nécessite

seulement une breve hospitalisation. De plus, les cas d’allogreffes de CSH qui
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ont été effectuées entre jumeaux monozygotes dans 1’indication d’une aplasie
médullaire ne sont pas suivis de prise de greffe sauf si le receveur a été préparé a
la greffe par un conditionnement immunosuppresseur.

L’aplasie peut €tre améliorée par un traitement immunosuppresseur qui
constitue le traitement de premiere ligne de la majorité des aplasies médullaires
séveres [60]. Le traitement immunosuppresseur des aplasies médullaires associe:
- le sérum antilymphocytaire (SAL): Il entraine une amélioration de
I’hématopoieése dans un délai de 8 a 10 semaines dans 50-70% des cas. On
utilise du sérum de cheval ou de lapin immunisé par des lymphocytes humains
du sang circulant (globulines antilymphocytaires) ou par des thymocytes
(globulines antithymocytaires).

-la ciclosporine: elle est associée au traitement par le SAL Son utilisation
nécessite la surveillance de la fonction rénale, elle peut €tre responsable de
douleurs articulaires, de gingivopathies et favorise la survenue d’infections. La
ciclosporine améliore la réponse hématopoiétique au SAL mais pas la survie

globale (Tableau5) [60].
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Tableau V: Etude comparative et randomisée du traitement immunosuppresseur

dans le traitement d’aplasies médullaires graves [60].

Temps post- SAL SAL + CSA Significativité
traitement (ciclosporine A)

3 mois 30 % 65 % p<0,03

6 mois 46 % 70 % p<0,05
Survie 58 % 58 % Non significatif

Le traitement immunosuppresseur des aplasies médullaires a été accusé de
favoriser I’évolution ultérieure d’aplasies médullaires traitées vers :

- I’apparition secondaire d’un clone HPN par mutation du gene PIGA au
niveau du chromosome X survenant dans les CSH, phénomeéne pouvant Etre
associé avec une rechute de I’aplasie médullaire ;

- Dapparition d’un syndrome myélodysplasique liée a la survenue
d’anomalies géniques additionnelles dans une CSH anormale lui conférant un
avantage de survie et autorisant I’apparition d’un clone myélodysplasique,
phénomene associé a une rechute pancytopénique liée a la myélodysplasie [60].

1.1.3 Les androgenes

La dihydrotestostérone (métabolite de la testostérone) stimule la production
d'érythropoiétine, augmente le nombre des globules rouges et, en conséquence,
I'hématocrite qui est plus élevé chez 'homme que chez la femme.

L’androgénothérapie peut €tre associ€ée au traitement immuno-suppresseur
afin d’améliorer I’érythropoiese et la mégacaryocytopoiese. Elle nécessite une
surveillance de la fonction hépatique et donne des signes d’androgénie chez la
femme. Il faut au moins 3 mois de traitement avant d’observer un effet. Un
résultat positif est observé dans 50% environ des cas d’aplasie idiopathique, les
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résultats stables et portants sur les 3 lignées hématopoiétiques représentant
25%des cas. Le danazol a effet androgénique faible mérite d’€tre utilisé dans la
maladie de Marchiafava-Micheli, il a pour effet de limiter I’hémolyse [60].
1.1.4 Transfusion Sanguine
Pour les patients atteints d’HPN avec une thrombocytopénie sévere, le
traitement par les concentrés plaquettaires réduit nettement la survenue
d’hémorragie. Les transfusions de concentrés globulaires demeurent
indispensables en cas d’anémie importante ou mal tolérée mais le dogme de
transfuser des culots globulaires décomplémentés est largement remis en
question [52].
1.1.5 Anticoagulants

En cas de thromboses, un anticoagulant comme 1’héparine, est nécessaire
en urgence ou les anti-vitamine K, (figl1) peuvent €tre prescrits pour remplacer
I’héparine en traitement de fond. Une étude avec 95 patients présentant un clone

HPN supérieur a 50 % des cellules a comparé 1I’évolution de 39 patients
qui ont recu une prophylaxie primaire par des antagonistes de la vitamine K
(AVK) avec 56 patients qui n’ont pas eu de prophylaxie. L’incidence cumulée
de thrombose a été de 0 % chez les patients qui ont eu une prophylaxie versus
36,5% chez les patients qui n’en ont pas eu [114].Malgré le faible nombre de
patients et le temps de suivi court, cette étude a mis en évidence une possible
indication de prophylaxie primaire chez les patients atteints d’HPN. Néanmoins,
dans le groupe traité par des AVK, on observe 2 cas d’hémorragie majeure, dont
une hémorragie fatale.

L’observation clinique a démontré que, chez les patients atteints d’HPN,
I’anticoagulation orale a long terme est trés dangereuse, surtout en raison du
risque hémorragique chez les sujets thrombopéniques [114], et souvent
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inefficace, avec plusieurs cas décrits de récidive de thrombose malgré
I’anticoagulation par des AVK. A I’heure actuelle, le consensus veut que les
patients ayant déja thrombosés soient anticoagulés a long terme, probablement a
vie. Néanmoins, 1l n’existe aucun essai contrOlé des différents traitements

anticoagulants chez les sujets atteints d’HPN.
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Figurel9 : Prophylaxie de thrombose veineuse par la warfarine [114].

1.1.6 Antiagrégants Plaquettaires
En dehors de 1’épisode aigu, L’utilisation d’antiagrégants plaquettaires
ou d’anticoagulants est pronée en cas d’antécédent de thrombose [52]. Ce sont
des médicaments qui, en empéchant I’agglutination des plaquettes, préviennent
la formation des caillots.
1.2 Eculizumab ou Soliris®
Il s’agit d’un anticorps monoclonal recombinant humanisé 1gG2/4K. Sa

cible thérapeutique est la fraction C5 du complément dont il inhibe la fraction
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terminale du complément en bloquant la génération de 1’anaphylatoxine C5a et
du complexe d’attaque membranaire cytolytique. C’est le premier médicament

spécifique de ’'HPN [11].

[ Lectin Pathway ] [clanlul Paﬂ'nmr] Ithaﬂw Puthwuy]

C5 converiasos
C5a
1 N —
C6,C7,C8,C9 T
...’ Eculizumab

Csb

Maembrane attack complex (MAC)

Figure 20 : mécanisme d’action de 1’éculizumab [115].

L’eculizumab est indiqué dans le traitement des HPN classique
hémolytiques.

L’efficacité et la tolérance de 1’éculizumab ont été évaluées chez 195
patients HPN, avec 11 patients dans une étude ouverte de phase II sur 22
semaines, 87 patients dans 1’étude Triumph (essai de 26 semaines, en double

aveugle, randomisé et controlé versus placebo), 97 patients dans 1’étude Sheperd
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(étude ouverte de 52semaines) [10,116,117]. Puis 187 de ces patients ont été
inclus dans une étude d’extension a long terme, non contrdlée.

Dans I’étude Triumph, les patients traités par I’eculizumab ont présenté une
réduction significative de 1’hémolyse, des besoins transfusionnels [118] et une
augmentation de la stabilisation de I’hémoglobine par rapport aux patients sous
placebo.

Dans I’étude Sheperd, il a été observé une baisse de 1’hémolyse
intravasculaire (mesurée par les LDH) pendant le traitement, une diminution du
besoin transfusionnel et une baisse de 1’asthénie.

Dans I’étude d’extension a long terme non controlée, il a également été
observé en plus une diminution du taux d’événements thromboemboliques.

Pour la tolérance, les patients sous eculizumab présentent des céphalées
(44.2 %) d’intensité légere a modérée pendant la phase d’administration initiale,
des rhinopharyngites (25 %) et des nausées (17,1 %).

Les données pharmacocinétique et pharmacodynamique pour ce traitement
sont :

- Une demi-vie apres perfusion intraveineuse de 272 heures ;

- Une distribution principalement dans 1’espace vasculaire ;

- Une accumulation tissulaire minimale.

Il existe des contre-indications :

- Une hypersensibilité a I’eculizumab, aux protéines murines ou a I’'un des
excipients ;

- Les infections a méningocoque non résolues, ou I’absence de vaccination
a jour contre Neisseriameningitidis, ou un déficit immunitaire connu ou

suspecté du complément.
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Ce produit est conditionné dans un flacon de 300mgde solution a diluer

pour perfusion. Il doit &étre utilisé sous surveillance, avec une équipe ayant

I’expérience de la prise en charge des troubles hématologiques.

Le schéma thérapeutique recommandé est le suivant ;

Tableau VI : schéma thérapeutique des patients traités par éculizumab [119].

Avant Traitement
Traitement
> 2 semaines avant Phase initiale Phase d’entretien
mise en route du| Semaine 1 2 3 4 5 6 7 8 9
traitement : Puis
vaccination  contre toutes les
Nesseriameningitidis 2
semaines
par la
suite
Eculizumab | 600 | 600 | 600 | 600 | 900 | _ | 900 | _ 900
Dose mg | mg | mg | mg | mg mg mg
Nombre de 2 2 2 2 3 _ 3 _ 3
Flacons

Il s’agit d’un traitement a vie
Les précautions d’emplois sont :
- Une vaccination anti-méningocoque ;

- Une antibiothérapie prophylactique par la pénicilline V ;

- Une surveillance biologique de I’hémolyse intravasculaire (taux LDH) ;

- En cas d’interruption ou arrét du traitement, la surveillance doit Etre

maintenue pendant au moins 8 semaines. Une hémolyse grave est associée

a un taux de LDH plus €élevé que le taux avant traitement et a un des

signes suivant : une baisse de plus de 25 % de la taille du clone des

hématies en une semaine (sans transfusion), un taux d’hémoglobine

inférieur a 5 g/dl ou une baisse de 4 g/L. en 1 semaine, un angor, une
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modification de 1’état mental, une augmentation de 50 % du taux sérique
de créatine ou une thrombose ;

- En cas d’apparition d’une hémolyse grave, les traitements suivants
doivent €tre envisagés : transfusions de culots globulaires, anticoagulants,
corticoides, et reprise du traitement par eculizumab.

D’apres Parker (the lancet.2009) [120] :

Les effets de I’eculizumab sont : un blocage de I’hémolyse intravasculaire
médiée par le complément, une réduction des besoins transfusionnels, une
amélioration de la qualité de vie, une augmentation du pourcentage des hématies
de type III (déficit complet en molécules a ancrage GPI) et une augmentation du
risque d’infection a méningocoque (d’ou la nécessité d’une vaccination avant de
débuter le traitement)

En revanche, I’eculizumab ne permet pas de :

- Eliminer totalement 1’anémie et la réticulocytose. Le taux de LDH
redevient normal mais I’anémie et la réticulocytose persistent en
raisond’une probable hémolyse extravasculaire médi€e par I’opsonisation
des hématies HPN par le complément C3 activé (il ne bloque pas la
formation de la voie alternative du C3 convertase) ;

- Traiter la dysfonction médullaire sous-jacente, c’est pourquoi il s’agit
d’un traitement a vie ;

- Détruire les cellules souches mutées en PIG-A, responsable du clone.

Toutefois, I’eculizumab pourrait diminuer le risque thrombolique.

2- Recommandations pour les urgences
2.1 HPN et Grossesse
Les femmes atteintes d'HPN peuvent avoir une morbidité et une mortalité
accrue au cours de la grossesse [121]. Une étude rétrospective a montré que,
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dans25% des cas, le diagnostic de ’HPN a été fait au cours de la grossesse,
montre un taux de mortalité élevé (5 déces sur 24 femmes). Trois déces ont été
attribués a la maladie thromboembolique veineuse et 2 aux infections.

Chez les femmes atteintes d'HPN, I'anémie due a une hémolyse, une
insuffisance médullaire sous-jacente, ou les deux s'aggravent souvent pendant la
grossesse [109]. En raison de préoccupations de risques pour le feetus / mere de
l'exposition a un traitement potentiellement toxique, la transfusion est le pilier de
la gestion. Il n'y a aucune expérience avec les inhibiteurs du complément comme
éculizumab dans ce contexte. Une Thrombocytopénie modérée a sévere peut
compliquer la grossesse, et des saignements cliniquement significatifs de ce
parametre nécessite une transfusion de plaquettes.

L'incidence de la maladie thromboembolique veineuse cliniquement
apparente au cours de la grossesse chez les femmes atteintes d'HPN est
d'environ 10% [109], et ces €vénements sont associés a un risque €levé de
mortalité [121] Similaire chez les patientes non enceintes atteintes d'HPN, les
veines hépatiques et cérébrales sont souvent les sites ou se déclarent les
thromboses. Les patients qui développent une thrombose doit Etre
thérapeutiquementanticoagulée.

2.2 Situations d'urgence

Les problemes que peuvent poser les patients atteints d’HPN en urgence
sont divers, li€s au polymorphisme de présentation de la maladie. Il faut savoir
reconnaitre les symptomes qui peuvent mimer des tableaux chirurgicaux aigus,
les vraies urgences de prise en charge (syndrome de Budd Chiari, insuffisance

rénale aigu€, thrombose veineuse cérébrale) [122].
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2.3 Mesures préventives a prendre
Parmi les mesures préventives on note la prise de température pour
déceler la survenue d’une infection, évaluer les facteurs de risque d’accident
thromboembolique, faire un bilan martial et évaluer un besoin transfusionnel,

localisation et évaluation des douleurs éventuelles, La prudence lors d’une

anesthésie générale est recommandée si le patient est sous €culizumab [122].

Tableau VII: Recommandations pour les urgences hospitalieres [122]

Mesures diagnostiques en
urgence:

Mesures thérapeutiques
immédiates :

Crise douloureuse abdominale
Devant un tableau de douleurs
abdominales importantes chez des
patients qui présentent une HPN, il
faut évoquer de principe une crise
douloureuse  abdominale. Les
crises douloureuses abdominales
de I’'HPN sont d’origine incertaine,
probablement causées par des
micro-thromboses mésentériques.
Les douleurs abdominales peuvent
aussi traduire un syndrome de
Budd-Chiari ainsi qu’une crise
hémolytique.

Essayer par tous les moyens
habituels, d’éliminer les
tableaux chirurgicaux aigus,
en particulier tableau
d’appendicite, de péritonite,
ou de colique hépatique.

Le probléme du diagnostic
en urgence du syndrome de
Budd-Chiari est décrit apres.

des antalgiques simples
associés ou non a des
antispasmodiques.

La morphine sera utilisée
en cas de douleur intense

(>7/10) avec les
précautions d'usage en
s’assurant de ne pas

méconnaitre un tableau
chirurgical abdominal.

Syndrome de Budd-Chiari

Le diagnostic du syndrome de
Budd-Chiari doit étre évoqué
systématiquement chez un patient
présentant des douleurs
abdominales accompagnées d’une
cytolyse hépatique importante. Le
tableau s’accompagne en plus des
douleurs abdominales, d’un
syndrome ascitique.

Echographie abdominale en
urgence

Aucun traitement a initier
aux urgences avant le
transfert sauf celui d’un
rare état de choc
Hospitaliser dans un
service de réanimation
polyvalente
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Thrombose veineuse cérébrale
Devant des céphalées importantes
inhabituelles et résistantes chez un
patient atteint d’HPN, avec ou sans
signe de localisation, il faut penser
systématiquement, a une
thrombose veineuse cérébrale

Angio-IRM dans le meilleur
délai

Aucun traitement a initier
aux urgences avant le
transfert sauf la prise en
charge de trouble grave
de la conscience (coma)
Hospitaliser dans un
service de réanimation
polyvalente

Crise hémolytique et insuffisance
rénale aigué

Rechercher systématiquement une
insuffisance rénale aigu€ en cas de
crise hémolytique grave,
s’accompagnant souvent d’une
fébricule et de douleurs
abdominales.

ionogramme sanguin

dosage de l'urée et de la
créatinine
électrocardiogramme
(hyperkaliémie)

Hospitaliser  dans
service de réanimation
polyvalente

un

Cas particulier des
traités par Eculizumab
Cet anticorps inhibe le
complément et les patients sont
donc susceptibles de développer
des infections graves a
méningocoques. Ils ont tous été
vaccinés contre le méningocoque
et doivent recevoir tous une
prophylaxie par pénicilline orale.

patients

Toute fievre survenant chez
ces patients doit faire
Systématiquement
rechercher une infection a
méningocoque (porte
d’entrée ORL)

réaliser en wurgence des
hémocultures et au moindre
doute une ponction lombaire.
Tout tableau de purpura
fulminans impose le transfert
en réanimation

Hospitaliser dans un
service de réanimation
polyvalente
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L’hémoglobinurie paroxystique nocturne ou maladie de Marchiafava-
Micheli se distingue de toutes les autres anémies hémolytiques par deux
caractéristiques. Tout d'abord, 'anomalie qui sous-tend la pathologie ne se limite
pas aux érythrocytes. Plutot, ’HPN est une maladie de la cellule souche
hématopoiétique. Deuxiemement, elle differe de toutes les autres anomalies
intrinseques des globules rouges en ce que le processus défectueux est acquis
plutdt qu'hérité.

L’HPN résulte d’une mutation somatique du gene PIGA
(Phosphatidylinositol Glycane de classe A) impliqué dans la syntheése du
Glycosylphosphatidylinositol (GPI) qui sert d’ancre a de nombreuses protéines
membranaires, La mutation de ce gene empéche ou limite la synthése normale
de I’ancre GPI, il en résulte un déficit, partiel ou total en molécules GPI-li€es a
la surface des cellules sanguines, dont deux, CD55 et CD59, sont essentielles a
la protection des cellules sanguines contre 1'activité lytique du complément.

Elle peut se présenter sous différentes formes cliniques, anémie
hémolytique corpusculaire acquise a test de coombs négatif ; qui peut Etre
associée a une aplasie médullaire et se compliquer de thrombose et
d’insuffisance rénale.

Le diagnostic repose sur la mise en évidence d’un déficit en protéines GPI-
liées a la surface d’au moins deux lignées de cellules sanguines. Les résultats
sont exprimés en pourcentage de cellules anormales. Ce dernier permet de
définir la taille du clone de cellules HPN. La cytométrie en flux est I’outil
diagnostic de référence, mettant en évidence et quantifiant le déficit total ou
partiel des cellules en protéines GPI li€es. Sur le plan thérapeutique, la forme
classique de la maladie a bénéficié de I’avenement de I’éculizumab, anticorps

dirigé contre la fraction C5 du complément.
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RESUME
Titre : Apport de la cytométrie en flux dans le diagnostic de ’hémoglobinurie
paroxystique nocturne.
Auteur : Nawal EL. OUARDIGHI.
Mots clés : Hémoglobinurie paroxystique nocturne, CD55, CD59, Aplasie

médullaire, cytométrie en flux.

L’hémoglobinurie paroxystique nocturne (HPN) est un trouble rare de la
moelle osseuse, causée par une mutation somatique acquise du gene PIG-A
nécessaire a la synthese du glycosylphosphatidylinositol (GPI), protéine
d’ancrage membranaire de nombreuses molécules. Cette maladie se caractérise
par un déficit de cette ancre GPI qui se traduit par un déficit de molécules GPI-
liées dont le CD59 et le CDS55 sont les plus importants; Cependant, des
mutations alternatives qui causent I’HPN ont récemment été découvertes.

Ce travail va mettre le point sur les derniéres actualités concernant I’HPN
au niveau de la physiopathologie, du diagnostic biologique et des traitements
actuels.

L’HPN se manifeste sur le plan clinique par une hémolyse intravasculaire,
On note aussi souvent une insuffisance médullaire ainsi que des épisodes
thromboemboliques.

La cytométrie en flux est la méthode de référence pour le diagnostic et le
suivi d’HPN.

Eculizumab, un anticorps monoclonal recombinant humanisé anti-fraction
C5 du complément, est le traitement de choix pour les patients présentant des
manifestations séveres de ’HPN. La transplantation de moelle osseuse demeure
le seul remede pour cette maladie. Toute fois elle est réservée aux patients ayant une

réponse sous-optimale a I'eculizumab.
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ABSTRACT

Title: Contribution of flow cytometry in the diagnosis of paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria.

Author: Nawal EL OUARDIGHI.

Keywords: Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria, CD55, CD59, Medullary
Aplasia, Flow cytometry

Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) is a rare disorder of the bone
marrow caused by an acquired somatic mutation of the PIG-A gene necessary
for the synthesis of glycosylphosphatidylinositol (GPI), the membrane anchor
protein of many molecules. This disease is characterized by a deficiency of this
GPI anchor which results in a deficiency of GPI-linked molecules of which
CD59 and CDS55 are the most important; However, alternative mutations that

cause PNH have recently been discovered.

This work will update the latest news regarding PNH in terms of

pathophysiology, biological diagnosis and current treatments.

PNH is clinically manifested by intravascular hemolysis. Medullary

insufficiency and thromboembolic events.

Flow cytometry is the reference method for PNH diagnosis and

monitoring.

Eculizumab, a humanized recombinant monoclonal anti-C5 antibody, is the
treatment of choice for patients with severe manifestations of PNH. Bone
marrow transplantation remains the only cure for this disease.However, it is

reserved for patients with a suboptimal response to eculizumab.
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