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I. INTRODUCTION

Nous nous proposons de présenter une observation caractérisée par
la révélation d'une anémie hémolytique constitutionnelle (anémie de
Minkowski-Chauffard) a l'occasion d'une infection a Parvovirus B19
chez une enfant de 15 ans.

Apreés l'exposé de l'observation, nous discuterons brievement de la
démarche diagnostique devant un tableau d'anémie chez l'enfant.

Puis, nous présenterons de fagon assez détaillée les caractéristiques
de [lanémie de Minkowski-Chauffard en insistant sur les
particularités de la membrane érythrocytaire a la lumiere des
connaissances moléculaires actuelles.

Ensuite, nous rappelerons les principales données concernant le
Parvovirus B19 en insistant sur les modalités, et les effets
pathogeénes sur la lignée rouge.

Nous discuterons enfin de l'association des deux problemes, c'est-a-
dire I'anémie hémolytique constitutionnelle de Minkowski-Chauffard
(ou sphérocytose héréditaire) et linfection a Parvovirus B19 qui a

précipité l'installation d'une anémie profonde.



II. OBSERVATION

La jeune patiente Cindy K née le 22/05/1986, est adressée au
service de pédiatrie du CHG de Sarrebourg par son médecin traitant
en raison d'une asthénie avec amaigrissement, de céphalées, de
vertiges et de douleurs musculaires.

Elle présente également des douleurs abdominales et des
vomissements évoluant dans un contexte fébrile & 39°C. Une semaine
auparavant, un bilan sanguin montrait une numération formule
sanguine tout a fait normale, avec une hémoglobine (Hb) a 12,1 6%,
une hématocrite a 33,7 %, un Volume Globulaire Moyen (VGM) a 91,
une Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine (CCMH) a
35,9 %, un taux de globules blancs et de plaquettes normal. Dans les
antécédents personnels, on retrouve une notion d'épilepsie traitée
par Carbamazépine (TEGRETOL) et une allergie au pollen. Les
antécédents familiaux retrouvent une atopie maternelle. A |I'examen
d'entrée, en plus des signes sus-cités, nous notons une pdleur
cutanéo-muqueuse treés importante, avec une cyanose péribuccale,
une tachycardie a 140 pulsations/mn, un souffle systolique

parasternal gauche 2/6, une tension artérielle normale, une



saturation en oxygene a 98 %. L'abdomen est souple, il n'y a pas
d'hépatosplénomégalie. L'hémogramme réalis€é montre une anémie
normochrome normocytaire arégénérative :

Hb =49 6%

GR = 1,53 109/ml

Hématocrite = 15 %

VGM = 86

CCMH = 37 g/dI

Réticulocytes = 4,6 108/mm3 soit 0,3 %

Les autres lignées sanguines sont normales. Le fer sérique est normal
a 30 micromoles/|. Le test de Coombs est négatif. La bilirubine totale
et la bilirubine conjuguée sont normales. L'haptoglobine est
effondrée a 0,13 g/l. La carbamazépinémie est a 6 mg/l, taux normal
sous traitement.

Sur le plan thérapeutique, la jeune fille a bénéficié d'une transfusion
de trois poches de concentré globulaire non déplasmatisé, non
irradié. Le contréle de |I'hémogramme apres transfusion montre un
taux d'hémoglobine & 10 6%, une hématocrite d 30 %, un VGM a 89,
un CCMH a 34 g/ml, un taux de réticulocytes & 13,4 10°/mm3 soit
0,4 %.

Sur le plan clinique, on note une nette amélioration de |'état général
avec disparition du souffle cardiaque, de la tachycardie, des vertiges
et des céphalées. La sérologie du parvovirus B 19 est positive pour

les IgM et pour les IgG. Ces résultats nous parviennent aprés son



transfert au CHU de Hautepierre a Strasbourg pour bilan d'une
anémie aigué normochrome normocytaire arégénérative. Le nouveau
bilan sanguin réalisé retrouve une bilirubine libre & la limite
supérieure de la normale, une LDH augmentée a 971, une haptoglobine
toujours effondrée inférieure a 0,10 g/l. La ferritine est élevée a
448 ng/ml, I'électrophorese des protéines retrouve des IgA abaissés
d 2,69 g/l. La vitamine B12 est normale a 0,23 picog/I, les folates
plasmatiques abaissés a 3,94 picog/I.

L'examen clinique et les résultats biologiques permettent d'évoquer
le diagnostic de sphérocytose héréditaire, confirmé par I'étude du
VMCS (Volume Moyen Corpusculaire Sphérisé) a 84,1 (# donc
inférieur au VGM. Ce test a la méme fiabilité que I'étude isotopique
de la résistance osmotique globulaire. La détermination par
amplification du gene de la région VP1 du parvovirus B19 est
également positive. La recherche par PCR (Polymerase Chain
Reaction) du cytomégalovirus et de |'entérovirus est négative. Le
caryotype est normal, le médullogramme retrouve une moélle avec
hyperplasie de la lignée érythroblastique et la présence de
sphérocytes et de schizocytes dans le sang périphérique. L'équipe du
Professeur Patrick LUTZ & Strasbourg conclut & une anémie aigué
dlle a une primoinfection par le parvovirus B19 sur fond de
sphérocytose héréditaire non connue auparavant entrainant ainsi une
érythroblastopénie. L'échographie, réalisée a distance, montrera la

présence d'une lithiase vésiculaire sans indication chirurgicale.



L'interrogatoire familial ne retrouve pas d'autres membres porteurs
de sphérocytose héréditaire, mais le pére de Cindy est suivi pour un

syndrome de DUBIN JOHNSON (ictére chronique constitutionnel).



III. ORIENTATION
DIAGNOSTIQUE DEVANT UNE
ANEMIE CHEZ L'ENFANT

A. Diagnostic de I'anémie

1.Les symptomes cliniques de |'anémie

Ils sont en rapport avec la diminution de 'hémoglobine.
- pdleur cutanéo-muqueuse
- signes d'hypoxie tissulaire (asthénie, dyspnée deffort, vertiges,

céphalées, tachycardie, angor d'effort).

2. Le diagnostic biologique

Il repose sur 'hémogramme. Un enfant est anémique lorsque le taux
d'hémoglobine est de 2 6/100 ml inférieur a la moyenne de son dge. Il
faut toujours tenir compte de I'état d'hydratation d'un enfant avant

d'interpréter le taux d’hémoglobine.



3. Le diagnostic étiologique

La découverte d'une anémie conduit d rechercher son étiologie,
I'enquéte est orientée par plusieurs parameétres :

- 'hémogramme complet avec VEM, CCMH et taux de réticulocytes

- le mode d'installation du syndrome anémique

- I'examen clinique a la recherche d'un ictére, d'un purpura, d'une
hépatosplénomégalie, d'adénopathies périphériques

- ldge de l'enfant, son ethnie, ses antécédents personnels et

familiaux.

On peut schématiquement distinguer trois types d'anémie :
- les anémies microcytaires
- les anémies normo ou macrocytaires, arégénératives

- les anémies normo ou macrocytaires, régénératives.

B. Les anémies microcytaires

Une anémie est microcytaire quand le VGM est inférieur ou égal a 80

n®. Elles sont souvent hypochromes. Une hypochromie a la méme
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signification qu'une microcytose. Le dosage du fer sérique, de la
sidérophilline et du coefficient de saturation permet de distinguer

les anémies hyposidérémiques des anémies hypersidérémiques.

1. Anémies hypochromes hyposidérémiques par

carence martiale

CCMH inférieur ou égal a 0,30
fer sérique inférieur ou égal a 60 n6/100 ml
sidérophilline supérieure ou égale a 350 né

les réticulocytes sont normaux ou bas.

C'est I'anémie la plus commune chez les nourrissons. Elle est moins
fréquente aujourd’hui du fait de la prise en charge thérapeutique

préventive.

a) Etiologies des anémies hypochromes du

nourrisson

(1)  Réduction du capital férique a la
naissance
- prématurité : le nourrisson ne bénéficie pas de la période ou le
passage trans-placentaire du fer est maximal (c'est-a-dire au 3 éme

trimestre de gestation)
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- gémellité
- ligature précoce du cordon ombilical

- multiparité.

(2)  Exagération des besoins

Elle concerne toute croissance anormalement rapide (prématurité,

dysmaturité) et toute demande exagérée en hématies (cardiopathie

cyanogene).

(3)  Insuffisance des apports

- régime lacté exclusif prolongé

- troubles de l'absorption du fer par diarrhée chronique (intolérance

au gluten)

“4) Spoliation sanguine post-natale
- syndrome hémorragique du nourrisson insuffisamment compensé

- préléevements sanguins multiples
- hémorragies minimes répétées: par exemple au cours des

malpositions cardio-tubérositaires ou des troubles de 'hnémostase.

) Cause exceptionnelle

Déficit congénital en transferrine.
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b) Etiologies des anémies hypochromes chez

le grand enfant

1) Chlorose des jeunes filles

Il s'agit d'une anémie probablement liée a lintrication de plusieurs
phénomeénes : alimentation plus ou moins bien équilibrée, période de
croissance, regles abondantes.

De plus en plus rare, elle céde au traitement martial.

2) Heémorragies digestives
- Par processus tumoral, rare chez I'enfant

- Diverticule de Meckel

- Par angiomatose de Rendu-Osler (on recherche les stigmates au

niveau des doigts, des muqueuses linguale et nasale).

(3)  Hémosidérose pulmonaire

Le diagnostic est fait par I'existence d'hémoptysies a répétition, par
une radiographie pulmonaire évocatrice, et par la recherche de

sidérocytes dans le liquide de tubage gastrique.

(4)  Geophagie

Rare en France.
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2. Anémie hyposidérémique inflammatoire

Fer sérique inférieur ou égal a 60 nG/100 ml

Sidérophilline inférieure ou égale @ 300 uG.

Une anémie hypochrome et/ou microcytaire peut survenir au cours
d'infections rares, de néoplasie, de rhumatisme articulaire. La
capacité de saturation de la sidérophilline est normale (300 pu6) alors
qu'elle est élevée au cours des carences et saignements. La ferritine

sérique est normale ou augmentée.

3. Anomalies microcytaires, normo ou

hypersidérémiques

Elles se définissent par un fer sérique supérieur ou égal a 140

nG/100 ml avec sidéroblastose excessive et relevant d'un trouble de

I'utilisation du fer.

a) La Béta-thalassémie mineure

Elle est d'une grande fréquence chez les méditerranéens et les noirs.
On doit I'évoquer devant toute microcytose isolée et la confirmer par
une hémoglobine A2 et/ou hémoglobine F qui sera élevée a
I'électrophorése (la béta-thalassémie majeure se révéle dans la

premiére année de la vie par une anémie avec hémolyse et

hépatosplénomégalie).
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b) Les anémies sidéroblastiques acquises

- saturnisme et intoxication par les fluorures
- anémies dites pyridoxinosensibles amélioriées par des doses
importantes de vitamine B6

- anémies sidéroblastiques familiales n'‘atteignant que les garcons.

C. Les anémies normo ou macrocytaires

arégénératives

VGM supérieur ou égal a 85 1.

Taux de réticulocytes inférieur ou égal a 100 000/mm?>.

Elles sont liées soit a :

- une insuffisance médullaire quantitative par aplasie ou hypoplasie
du tissu érythropoiétique

- une dysérythropoiése.

On recherche le mécanisme par un myélogramme mais avant celui-ci
on peut éliminer un certain nombre de diagnostics classiques :

- lanémie inflammatoire (intérét du dosage du fer sérique, de la
sidérophilline et de la recherche dun syndrome inflammatoire
biologique)

- linsuffisance rénale

- linsuffisance thyroidienne.
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1. Anémie par insuffisance médullaire

a) Erythroblastopénie aigué

- érythroblastopénies des anémies hémolytiques constitutionnelles
liées a une surinfection par le Parvovirus B19 (intérét de la sérologie
Parvovirus B19), en particulier dans la sphérocytose héréditaire,
sujet de notre étude

- érythroblastopénies aigués virales (VIH, hépatite virale)

- érythroblastopénies aigués médicamenteuses (chloramphénicol)

- autres causes : Kwashiorkor, insuffisance rénale aigué

- idiopathiques.

b) Maladie de Blackfan-Diamond

C'est une anémie normo ou macrocytaire normochrome arégénérative,
sans atteinte des autres lignées.
Le début est précoce (6 premiers mois de la vie).

L'hémogramme montre une anémie trés profonde au moment du

diagnostic avec réticulocytose nulle.

Il existe souvent des malformations associées (25 % des cas):

pouces a triphalanges, phénotype turnérien.

Le médullogramme montre une atteinte unique de la lignée

érythroblastique.
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Dans la moitié des cas, I'anémie se corrige avec la corticothérapie
(doses d'entretien). En l'absence d'efficacité, la survie n'est possible

que grdce a des transfusions répétées.

c) Les anémies au cours des aplasies

médullaires

L'anémie s'associe aux manifestations hémorragiques conséquences
de la thrombopénie et de la fievre liée a l'infection.

- tantdt le myélogramme est pauvre. Il faudra rechercher une cause
a laplasie: génétique (maladie de Fanconi), toxique (médica-
menteuse), infectieuse (hépatite virale), idiopathique

- tantot le myélogramme est riche, envahi par des cellules
leucémiques (lymphoblastiques, myéloblastiques ou monoblastiques)
ou extra-hématopoiétiques (métastases de sympathoblastome)

- lostéopétrose ou maladie d'Albers-Schéonberg (densification
progressive de la corticale des os aboutissant a la disparition des
espaces médullaires et donc de la moélle érythropoiétique)

- dysérythropoiéses constitutionnelles (trés rares).

2. Anémies mégaloblastiques macrocytaires

VGM supérieur ou égal & 120 1’
CCMH normale

Taux de réticulocytes inférieur ou égal a 100 000/mm°.
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Elles sont rares en France. Le déficit responsable en acide folique
et/ou en vitamine B12 est secondaire a une carence d'apport, & un
trouble de l'absorption ou a un défaut d'utilisation. Un blocage de la
synthése d'ADN peut également entrdiner une anémie de ce type.
L'anémie est normochrome et surtout macrocytaire, avec un VGM
supérieur ou égal a 120 u°. Les anomalies associées sont trés
évocatrices, elles portent sur les polynucléaires de taille inégale,
avec des noyaux hypersegmentés.

Le médullogramme montre une moélle riche avec mégaloblastose
caractéristique.

Le dosage radio-immunologique de la vitamine B12 et des folates
précisera la vitamine déficiente.

Il existe 3 grands types d'anémies mégaloblastiques :

a) Anémies mégaloblastiques par carence en

acide folique et en vitamine B12

Elles se rencontrent dans les syndromes carentiels, les
malabsorptions  digestives, les traitements anti-mitotiques
(méthotréxate), anti-comitiaux (hydantoine) et anti-paludéens de

synthese (sulfamides).
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b) Anémies mégaloblastiques par avitaminose

B12 pure

Elles relévent de deux mécanismes :

- maladie de Biermer congénitale : corrigée par administration de

Facteur Intrinseque

- maladie d'Imerslund: Facteur Intrinseque normalement présent,

test de Schiller non modifié. Il existe des anomalies des récepteurs

iléaux.

La vitaminothérapie parentérale est indéfiniment poursuivie.

c) Anémies mégaloblastiques non carentielles

constitutionnelles

déficit en transcobalamine IT

déficit en synthése des bases pyrimidiques
déficit en N5 méthyl tétrahydrofolate réductase
déficit en dihydrofolate réductase

déficit en formino transférase.

D. Les anémies normochromes régénératives

CCMH normal
VGM normal ou un peu augmenté (82-100 °)

Taux de réticulocytes supérieur ou égal & 150 000/mm>.
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La réticulocytose est augmentée. Ces anémies relévent soit d'une
perte excessive en globules rouges (hémorragies aigués) soit d'une

destruction exagérée (hémolyse).

1. Anémies hémorragiques aigués

Habituellement faciles a dépister, le saignement peut étre profond
ou son extériorisation retardée. Il faut penser au diverticule de

Meckel sur l'iléon.
En cas de saignement profond, il peut y avoir une hyperbilirubinémie

de résorption (diagnostic différentiel avec 'anémie hémolytique).

2. Anémies hémolytiques

Habituellement, I'hémolyse se fait dans les cellules réticulaires
donnant une hyperbilirubinémie indirecte et un subictere.

Plus rarement, au cours des hémolyses brutales, la destruction est
intra-vasculaire, il ny a pas dhyperbilirubinémie mais une
hémoglobinémie avec une hémoglobinurie. L'hyperréticulocytose
témoigne de l'effort de compensation médullaire (au cours de toute
anémie hémolytique, peuvent exister des épisodes d'érythro-

blastopénie transitoire avec réticulocytose basse ou nulle : syndrome

d'Owren Gasser.
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La suspicion d'une anémie hémolytique impose divers examens avant
tout traitement :

- frottis sanguin d la recherche d'une anomalie de la forme du globule
rouge (microsphérocytes, schizocytes...)

- test de Combs

- azotémie, bilirubinémie

- électrophorese de I'hémoglobine

- en dehors du contexte d'urgence, mesure de la résistance des
globules rouges

- prélévements maintenus a 4 °C si dosages enzymatiques ultérieurs.
Le mécanisme des anémies hémolytiques est soit lié a une fragilité
extrinseque des globules rouges, soit lié a une agression extérieure.
On distingue :

- les anémies par hémolyse intra-corpusculaire

- les anémies par hémolyse extra-corpusculaire.

a) Anémies hémolytiques extra-

corpusculaires

(1)  Syndrome hémolytigue et urémique

Il associe une insuffisance rénale, une hémolyse intra-vasculaire, une
thrombopénie par microangiopathie thrombotique.
L'anémie est régénérative avec schizocytose.,

Le pronostic est dominé par la sévérité de 'atteinte rénale.
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(2)  Anémies hémolytiques immunologiques
Le début est brutal et 'anémie intense. Le diagnostic repose sur le

test de Coombs.
Les anémies auto-immunes sont le plus souvent idiopathiques et

aigués et surviennent dans un contexte dinfection virale (MNI,

CMV..).

Un mécanisme immuno-allergique peut étre causé par certains
médicaments (pénicilline, quinine, quinidine).

L'évolution est en général favorable sous corticothérapie.

(3)  Accés de paludisme et certaines
septicémies

Le contexte est évocateur.

b) Anémies hémolytiques intra-corpusculaires

(1) Anomalies de membranes
maladie de Minkowski Chauffard ou sphérocytose héréditaire (sujet

de notre étude)

les autres anémies hémolytiques constitutionnelles par anomalies de

membranes sont rares: élliptocytose, stomatocytose et

acanthocytose.
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(2)  Anomalies de I'hémoglobine

Ce sont les anémies hémolytiques les plus répandues dans le monde :

- drépanocytose ou hémoglobinose S: elle entraine une anémie
hémolytique franche, chronique a [Iétat homozygote, touchant
essentiellement les sujets noirs et mortelle le plus souvent avant la
troisieme décennie.

Le diagnostic est évoqué sur l'aspect en faucilles des globules rouges
et confirmé par l'électrophorese de I'hémoglobine (absence de HbA
et existence d'une HbS).

- thalassémie majeure ou maladie de Cooley : elle est dépistée des
I'dge de 3 mois devant une anémie chez un enfant méditerranéen ou
asiatique.

A lexamen clinique, on retrouve une hépatosplénomégalie, un facies
mongoloide, un retard staturo-pondéral.

L'anémie  est  sévere, hypochrome, microcytaire  avec
anisopoikilocytose. L'électrophorese de I'hémoglobine montre une
baisse de |'hémoglobine A et une augmentation importante de
I'hémoglobine feetale.

Plusieurs anomalies peuvent s'associer: thalassodrépanocytose

classique et grave.
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3) Enzymopathies

Les déficits en glucose 6 phosphate déshydrogénase (G6PD) et en
pyruvate kinase (PK) sont les causes les plus fréquentes d'anémies
hémolytiques par enzymopathie.
En général, la transmission des déficits enzymatiques se fait sur le
mode récessif sauf pour le déficit en G6PD qui est lié au
chromosome X.
Le diagnostic repose sur les dosages enzymatiques qui doivent tenir
compte de la réticulocytose car les réticulocytes sont riches en
enzymes. Un taux d'enzymes normal malgré une réticulocytose élevée
peut tre significatif d'un déficit.
Le déficit en G6PD se présente sous deux aspects :
- le déficit de type noir : forme intermittente avec épisodes aigus
d'anémie hémolytique déclenchés par la prise de féves ou de
sulfamides
- le déficit de type blanc: plus sévére et se manifestant par une
hémolyse chronique.
Le diagnostic est évoqué par la présence de corps de Heinz intra-
érythrocytaires, le traitement est préventif par l'exclusion des
médicaments en cause.

- le déficit en pyruvate kinase est ubiquitaire : il entraine une

hémolyse chronique débutant 16t dans la vie et améliorée par la

splénectomie.
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IV. MALADIE DE MINKOWSKI-
CHAUFFARD

A. HISTORIQUE

Cest en 1871 que VANLAIR et MASIUS ont décrit les premiers
symptémes de la maladie en rapportant l'observation d'une jeune
femme souffrant de gastralgies, d'ictére récidivant et de
splénomégalie avec reconnaissance d'une « microcytémie ». (1)(2)(3)
En 1890, WILSON a observé six membres d'une méme famille qui
présentaient une splénomégalie accompagnée d'un teint subictérique.
L'hypothése du caractére héréditaire est alors posée. (2)(3)

En 1900, MINKOWSKI fait la description clinique de « lictére
chronique héréditaire avec splénomégalie ». (4)

En 1907, CHAUFFARD analyse les relations de la sphérocytose et les
modifications de la résistance osmotique. Il explique la pathogénie de
lictére congénital de ladulte par une destruction importante des
globules rouges, décrit une augmentation de la fragilité globulaire a

'hémolyse par des solutés hypotoniques et la mesure

quantitativement. (5)
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Le réle de la rate dans la physiopathologie de la maladie est suspects.
En 1913, PLATE soupgonne la transmission autosomique dominante.

De nombreux auteurs étudient par la suite la maladie de Minkowski
Chauffard et lui donnent des dénominations variées (3) :

- 1926 : CAMPBELL l'appelle la jaunisse acholurique

- 1931 : NAEGELI l'appelle I'anémie hémolytique constitutionnelle

- 1936 : KRUMBHARR parle d'ictére sphérocytaire

- 1936 : DEBRE et collaborateurs parlent de maladie hémolytique
familiale et prouvent le mode de transmission autosomique dominant

- 1943 : DACIE utilise le nom danémie hémolytique familiale et
montre le caractere corpusculaire de la Iésion. (6)

Cest en 1950, que le comité de nomenclature (Comitee for
Clarification of the Nomenclature of Cells and Diseases of the Blood
and Blood farming organs) adopte le nom de Sphérocytose
Héréditaire. (3)

Des 1922, TILESTON émet l'hypothése que certains ictéres du

nouveau-né peuvent étre l'expression clinique initiale d'une maladie

hémolytique familiale. (7)
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B. DEFINITION

Les différentes étapes de l'historique ont permis de dégager une
définition plus précise de cette maladie : anémie hémolytique
intracorpusculaire dont l'anomalie primitive est inhérente a la
membrane du globule rouge et, qui se traduit par une modification de
forme des globules rouges qui deviennent sphériques alors que
normalement, ils sont biconcaves. Cette définition est basée sur les
faits inconstants suivants (8) :

- hémolyse de transmission autosomique dominante avec présence de
sphérocytes.

- diminution de la résistance globulaire aux solutions hypotoniques.

- augmentation de I'autohémolyse a 37°C corrigée partiellement par
I'adjonction de glucose.

- séquestration splénique préférentielle des hématies marquées au

Chrome 51.
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C. FREQUENCE

La sphérocytose héréditaire est la plus fréquente des maladies
constitutionnelles du globule rouge.

On la retrouve dans toutes les races mais elle prédomine dans la
population blanche.

Rencontrée de fagon plus fréquente dans les populations du Nord de
I'Europe, elle est tres rare dans les populations noires d'Amérique et
d'Afrique.

Elle est aussi décrite en Egypte, aux Philippines et au Japon.

La fréquence aux Etats-Unis est estimée a 1/5000 et en Sueéde a
1/2000. (9)(10)(11)(12)

Dans cette évaluation, il faut tenir compte de la variabilité

d'expression de la maladie allant de I'hémolyse sévére a la forme

latente.
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D. CIRCONSTANCES DE DECOUVERTE

La majorité des cas de sphérocytose héréditaire est diagnostiquée
dans I'enfance ou I'adolescence, surtout entre 5 et 10 ans.

Mais du fait de la grande variabilité clinique, elle peut étre
découverte a tout dge, depuis la période néonatale jusqu'au troisieme
dge.

Les circonstances de découverte de la maladie sont trés variables et
sont fonction de l'age de survenue et de la sévérité de |'atteinte.
Dans 80 % des cas, elle se révele par une anémie hémolytique avec
pdleur, ictere, splénomégalie (isolés ou associés), ou par une crise de
déglobulisation. Le diagnostic peut €tre porté dés la naissance chez
un enfant avec un ictére néonatal et une anémie sévere nécessitant
des transfusions répétées. (13)

Souvent, le diagnostic est fait dans la petite enfance suite a des
examens systématiques quand il existe une atteinte d'un des parents
ou d'un membre de la fratrie.

Enfin, du fait de sa bonne tolérance, la sphérocytose héréditaire
peut n'étre diagnostiquée qu'd un dge avancé.

50 % des adultes atteints auraient présenté un ictére néonatal eft,
dans la majorité des cas, le diagnostic n'a été porté que beaucoup

plus tard. (11)
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E. MANIFESTATIONS CLINIQUES

1.Ll'anémie

Elle est habituellement modérée, d'intensité variable d'un sujet a
fautre.

Dans les formes atténuées, elle est compensée par I'augmentation de
I'érythropoieése.

Elle peut s'aggraver brutalement lors de poussées évolutives avec un
risque de décompensation cardiaque.

Le nombre des globules rouges est en moyenne de 3,5 millions/mm?®.
Le taux d'hémoglobine varie d'un patient a l'autre mais varie aussi
dans le temps chez un méme patient. Le VGM est soit normal, soit un
peu bas. (11) (13)

La concentration corpusculaire moyenne en Hb (CCMHDb) est le plus
souvent augmentée entre 35 et 39 %.

Le taux des réticulocytes est toujours aug'—menfé. (8)(11)(14)

Un faible pourcentage d'‘érythroblastes circulants est parfois
rencontré dans les poussées évolutives.

Le myélogramme, inutile au diagnostic, montrerait une moélle tres
riche avec une érythroblastose médullaire compensatrice
cytologiguement normale. (15) Parfois, on note une moélle
mégaloblastique par carence relative en folate consécutive a

I'augmentation des besoins pour I'érythropoiese. (8) (14)
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Par ailleurs, le nombre des plaquettes est normal, celui des
leucocytes normal ou légérement augmenté.
L'hémogramme peut également montrer une hyperleucocytose avec

polynucléose et thrombocytose d'entrainement en cas de grande

hémolyse aigué.

2.L'ictere

Signe prépondérant de la période néonatale (50 % des adultes
atteints ont présenté un ictére néonatal), il ne s'accompagne d'aucun
signe de rétention biliaire. (13)(16) L'ictére, intermittent, est majoré
par :

- une exposition au froid

- un choc émotionnel

- une grossesse.

Il peut Etre inapparent malgré une biologie d’hyperhémolyse. Seule la
bilirubine non conjuguée (libre) est augmentée. Cette hyper-
bilirubinémie induit une urobilinurie et une augmentation du
stercobilinogene fécal.

L'hémolyse est intratissulaire et se fait préférentiellement au niveau
de la rate mais il existe une faible part d'hémolyse intravasculaire
entrainant une légere augmentation de I'hémoglobinémie et donc une

diminution de la concentration en haptoglobine.
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3. La splénoméqalie

La rate est le siéege préférentiel de I'hémolyse. Elle est
hypertrophiée chez 75 a 82 % des sujets atteints. Asymptomatique,
elle peut se manifester par une sensation de pesanteur ou par de
violentes douleurs.

Elle varie en taille avec les poussées ictéro-anémiques de la maladie.
En général, elle est tout juste palpable mais peut prendre des
dimensions considérables (jusqu'a atteindre lombilic ou la créte
iliaque).

Cette splénomégalie est lisse, ferme, non douloureuse a la palpation.
Elle n'est génératrice d'aucune complication. (14)(17)(18)

Il n'y a pas de corrélation entre la taille de la rate et la sévérité de la
maladie. (17)

L'hépatomégalie doit faire suspecter une complication ou une erreur

de diagnostic.

4. Signes cliniques chez le nouveau-né

L'ictere est le plus souvent précoce. Il débute dés les premiéres
heures de la vie, parfois seulement au 2 éme ou 3 eme jour, plus
rarement en fin de premiére semaine.

Il possede tous les caracteres d'un ictere hémolytique, méconium et
selles de couleur normale, urines claires sauf en cas dhémolyse tres

intensive (augmentation de I'urobilinurie).
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Cet ictére peut tre isolé et la pdleur cutanéo-muqueuse inconstante.
Le foie et la rate sont en général normaux, la splénomégalie
n'apparait de fagon inconstante chez le nouveau-né que dans les

premiéres semaines ou mois suivants.

F. EVOLUTION ET COMPLICATION

L'évolution spontanée de la sphérocytose héréditaire est tres
variable. Les formes graves découvertes dans la plupart des cas
pendant 'enfance entrainent une mauvaise tolérance et représentent
20 % des cas, selon IZRAEL et collaborateurs. (11)

Dans la majorité des cas, la tolérance est satisfaisante du fait d'une
hémolyse moyenne compensée.

Dans 15 %, I'affection est méme trés bien supportée, pouvant passer
inapercue et n'étre découverte que fortuitement,

Il faut garder a l'esprit que tout comme les formes mal tolérées, les
formes atténuées sont exposées a des complications, en particulier
les crises de déglobulisation et les lithiases pigmentaires. La

splénectomie est alors indiquée. (11)(12)
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1. Complications propres au nouveau-né

a) L'ictére nucléaire

Il s'agit d'une complication gravissime quand ['hyperbilirubinémie
atteint des taux supérieurs a 340 micromoles/l. La bilirubine libre
diffuse a travers la barriere hémocérébrale, quitte rapidement le
sérum et se fixe dans les tissus riches en lipides, particuliérement au
niveau des noyaux gris centraux (qui est une zone a haute activité
métabolique et d forte consommation en oxygene). (19)

Les manifestations initiales de lictere nucléaire sont des
modifications du tonus, avec léthargie et apparition d'un cri aigu.

Puis apparition d'une hypertonie permanente avec spasticité et
incurvation du rachis, enroulement des membres et mouvements
oculaires anormaux (regard en « coucher de soleil »).

Le pronostic vital est engagé.

En cas de survie, les séquelles sont graves et les Iésions
neurologiques irréversibles :

- un syndrome choréo-athétosique.

- des troubles de la marche et de ['équilibre.

- une surdité.

- une paralysie oculaire.

- une dysplasie dentaire.

- un retard mental.
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b) Séquelles auditives

Méme sans atteindre les taux pouvant réaliser un ictére nucléaire,
I'hyperbilirubinémie peut entrainer des séquelles auditives.

Le dépistage de cette complication se fait par les potentiels évoqués
auditifs (PEA).

Cette atteinte est le plus souvent réversible dans la majorité des

cas. (19)(20)

c) Les surinfections microbiennes

Trés fréquentes en période néonatale et dans la petite enfance avec
atteinte des voies aériennes supérieures et de la sphere ORL, ces
épisodes infectieux sont parfois graves, par leur intensité et leur

répétition. Le pronostic vital peut Etre mis en jeu. (8)(11)(12)(21)

d) Les lésions dermiques d'érythropoiése

extramédullaire

Décrites chez le nouveau-né, ce sont des Iésions maculaires ou
papulaires purpuriques rouge-bleu, de 2 & 8 mm de diamétre,
disséminées sur tout le corps. Elles correspondent a la persistance ou

a l'accentuation de l'activité érythroblastique dermique de la période

feetale. (22)
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2. Complications hématologiques

Les crises de déglobulisation sont les manifestations caractéristiques
et habituelles de la sphérocytose héréditaire. Elles apparaissent
aussi bien dans les formes atténuées (étant parfois un mode de
révélation) que dans les formes anémiques chroniques.

Elles constituent une cause considérable de morbidité par leur
sévérité et leur fréquence de survenue,

Elles relevent soit d'un mécanisme d'hyperhémolyse brutale, soit

d'une aplasie médullaire transitoire.

a) Les crises hémolytiques aigués

Elles sont le résultat d'une exacerbation brutale de I'hémolyse des
globules rouges déclenchée a l'occasion d'une infection intercurrente,
virale ou bactérienne.

Cliniquement, elles se manifestent par :

- une altération de I'état général.

- une fievre.

- une majoration de lictére.

- des douleurs lombaires et abdominales (parfois dallure pseudo-
chirurgicale).

- des nausées et des vomissements.

- une splénomégalie accentuée qui devient sensible.
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Biologiquement, une anémie importante appardit avec des signes
d'hyperdestruction globulaire et parfois une hémoglobinémie ainsi
qu'une hémoglobinurie. L'hyperréticulocytose est majeure.

L'évolution aprés transfusion est habituellement favorable. Cette
transfusion n'est pas toujours nécessaire. Ainsi, dans les formes

atténuées, |'évolution des crises est résolutive en une dizaine de

Jours.

b) Les crises aplasiques : le syndrome

d'OWREN-GASSER

Ces crises aplasiques sont moins fréquentes que les précédentes et
touchent particulierement les enfants.

Elles résultent d'une aplasie médullaire transitoire connue sous le
nom d'érythroblastopénie ou syndrome d'Owren-Gasser.

Le responsable de cette érythroblastopénie a été identifié comme
étant le Parvovirus humain B19 lors de son premier contact avec
I'organisme (le plus souvent chez I'enfant) provoquant une hypoplasie
érythroblastopénique brutale et intense et donc une anémie aigué
arégénérative d'une dizaine de jours, qui passe inapergue chez le
sujet sain (du fait d'une durée de vie normale des globules rouges).
Par contre, chez le sujet a durée de vie réduite des globules rouges,
il révéle les anémies hémolytiques chroniques dont le plus fréquent

est la sphérocytose héréditaire.
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La crise érythroblastopénique est le plus souvent précédée par des
manifestations rhinopharyngées ou des voies aériennes supérieures,
un état pseudogrippal avec arthralgies.

Il n'y a ni recrudescence de l'ictére, ni de la splénomégalie.
Biologiquement, on observe :

- une anémie normochrome normocytaire avec parfois une
granulopénie et une thrombopénie voire un syndrome mononucléosique
mineur.

- un taux de réticulocytes tres bas voire nul.

- le myélogramme est inutile mais confirmerait une atteinte
préférentielle de la lignée érythroide.

- apres 10 jours, appardit une crise réticulocytaire avec myélémie,
polynucléose et thrombocytose.

L'évolution spontanée se fait vers la guérison en 10 a 15 jours mais

I'intensité de I'anémie nécessite souvent des transfusions.

3. Autres complications

a) Lithiase biliaire pigmentaire

Il s'agit d'une lithiase pigmentaire de bilirubinate de calcium. Elle est
fréquente dans la sphérocytose héréditaire et dans les autres types
d'anémie chronique hémolytique.

La probabilité d'apparition d'une lithiase biliaire augmente avec

Idge, mais peut s'observer chez 'enfant des l'dge de 3 ans. (23)(24)
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L'incidence est de 30 % en moyenne chez l'adulte et de 10 % chez
I'enfant.

La lithiase biliaire est le plus souvent vésiculaire mais elle peut étre
située au niveau du canal cholédoque de fagon non exceptionnelle.
Chez l'enfant, cette lithiase biliaire est de découverte fortuite le
plus souvent. (28)

Chez l'adulte, elle se manifeste par des coliques hépatiques (parfois
mode de découverte de la sphérocytose héréditaire). (25)
L'échographie, d la recherche d'une lithiase biliaire, fait partie du
bilan chez les patients devant étre splénectomisés et son existence
est d elle seule une indication de splénectomie associée a une
cholécystectomie. (25)

Une lithiase biliaire peut se compliquer d'angiocholite : la choléstase
peut se rajouter d un ictére hémolytique (hyperbilirubinémie libre).
Devant un ictére & bilirubine mixte, il faut penser a une lithiase

cholédocienne et a une hépatite post-transfusionnelle. (15)

b) Hyperplasie érythropoiétique

extramédullaire et anomalies osseuses

(1)  Hétérotopies médullaires médiastinales

Elles sont caractérisées par leur siége postéro-inférieur, leur aspect

bilatéral « & cheval sur le rachis » d la radiographie.

39



Les épreuves isotopiques au fer 59 permettent d la fois le diagnostic
d'anémie hémolytique et de lactivité hémopoiétique des sites
d'hétérotopie médiastinaux. La ponction biopsie ou aspiration permet

de confirmer le diagnostic. (29)

2) Les manifestations osseuses de la
sphérocytose héréditaire
Elles sont communes aux anémies hémolytiques chroniques et
témoignent d'une augmentation de [|‘érythropoiese et du dévelop-

pement réactionnel du tissu hématopoiétique de la moélle osseuse.

(a) Les anomalies des membres

L'hématopoiese siege au niveau des extrémités chez le nourrisson et
dans les os longs (fémur) chez les petits enfants.

On observe :

- une ostéoporose diffuse.

- une modification de la morphologie des os avec aspect
quadrangulaire des os tubulaires des mains et des pieds, aspect en
« flacon d'Erlenmeyer » du fémur.

- un retard d'apparition des points d'ossification. On peut remarquer
qu'au cours de la croissance, le siege de 'hématopoiese se modifie et

les anomalies se réparent.
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(b) Les modifications crénio-faciales

Elles apparaissent dés la 2 éme année, et sont plus nettes aprés 5 ans
et résultent d'une hémolyse permanente.,

. Les anomalies du crdane touchent initialement la volite au niveau
frontal puis pariétal. La proéminence des os du crdane lui donne un
aspect turriforme.

. A la radiographie, on retrouve un élargissement du diploée avec
amincissement des tables internes et externes. Ces modifications lui
donnent un aspect en « poils de brosse »,

Les anomalies de la face se traduisent par une hypertrophie des os
malaires et maxillaires supérieurs donnant un facies dysmorphique a
un stade avancé avec :

X un front large avec saillie des bosses frontales

X des pommettes hautes et saillantes

X un hypertélorisme avec parfois un épicanthus

X un aspect « mongoloide ».

. Quand I'hémolyse est importante, on observe des anomalies
dentaires : coloration anormale de I'émail (rose, brun, jaune) et des

anomalies de l'occlusion dentaire (environ 5 % des cas selon IZRAEL).

(11)(26)
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¢) Anomalies de la croissance et de la

puberté

Elles se retrouvent dans les formes graves non splénectomisées qui
s'accompagnent d'un retard staturo-pondéral important avec des
déformations crdnio-faciales et des altérations osseuses.

On retrouve une tendance au retard de croissance staturo-pondérale
et pubertaire avec retard intellectuel et des troubles du caractére
(ces derniers sont une conséquence de I'hémolyse et disparaissent
apres la splénectomie).

Actuellement, ces manifestations sont occasionnelles. (14)

d) Les ulcéeres de jambes

Complication classique mais rare (10 % dapres BOUSSER et
collaborateurs) (26) de la sphérocytose héréditaire, elle peut parfois

révéler la maladie. (14)

Ces ulceres sont (30)(31) :

sans étiologie locale (sans cause neurologique ou vasculaire).

- présents chez l'adulte jeune trés rarement chez I'enfant.

- localisés au niveau des jambes, bilatéraux, en région malléolaire.

- peu suintants mais trés hémorragiques, le plus souvent douloureux.

- résistants a toutes thérapeutiques locales ou générales.
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- guéris par la splénectomie avec persistance de cicatrices

sidérosiques.

Leur pathogénie est incertaine.

e) Complications rares

§ Une maladie dégénérative de la moélle épiniere d'évolution
lentement progressive apparaissant apres 50 ans avec un processus
démyélinisant a été décrite chez un petit nombre de malades. Elle
pourrait résulter d'une anomalie de la spectrine. (14)

§ Hémosidérose et hémochromatose et de multiples maladies
endocriniennes de surcharge : dues a la surcharge en fer
conséquence de 'hémolyse et de multiples transfusions. (14)

§  Une hypergammaglobulinémie et une gammapathie monoclonale :
'hypothése, selon laquelle la stimulation chronique du systéme
réticulo-endothélial serait a [lorigine de la transformation
néoplasique des immunocytes a été émise. (14)

§ Une thrombose de la veine porte et des varices oesopha-
giennes. (14)

§  Un carcinome primitif de la vésicule chez un patient de 36 ans a
été rapporté. (14)

§  Quelques rares cas d'ischémie cérébrale ont été observés. (32)

§  Stries angoides.
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6. LE DIAGNOSTIC

Le diagnostic de la sphérocytose héréditaire repose sur 2 critéres :
- la mise en évidence d'un syndrome hémolytique

- le diagnostic spécifique d'espece.

1.Le syndrome hémolytique

a) Anémie

En l'absence de crise hémolytique ou d'érythroblastopénie, elle est en
général modérée.

. la numération globulaire est de l'ordre de 3 a 4 millions/mm?

. le tfaux d'hémoglobine varie de 8 a 11 g/100 ml

. lanémie est normochrome

. le volume globulaire moyen (VGM) est conservé avec une surface
membranaire qui est diminuée. L'anémie est normocytaire. (6)(11)
L'anémie peut manquer ou étre discrete d cause de I'hyperactivité

médullaire qui compense plus ou moins 'hémolyse. (33)

b) Signes de régénération globulaire

On note une compensation de la destruction périphérique excessive

des hématies par la moélle osseuse.,
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Les signes de régénération globulaire peuvent étre au premier plan
avec une érythroblastémie et une ré’riculocy’rose élevée. La moyenne
de réticulocytose est située entre 10 et 15 %. (8) La recherche d'une
hyperréticulocytose est un excellent test. (11) Le myélogramme n'est
pas utile au diagnostic mais montrerait une moélle tres riche avec une
érythroblastose de |'ordre de 45 a 70 % voire jusqu'a 90 %. (15)

On peut observer une moélle mégaloblastique par carence en folates

due d I'augmentation des besoins par I'érythropoiese.

c) Signes d’hyperdestruction érythrocytaire

On retrouve :

- une augmentation de la bilirubine « non conjuguée » ou libre entre
20 et 40 micromoles/l (GALACTEROS). (34) Il y a un risque d'ictere
nucléaire chez le nouveau-né.

- une augmentation discréte du fer sérique.

- une diminution du taux d'haptoglobuline (sans valeur en période
néonatale) (35).

- la glycuroconjugaison hépatique est maximale d'od une augmen-

tation du stercobilinogene fécal et de l'urobiline.
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2. Diagnostic spécifique d'espéce

a) Sphérocytose

La sphérocytose est la caractéristique morphologique de la maladie
mais n'est pas spécifique de la sphérocytose héréditaire. (8)

Elle est retrouvée également dans d'autres désordres hémolytiques
(incompatibilité ABO, infection néonatale ou anémie hémolytique
autoimmune). (35)(36) Elle peut €tre masquée par une réticulose
importante. Les globules rouges apparaissent sur les frottis sanguins
comme (8) :

- des hématies denses, sans pdleur centrale (I'épaisseur corpusculaire
est de 3,5 a 4 micromoles selon BOIVIN) (8).

- des hématies de petits diametres de 6 d 7 microns.

- leur volume est conservé mais ils ont perdu leur forme biconcave
(ils sont sphériques).

Cet aspect cellulaire sphérique lui valut autrefois le nom de micro-
sphérocytose.

La sphérocytose varie d'un individu a lautre et de fagon non

exceptionnelle chez un méme sujet d'une période d l'autre. (8)
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b) Etude de la résistance globulaire
osmotique ou RGO ou test de fragilité

osmotique (FO)

Ce test mesure la capacité des globules rouges a augmenter leur
volume quand ils sont soumis a des degrés d’hypotonie variables.
Normalement, les globules rouges sont capables d'augmenter leur
volume d'environ 70 % avant qu'une lyse ne se produise.

Les sphérocytes sont lysés pour des concentrations salines plus
élevées que les cellules normales.

La diminution de la résistance globulaire aux solutions hypotoniques,
reflet de la sphéricité des érythrocytes, est corrélée d l'intensité de
la sphérocytose.

Elle est non pathognomonique de la maladie car elle s‘observe
également dans les anémies hémolytiques autoimmunes et dans
I'élliptocytose héréditaire.

Cest un bon critére diagnostique au cours des hémolyses
constitutionnelles et cette diminution de la RGO serait présente dans
90 % des cas de maladie de Minkowski Chauffard. (8)

L'échantillon sanguin du sujet présumé porteur de sphérocytose
héréditaire est testé en méme temps que celui d'un témoin,

Les concentrations en sodium des solutions salines utilisées

varient de 0,1a 0,9 g/ .
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Aprés avoir mis les échantillons en suspension dans des solutions
d'osmolarité décroissante, aprés centrifugation et aprés 30 mn
d'incubation d& 20 °C, on mesure le pourcentage d'hémoglobine en
solution par la densité optique a 540 nanometres du surnageant.

De nombreuses variances techniques existent portant soit sur la
préparation des solutions de NaCl, soit sur [lappréciation de
'hémolyse. Les résultats sont exprimés (3) :

- en concentration saline pour laquelle I'hémolyse a commencé
(hémolyse initiale). Pour un sujet sain, la valeur normale est de 5 °/,,.
- en concentration saline pour laquelle I'hémolyse est complete
(hémolyse totale). Pour un sujet sain, la valeur normale est de 3 °/,.
Un autre mode d'expression des résultats obtenus consiste a tracer
la courbe d’hémolyse en fonction des concentrations salines. On se
référe aux concentrations responsables d'une hémolyse & 10 %, 50 %
et 90 %. On compare aux valeurs du témoin.

L'hémolyse a 50 % se produira pour des solutions plus concentrées, on
observera donc une déviation vers la droite de la courbe du patient
par rapport a la courbe témoin.

Par ailleurs, il existe une corrélation entre la sévérité des mani-
festations cliniques et l'augmentation de la fragilité osmotique. (37)
Le test peut €tre négatif ou douteux dans 20 a 30 % des cas dans les
formes bénignes de la sphérocytose héréditaire et chez le nouveau-
né. (38) Chez ce dernier, la sensibilité du test de résistance

globulaire osmotique (RGO) avant incubation est diminuée, car les
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globules rouges feetaux sont osmotiquement plus résistants que les
érythrocytes adultes.

Dans ce cas, la sensibilité du test peut €tre augmentée par la mesure
de la RGO aprés incubation a 37°C pendant 24 H.

Quand le sang est en incubation & 37°C, les globules rouges
continuent d métaboliser du glucose pour produire [énergie
nécessaire au maintien de leur morphologie. Ces conditions sont moins
bien supportées par les sphérocytes (baisse plus rapide de leur
surface, augmentation plus rapide de leur volume par hydratation
cellulaire). La méthode d'‘étude de la fragilité osmotique apres
incubation est la méme que décrite précédemment (les conditions
d'aseptie rigoureuse sont importantes car la contamination

bactérienne augmente la lyse).
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c) Autohémolyse

Par rapport a des globules rouges normaux, les sphérocytes incubés a
37°C dans leur propre plasma ont une autohémolyse augmentée a 24 h
et surtout a 48 H.

Elle est corrigée par ladjonction de glucose ou d'ATP (besoin
énergétique accru des globules rouges pathologiques). Cette
correction peut toutefois manquer surtout s'il existe un pourcentage
important de microsphérocytes. Ce test est trés sensible mais peu

spécifique (il est peu utilisé en routine).
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Courbes de résistance globulaire osmotique chez un patient atteint

de sphérocytose héréditaire
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d) <« Glycérol Lysis Test » (39) - « Acidifed
Glycerol Lysis Test » (AGLT) (40) -
« Acidifed Glycerol Lysis Test modifié » (41)

La composition lipidique de la membrane est un déterminant majeur
de la perméabilité au glycérol et au taux de NaCl auquel la cellule va
étre lysée lors de son exposition au glycérol.

Le principe du test est basé sur le fait que la pénétration de l'eau
dans les globules rouges est ralentie par I'adjonction de glycérol.

On mesure le temps nécessaire a l'apparition de la lyse osmotique
c'est-a-dire le temps pour que la densité optique (DO) chute de
moitié par rapport a sa valeur initiale : AGLT 50 (les valeurs normales
sont supérieures a 1500 s, dans la sphérocytose héréditaire elle est
de 50 s). On fait toujours une comparaison avec un échantillon
témoin. Le test AGLT est sensible a 100 % et peu coliteux, mais sa
reproductibilité d'un laboratoire & un autre est mauvaise (instabilité
du pH de la solution isotonique due au développement de
microorganismes pendant le stockage a 4°C). Sa spécificité est faible
(il existe de faux positifs en cas d'anémie hémolytique, d'insuffisance

rénale et de grossesse).

e) Le Pink test (42)

Cest un test permettant létude de la fragilité osmotique en

utilisant une solution différente de celle utilisée dans les tests
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cités ci-dessus mais contenant du NaCl et du glycérol. L'osmolarité
est fixe a 290 milliosmoles. Le pH est stable a 6,6.

Le test est réalisé sur du sang frais (moins de 3 H) et se fait en
comparaison d'un échantillon témoin.

On met en contact les globules rouges avec la solution spécifique et
aprées 30 mn dincubation a température ambiante, on centrifuge
'ensemble a 2000 tours/mn pendant 7 mn. On mesure la densité
optique du surnageant par spectrophotométrie a 540 nm et on définit
ainsi la premiere absorbance.

On détermine la deuxiéme absorbance aprés adjonction dans le milieu
de 2 a 3 gouttes de Triton X 100 et un délai d'attente de 5 mn. On

. : o 1g 1 ére absorbance
détermine alors le rapport 7% hémolyse = x 100

2 éme absorbance

Les valeurs d'un résultat normal sont comprises entre O % et 28,5 %,
le test est pathologique si le résultat est supérieur a 285 %. La
technique est reproductible, simple, rapide moins colteuse que
AGLT. Le test est trés sensible (100 %) mais il existe des faux
positifs quand il y a élliptocytose, anémie hémolytique autoimmune,
insuffisance rénale chronique, et chez 40 % des femmes enceintes au
troisiéme trimestre. La spécificité est de 97 % mais il existe de faux
négatifs chez le nourrisson de moins de 4 mois dus a I'hémoglobine

feetale et en cas de Bétathalassémie.
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f) Test de cryohémolyse (43)(44)(45)

Il s'agit d'un test décrit pour la premiére fois en 1985 qui permet de
mesurer I'hémolyse des globules rouges placés dans des solutions
hypertoniques aprés exposition d des températures basses (0°C).

Les sphérocytes placés dans les solutions hypertoniques sont plus
sensibles que les globules rouges normaux d des variations brutales
de température.

Comparé aux tests précédemment décrits, le test de cryohémolyse
est plus rapide, sa sensibilité et sa spécificité sont de 100 %. Il est
moins colteux.

D'apres STREICHMAN (44)(45), les tensions imposées au squelette
membranaire lors du changement de température, met en jeu des
protéines impliquées dans les interactions verticales et permet
d'identifier les patients asymptomatiques chez lesquels une réduction
de surface par rapport au volume est trop faible pour étre détecté

par le test de fragilité osmotique.

g) Etude isotopique de la durée de vie des

globules rouges

Elle se fait par marquage des érythrocytes au Chrome 51 (Cr 51).

Elle permet de révéler :
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- une diminution de la vie des hématies d'environ 50 % (diminution de
la demi-vie apparente des globules rouges entre 10 et 15 jours pour
une valeur normale a 30 jours) (8)(12).

- une destruction sélective des globules rouges au niveau splénique
signant I'hémolyse splénique.

On peut également utiliser le Fer 59 qui permet surtout d'étudier
I'érythropoiese.

Cette étude n'est pas nécessaire quand la sphérocytose héréditaire
peut étre affirmée avec certitude du fait d'un contexte familial
caractéristique mais elle est indispensable dans les cas sporadiques.
(12) Les explorations isotopiques ne sont cependant pas adaptées d la

période néonatale.
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h) Electrophorése des protéines de la

membrane du GR

La sphérocytose héréditaire correspond a une pathologie de la
membrane des globules rouges et plus particulierement de son
cytosquelette.

La technique introduite par FAIRBANKS et collaborateurs (46) plus
perfectionnée par LAEMLI et collaborateurs (47) a pour but de
séparer sur un méme gel (gel de polyacrylamide Sodium-Dodecyl-
Sulfate (SDS)) les protéines majeures de la membrane
érythrocytaire afin de calculer leur pourcentage respectif.

On peut alors quantifier chacune des protéines pour une étude
densitométrique sur gel et mettre en évidence les anomalies
moléculaires primitives inductrices dhématies dysmorphiques
(sphérocytes, érythrocytes, ovalocytes..) et de maladies hémo-
lytiques.

Ces protéines anormales pourront €tre par la suite identifiées par la
technique du WESTERN BLOT.

Les échantillons et solutions doivent €tre maintenus en permanence
a 4°C.

Cette technique comprend plusieurs étapes, elle se réalise toujours

en comparaison avec un sujet sain testé :
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1) Extraction des protéines totales de /a
membrane érythrocytaire
Apres élimination des GB, les érythrocytes sont lysés (lyse ménagée
osmotique et chimique) puis subissent une ultracentrifugation et un
lavage jusqu'd obtenir une membrane blanchdtre (membrane

érythrocytaire).

) Un dosage des protéines membranaires

par méthode colorimétrigue

3) Une dissociation des protéines
membranaires
obtenue par adjonction de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) détergeant
ionique qui déroule les protéines en chdines polypeptidiques allongées.
Son action est complétée par celle d'un réducteur de pont disulfure

qui sépare les sous-unités des protéines complexes.

4) Une électrophorese réalisée sur gel de
polyacrylamide (PAGE)
Il s'agit d'une migration de protéines en fonction de leur poids
moléculaire (PM) sous l'influence d'un champ électrique.
L'acrylamide polymérisé forme un gel en réseau qui permet un
tamissage des protéines. Il existe des gels préts d I'emploi :
- Gel avec gradient linéaire d'acrylamide qui piege des protéines par

les mailles du réseau en fonction de leur poids moléculaire. Ainsi un
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réseau peu serré en début de gel permet aux protéines de haut poids
moléculaire de se séparer et un réseau plus serré en fin de gel niche
les protéines de bas poids moléculaire.

- Gel avec gradient exponentiel d'acrylamide qui sépare mieux les
protéines de poids moléculaire voisin.

En général, on prépare pour chaque patient deux plaques soumises a
des champs dintensité différente afin d'améliorer la discrimination
spectrine-ankyrine sur la premiere et protéines 4,1 a et protéine 4,1

b sur la seconde.

(5)  La révélation des protéines

s'effectue par un colorant (ex. bleu de Coosmassie) puis par

décoloration jusqu'a neutralisation du fond.

(6) L'analyse densitométrigque s'effectue a
540 nm
Elle permet de quantifier chaque bande électrophorétique et dégage
le phénotype des protéines de la membrane érythrocytaire du sujet
testé en déduisant le géne mutant.
Cette technique n'est ni trés précise, ni trés sensible. Elle permet de
détecter une anomalie chez environ 80 % des patients présentant
une sphérocytose héréditaire.
Elle demande beaucoup de temps, un niveau technique élevé et n'est

disponible que dans un petit nombre de centres.

59



Une méthode quantitative directe des protéines membranaires par
RIA peut également étre effectuée. (48) Cette technique semble

plus sensible quand elle est réalisée sur des patients splénectomisés.

(49)
i) Etude de la déformabilité : ektacytométre

L'ektacytométrie a été mise au point lors de la collaboration entre
Marcel BESSIS et Narla MOHANDAS a linstitut de pathologie
cellulaire & Paris en 1974 et 1975. (50)(51)(52)(53)(54)

Il s'agissait d'une combinaison de techniques de rhéologie faite a
partir de précédentes observations de TZANCK et BESSIS en 1947,
(55)

Ces observations montraient que la mesure des axes de courbure des
GR pouvait étre faite par des méthodes de diffraction.

Au début, elle était appliquée sur des globules rouges déshydratés
dans différents types d'anémies hémolytiques. (53)(54) Les plus
importantes avancées techniques ont été réalisées par ces mémes
auteurs en collaboration avec des scientifiques du Technicom
Instruments en mettant au point un automate d'analyse d'images

(Groner et collaborateurs en 1980). (56)

(1)  Ektacytométrie a gradient osmotique (57)

Il s'agit de la méthode la plus fiable pour le diagnostic des

sphérocytoses quel que soit I'dge du patient et les formes les plus
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bénignes de la maladie. (58)(59) Ce test permet d'étudier la
déformabilité érythrocytaire en fonction de l'osmolalité du milieu,
déformabilité qui est fonction de 3 parametres que sont :

- la surface cellulaire

- le rapport surface/volume

- état d'hydratation de la cellule.

L'ektacytometre est un viscosimétre de Couett transparent dans
lequel les érythrocytes en solution sont soumis & des forces de
cisaillement. Cette déformation est analysée par diffractométrie
d'un rayon laser. L'image observée est circulaire au repos, devient
ovale lorsque les cellules sont en mouvement. Le rapport de son petit
axe sur grand axe définit une valeur arbitraire appelée Index de
Déformabilité (ID) ou index d'élongation (IE). Le test consiste a
mesurer I'ID pour des osmolalités croissantes. Lorsque l'on exprime
I'ID en fonction de l'osmolalité on obtient une courbe en forme de
cloche permettant de définir trois indices :

- I'ID en isotonie ID max reflet de la surface cellulaire pour une
valeur O max, voisine de l'isotonie.

- la valeur de losmolalité en hypotonie pour laquelle I'ID s'annule
donnant la valeur O min.

- la valeur de l'osmolalité en hypertonie pour laquelle I'ID maximum
chute de moitié donnant la valeur O'.

La valeur O' est un reflet du rapport de la surface par rapport au

volume de la cellule. Elle doit étre voisine voire la méme que la
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valeur de l'osmolalité pour laquelle 50 % des cellules sont lysées au
cours du test de fragilité osmotique.

La valeur O' est un reflet de la viscosité intra-cellulaire et donne
donc des informations sur I'état d'’hydratation cellulaire. La valeur O
chute d'autant plus que la CCHM est élevée.

On peut mettre en évidence trois modifications en comparant le
profil de déformabilité osmotique entre sujets sains et porteurs de
sphérocytose héréditaire :

- une baisse du rapport surface/volume (la valeur O min augmente,
elle traduit la fragilité osmotique).

- une baisse de la surface cellulaire (la valeur ID max diminue).

- une augmentation de la déshydratation cellulaire (la valeur O
chute).

Ces modifications ne sont pas constantes chez tous les porteurs de

sphérocytose héréditaire.
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Eltacytomitrie ¢
Courbe de déformabilité osmotique de globules rouges
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Ektacytomdtrie ¢
Courbe de déformabilitd osmotique chez 3 putionts

atteints de sphérovytose hérdditaire
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2) Fragmentation des membranes (50)(59)

La mesure par ektacytométrie se fait en continu. Ceci permet de
déterminer le temps nécessaire d la fragmentation des membranes
cellulaires sous de fortes contraintes de cisaillement. Cette mesure

quantitative de la stabilité mécanique des membranes est difficile a
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obtenir par dautres méthodes. Elle représente un des grands
intéréts de I'ektacytométrie.

De fortes contraintes de cisaillements (1300/1500 dyn/m2) sont
nécessaires pour fragmenter les érythrocytes.

Lors de différentes études, il était apparu que la viscosité interne
cellulaire était principalement déterminée par les CCHM et que pour
un stress donné |'élongation de la cellule était différente selon la
CCHM. De cette fagon, la CCHM modifie la stabilité intrinséque de la
membrane sur le temps de fragmentation.

Des trois facteurs déterminant la flexibilité de I'érythrocyte, deux
sont réduits a des niveaux négligeables par le processus :

- du fait d'un moindre contenu en hémoglobine des stromas, leur
viscosité interne est trés basse

- le rapport surface/volume étrant élevé, on diminue l'effet de ce
facteur sur la déformabilité.

Comme soluté, on utilise un polymeére avec un index de réfraction
élevé et une viscosité appropriée (on utilise le Dextran T40 d des
concentrations de 30 a 40 % ou encore du Stractan). (60)

La mesure de viscosité de toutes les solutions utilisées par
Iektacytomeétre, doit étre faite avant et celle-ci doit étre ajustée
aux valeurs données par la procédure décrite par HEALTH et
collaborateurs. (61) Les leucocytes sont éliminés par passage du sang
a travers une colonne en cellulose. Les érythrocytes sont lavés 30

fois dans une solution saline et phosphatée a température ambiante.
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Aprés chaque lavage, les cellules sont récupérées par centrifugation
a 15000 tours par mn pendant 1 mn et refroidies & 4 °C puis lysées
dans un bain réfrigéré de NaPi a Ph 8 avec EDTA et 20
microgrammes/m! de phénylméthylsulfonyl fluoride (PMSF).

Aprés 5 mn a 0°C, les stromas sont récupérés par centrifugation a
15000 tours/mn pendant 10 mn, le surnageant est récupéré par
aspiration. Les membranes sont mises en suspension dans 150 dl de
PBS et incubées pendant une heure a 37°C, d nouveau centrifugées
pendant 10 mn a 18000 tours/mn et le dernier surnageant est
récupéré. Les mesures donnent une courbe définissant un T 3 pour la
fragmentation qui est une mesure de stabilité de membranes :

T 1/2 pour EI = EL 0/2. Un T % bas est un test simple et définitif
pour le diagnostic d'anomalie du cytosquelette. Ce test peut détecter

des anomalies pour des globules rouges d'apparence normale.

3) Ektacytométrie a oxygéne (50)(59)
Plusieurs laboratoires ont réalisé des modifications de leur
ektacytometre pour contrdler la pression en oxygene dans le
viscosimetre afin détudier la déformabilité des cellules
pathologiques. En effet, la déformabilité d'érythrocytes normaux
n'est pas affectée par des variations de PO2. (62)(63)

Des modifications techniques ont été nécessaires pour générer et
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mesurer les variations de P02 dans le viscosimétre. (63) Deux
systemes ont été expérimentés :

- systéme de Sorette et collaborateurs (1987) (64).

- systéme de Johnson et collaborateurs (1985 et 1989) (59)(65).
permettant de mesurer les variations de cellules sous les variations
de P02, la PO2 étant mesurée par une électrode de Clark placée en
dehors du cylindre. La déformabilité des cellules est mesurée par
I'ektacytomeétre durant les variations de PO2. On obtient :

- pEI50 c'est la PO2 pour une variation de EI de 50 %, elle mesure la
relation entre O2 et la rigidité cellulaire.

- EI max c'est I' EI pour une oxygénation compléte des cellules.

- EI min c'est I'EI pour une désoxygénation complete des cellules.

Les résultats sont exprimés sous la forme suivante :

AET = (ET max - EI min) cellule traitée % 100

(ET max - EI min) cellule non traitée

(4)  Etude en biologie moléculaire
La méthode par Polymérase Chain Reaction permet d'étudier la
mutation responsable de sphérocytose héréditaire au sein de 'ADN
pour les genes impliqués. Son intérét principal est d'étudier les
protéines impliquées dans la sphérocytose mais elle a également un

intérét pour le diagnostic anténatal dans certaines familles.
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H. STRUCTURE MOLECULAIRE DE LA
MEMBRANE ERYTHROCYTAIRE

1.Forme et déformabilité cellulaire

L'érythrocyte est une cellule de morphologie réguliére et, biconcave,
de 7 micrometres de diamétre.

Cette forme traduit un excés de surface cellulaire (140 micro m2)
d'environ 50 % par rapport a une sphére de méme volume (90 m2).

Le globule rouge est réduit a un cytoplasme constitué d’hémoglobine
pour |'essentiel et & une membrane cytoplasmique qui 'entoure.
Dépourvu de nucléus, de mitochondrie, de ribosome et dacide
nucléique, il est incapable de synthétiser de nouvelles protéines.
Pendant les 120 jours de durée de vie dans l'organisme, le globule
rouge traverse plus de 100 000 fois la circulation, subissant
d'importantes contraintes mécaniques et métaboliques.

Il doit :

- négocier le passage de capillaire de 2 d 3 micrometres de diametre
au niveau splénique

- résister aux turbulences sanguines des gros vaisseaux

- supporter des variations rapides et intenses d'osmolarité (au niveau

du tubule rénal), de pH et de pO2 (au niveau du rein et du muscle).

70



La propriété essentielle a la survie du globule rouge est sa
déformabilité cellulaire. La déformabilité cellulaire dépend de trois
parametres :

- la géométrie cellulaire

- la viscosité du cytoplasme

- la déformabilité membranaire.

a) La géométrie cellulaire

Le globule rouge, disque biconcave de 7 micrometres de diametre, a
un rapport surface/volume élevé da l'origine d'un surplus important de
membrane et de cytosquelette ce qui lui permet de s'expandre dans
les milieux isotoniques, de se distendre et de se déformer sous les

contraintes mécaniques.

b) La viscosité du cytoplasme

Déterminée par la teneur en hémoglobine (CCHM), la viscosité
intervient peu dans la déformabilité du globule rouge quand les
concentrations intracellulaires en hémoglobine sont normales. Par
contre, quand les érythrocytes sont déshydratés, la concentration
intracellulaire en hémoglobine majore la viscosité et diminue la

déformabilité cellulaire.
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¢) La déformabilité et la stabilitée

membranaire

La déformabilité membranaire est la propriété de lensemble
membrane-cytosquelette. Elle détermine la distension de la
membrane sous l'effet d'une contrainte. Si la contrainte est
excessive ou prolongée, la déformation peut &tre permanente, et
aboutir a la fragmentation de I'érythrocyte. La stabilité membranaire
se définit comme la déformation maximale réversible tolérée par la
cellule. Cette déformabilité et cette stabilité dépendent de la
topographie et de la fixation du cytosquelette & la bicouche lipidique

de la membrane plasmique.

I.LES COMPOSANTS DE LA MEMBRANE
ERYTHROCYTAIRE ET DU CYTOSQUELETTE

La membrane du globule rouge ou stroma ou « Ghost » (en
terminologie anglo-saxonne) peut étre débarrassée de son contenu
soluble par hémolyse hypotonique. La membrane plasmique du globule
rouge est composée de :

- 52 % de protéines

- 40 % de lipides

- 8 % de glucides.
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Les lipides forment une double couche de phospholipides opposés par
leur c6té hydrophobe alors que leurs parties hydrophiles sont
orientées vers la périphérie de la bicouche. Deux types de protéines
sont incluses :

- protéines intrinséques ou transmembranaires, qui traversent la
bicouche lipidique de part en part.

- protéines extrinséques situées au niveau du feuillet interne
lipidique et forment le cytosquelette membranaire du globule rouge.
Les protéines sont nommées en fonction de leur mobilité au cours de

I'électrophorese sur gel de polyacrylamide (SDS).

1.Les lipides membranaires

Les lipides totaux représentent environ 40 % de la membrane totale.
Les principaux constituants sont les phospholipides (65 a 70 % des
lipides totaux) et le cholestérol (20 & 25 %) non estérifié auxquels
s'ajoute une petite quantité d'acides gras libres et de glycolipides.
Ces molécules sont organisées en une bicouche de 75 A d'épaisseur.

Ces phospholipides sont répartis de la fagon suivante (66)(67) :

- phosphoglycérylcholine (lécithine) 30 % (PC)
- phosphatidyléthanolamine 27 % (PE)
- sphingomyéline 22 % (MS)
- phosphatidylésérine 14 % (PS)

- phosphatidyl inositol 4-5 biphosphate 2 % (P1P2).
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Ces phospholipides se répartissent de fagon trés asymétrique dans
les deux feuillets de la bicouche. (68)(69) PC et MS faiblement
chargés prédominent dans le feuillet externe. PE et PS 80 % des
phospholipides fortement chargés sont situés dans le feuillet
interne.

Le cholestérol diffuse librement dans et a travers la bicouche.

Les phospholipides ont tendance a passer d'un feuillet d l'autre selon
un phénomene appelé « flip flop ». Ces mouvements transversaux,
bien que peu importants, sont suffisants pour maintenir I'asymétrie
durant toute la vie du GR (120 jours).

Relation lipides/protéines membranaires :

Les aminophospholipides (phosphatidylésérine et phosphatidyl-
étanolamine) subiraient un transport actif (ATP dépendant) au sein
de la membrane du feuillet externe vers le feuillet interne. (70)

Les lipides sont en relation étroite avec les protéines membranaires.
Il existe des infteractions hydrophobes avec les protéines
intrinseques (protéines bande 3). Les tétes polaires de phospha-

tidylésérine interagissent avec la spectrine et la protéine 4,1. (71)
Une association spécifique ou aspécifique peut se faire entre la

couche bilipidique et les protéines acylées (protéine 4,2 qui est

myristoylée ankyrine acylée par lacide palmitique). (72) Certains

74



phospholipides modulent les interactions entre protéines
membranaires (ex. : la protéine 4,1 se lie a la glycophorine C

uniquement en présence de polyphosphoinositides). (73)
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2. 6Glucides

Ils représentent moins de 10 % de la masse membranaire. Ils sont
trés liés aux glycophorines (93 % des glucides) ou a des
sphingolipides (7 %). Ce sont des sites récepteurs pour les molécules
telles que les anticorps ou les hormones. Ils sont tres immunogénes
et constituent les déterminants antigéniques de certains groupes

sanguins (ABO : glycolipides et groupe sanguin MN : glycoprotéines).

3. Les protéines membranaires (74)

A coté de la bicouche lipidique, la membrane érythrocytaire est
composée de protéines de type :

- intrinséques ou transmembranaires : qui traversent de part en part
la double couche lipidique et participent a la stabilité.

- extrinséques sous-membranaires qui constituent l'armature du
squelette érythrocytaire.

Elles représentent 50 % de la masse membranaire. Il est possible de
dissoudre la bicouche lipidique dans un milieu de force ionique élevée
en présence dun détergent (Triton X 100) et dextraire le
cytosquelette.

Les différentes protéines peuvent alors étre individualisées par
électrophorese sur un gel de polyacrylamide (SDS) Sodium Dodecyl

Sulfate et identifiées en fonction de la mobilité. On définit alors les
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bandes principales et les sous-bandes (portant le numéro de la bande
principale, ajouté d'un décimal, ex : bande 4,1 bande 4,2).

Certaines de ces protéines ont changé de nom par la suite :

- les bandes 1 et 2 correspondent aux chdines Alpha et Béta de la
spectrine,

- la bande 3 correspond au transporteur d'anions.

- la bande 4 correspond a l'actine.

- la bande 4,2 correspond a la pallidine.

Certaines bandes comme la bande 4,2 ont conservé leur appellation

d'origine.
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a) Les protéines intrinséques ou

transmembranaires (75)(76)

1) Protéine bande 3 ou échangeuse d‘anions
ou Anion Exchanger 1 (AE1)
Elle correspond d la bande 3 de [Iélectrophorése sur gel de
polyacrylamide (SDS PAGES). Cest la principale protéine intrinséque
de la membrane (60%). Il s'agit d'une protéine de 102 kD, elle
présente 1,2 106 copies par érythrocyte et comprend 911 acides
aminés répartis en deux domaines de I'extrémité N vers l'extrémité C
terminale :
- un domaine cytoplasmique de 403 AA auquel s'ajoute un autre
domaine cytoplasmique de 29 AA. Ces deux domaines semblent jouer
un rdle dans les insertions au maintien de la membrane
érythrocytaire mature (77)

- un domaine membranaire de 479 AA.
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Modele d'organisation de la protéine bande 3 (anion exchanger) de

I'érythrocyte humain
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(a) Le domaine cytoplasmigue de 43 kD

Il est situé au niveau de lextrémité N terminale de la molécule, est
fortement acide, porte des groupes sulphydriles et au moins deux
sites de phosphorylations et aurait des liagisons avec les enzymes
cytosoliques. Il assure, grdce a ses liaisons a I'ankyrine, aux protéines
4,1et 4,2 et d la spectrine, I'ancrage du cytosquelette & la membrane.
Il comporte également des sites de fixation pour 'hémoglobine, les
enzymes glycolytiques. Sa liaison avec les hémichromes constituerait

un marqueur de la sénésence érythrocytaire.

(b)  Le domaine membranaire ou

transmembranaire de 55 kD (78)

Constitué par la région C terminale de la molécule, il serpente a
travers la couche bilipidique, et se replie en 12 d 14 segments ou
hélices. Il assure I'échange chlore/bicarbonate (canal transporteur
d'anions). De plus, sa portion la plus externe porteuse de radicaux
glycosidiques et sulphydriles interagit avec le milieu extérieur. (79)
Le géne EPB3 codant pour cette protéine est localisé au niveau du
chromosome 17 en région 17q21-qter et contient 20 exons. Plusieurs
mutations de ce géne ont été découvertes et associées a plusieurs
maladies : sphérocytose héréditaire, ovalocytose du Sud Est
Asiatique, choréacanthocytose, acidose tubulaire distale familiale

(car cette protéine AE1 a été identifiée au niveau du rein).
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Modele de transport d'anions par la protéine bande 3

b) Les glycophorynes (75)

Les glycophorynes peuvent &tre mises en évidence par
électrophorése sur gel de polyacrylamide (SDS PAGE) avec une
révélation au réactif PAS (réactif de SCHIFF a l'acide périodique),
coloration spécifique des esters de l'acide sialique.

Il existe quatre types de glycophorynes (80) : A B C D, dénommées
ainsi car porteuses de radicaux glycosidiques dirigés vers |'extérieur
de la cellule.

Les glycophorynes trans-membranaires sont les plus abondantes dans
les globules rouges. Elles comprennent trois domaines :

- un domaine N terminal externe richement glycosylé hydrophile.

- un domaine trans-membranaire unique lipophile.

- un domaine cytosolique.
Riches en acide sialique, elles permettent la coloration des globules

rouges par le PAS et se définissent en 6 a 7 bandes sur le tracé

électrophorétique.
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- La glycophorine A est la forme majeure (75 % des glycophorines
totales). Elle se présente sous forme oligomérique ou dimérique dans
la membrane. Elle correspond a la bande PAS II, la bande PAS I
étant un dimeére du PAS II. Elle présente des liaisons avec la protéine
3 et porte les déterminants antigéniques des groupes sanguins M et
N. Il existe environ 370 000 copies de la glycophorine A par cellule.
La glycophorine A faciliterait I'expression de la protéine bande 3 et
augmenterait son transport dans la membrane. (81)

- La glycophorine B de petit poids moléculaire porte les antigénes des
groupes sanguins N et SS. Son tracé électrophorétique est situé
entre les bandes 4 et 5 pour la forme dimérique delta 2.
Glycophorines A et B sont codées par un gene situé sur le
chromosome 4 en région 4 q 28 q 31.

- Les glycophorines C et D sont une deuxieme famille des
glycophorines et dérivent du méme geéne situé sur le chromosome 2
en région 2 q 14 q 21. Elles véhiculent les antigenes du systéme
Gerbisch. Les glycophorines C interagissent avec les protéines pb5
pour le fixer sur la protéine 4,1 d'ou le nom de glycoconnectine. (82)
Elles jouent un rdle important dans la forme, la stabilité et la
déformabilité de la membrane érythrocytaire.

L'analyse structurale et les séquences completes des acides aminés
ont été établies :

- Glycophorine A compte 131 AA.

- Glycophorine B compte 72 AA.
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- Glycophorine C compte 128 AA.
- Glycophorine D compte 107 AA.

c) Autres protéines transmembranaires

- La stomatine : protéine transmembranaire codée par un géne situé
sur le chromosome 9 en région 9 q 33 q 39 de rdle inconnu.

- L'aquaporine CHIP (Channel forming Integral Protein) : codée par un
géne localisé sur le chromosome 7 p 14, joue un réle de canal
d'échange d'eau et contribue ainsi a 'adaptation du globule rouge aux

variations d'osmolarité.

4. Les protéines extrinséques

Les principales protéines extrinseques constituant le cytosquelette
du globule rouge sont la spectrine, I'actine, la protéine 4,1, la protéine

4,2, la protéine 4,9, I'ankyrine et I'adductine. (83)

a) La spectrine (75)(76)(84)(85)(86)

C'est le composant protéique majeur du cytosquelette (75 % des
protéines). Elle est nécessaire au maintien de lintégrité de la
membrane du globule rouge, il en existe 200 000 copies par cellule.
Cest un hétérodimére composé de deux chalnes hautement
homologues, Alpha et Béta, de masses moléculaires respectives de

280 kDa et 240 kDa. Elles correspondent aux bandes 1 et 2 du
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tracé électrophorétique SDS PAGE. Le géne de la chaine Alpha est
localisé sur le chromosome 1 et le géne de la chaine Béta sur le
chromosome 14. (85)(87)(88)(89)

Chaque dimére Alpha Béta de spectrine forme une fibre de 100 nm
de long sur laquelle on définit une portion céphalique et une portion
caudale. La portion céphalique débute par I'extrémité N terminale de
la chalne Alpha et par I'extrémité C terminale de la chaine Béta. Les
deux chdines Alpha et Béta s'alignent et s‘entrelacent de maniére
antiparallele et donnent un hétérodimere flexible en forme de
batonnet. Les diméres s'associent en tétramére puis en oligomere.
L'unité fonctionnelle est le tétramere.

On peut isoler les différents segments des chdines Alpha et Béta par
digestion ménagée (par la trypsine a 0°C) suivie d'une électrophorése
sur gel de polyacrylamide SDS. La chaine Alpha est faite de cing
segments (90) :

- le segment Alpha 1 (80 kDa) supporte le site de tétramérisation.

- les segments Alpha 2 et Alpha 3 (46 kDa) sont responsables du
polymorphisme génétique de la race noire.

- les segments Alpha 4 et Alpha 5 ont un poids moléculaire respectif
de 52 kDa et 41 kDa. La chdine Béta est composée de quatre
peptides : BI, BII, BITI et BIV de masses moléculaires respectives :
40-65-33-75 kDa. Le segment PI comprend le site de
tétramérisation et les sites de phosphorylation de la spectrine. Le

segment BII joue un réle avec le segment BI dans la liaison avec
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I'ankyrine. Le segment BIV porte des sites d'interaction avec la
protéine 4,1 et l'actine. Sur les segments BI et BII, on trouve le site
d'interaction spectrine/ankyrine au niveau de la séquence basale en
AAB 15 ou Bl16. Les sous-unités o et B sont constituées d'une
séquence basale répétitive de 106 AA répétés 21 fois pour la chaine
a et 17 fois pour la chdine et de segment intermédiaire. Chaque
répétition se repliant sur elle-méme donnant ainsi une forme de trois
hélices A B C liées par de courtes séquences. La spectrine par sa
structure et ses interactions maintient l'architecture cellulaire et
joue un rdle dans la mobilité bilatérale des protéines intrinseques et
dans la stabilité de la double-couche lipidique.

Enfin, deux sites jonctionnels sont importants :

- la spectrine s'associe a la membrane érythrocytaire par
lintermédiaire d'autres protéines du cytosquelette notamment par la
sous-unité 15 de la chdine B d l'ankyrine qui se lie également d la
protéine 4,2 et la bande 3

- le second site constitué par l'association de la spectrine a la
protéine 4,1 qui se lie elle-méme a la bicouche lipidique par
lintermédiaire de la glycophorine C. La spectrine, la protéine 4,1 et
l'actine forment donc un complexe jonctionnel ternaire ou viennent se
greffer les protéines 4,9 et la fropomuduline.

L'étude de 'ADN du génome et de l'expression de 'ARN messager a
permis de meftre en évidence lexistence de protéines

structuralement et immunologiquement analogues a la spectrine
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dans les membranes de plusieurs cellules : cérébrales (frodine),
intestinales, du cristallin, du muscle (dystrophine). Ces différentes
isoformes ont une chaine o voisine de la spectrine érythrocytaire et

une chaine B différente et spécifique.

b) L'actine (75)(86)

L'actine érythrocytaire ou B actine correspond a la bande 5 de
I'électrophorése sur gel de polyacrylamide SDS, a une masse
moléculaire de 45 kDa et présente a 500 000 exemplaires par cellule.
Elle appardit sous une forme particuliére de protofilaments. (91) Elle
compte un nombre limité de monomeres. Trente monomeéres
s'associent pour former une double échelle hélicoidale courte (35 nm)
de 15 monoméres. La limitation de polymérisation de l'actine serait
due d une « acting copping factor » qui serait la protéine 4,9 qui

joue le réle de protéine de coiffage (elle encapuchonne les moignons
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d'actine et évite l'apparition de microfilaments inutiles). En moyenne
6 spectrines s'associent sur chaque oligomere d'actine pour former
une structure hexagonale avec la protéine 4,1 et jouer le réle de

piece maltresse de squelette membranaire. (74)(92)(93)(94)

c) La protéine 4,1 (75)(86)

La protéine 4,1 d'une masse moléculaire de 80 kDa, est présente a
800 000 copies par cellule. A [Iélectrophorése sur gel de
polyacrylamide SDS, elle se sépare en deux composants :

- protéine 41a MM = 80 kDa

- protéine 4,1b MM = 72 kDa (majoritaire dans I'érythrocytaire).

Le rapport de ces deux isoformes 4,1 a/4,1 b varie selon l'intensité
de la réticulocytose et avec I'dge cellulaire (elle augmente avec l'dge).
Ces deux isoformes ont une fonction et une structure identique mais
différent par leur extrémité carboxy terminale. (95) L'étude par
protéolyse a permis de définir quatre domaines :

- un domaine de 30 kDa situé au niveau de l'extrémité N terminale
comportant un site de fixation pour les glycophorines (C P et E) rdle
dans l'ancrage du cytosquelette dans la bicouche lipidique et un site
de phosphorylation protéine kinase C dépendant

- un domaine central de 16 kDa.

- un domaine de 10 kDa comprenant un site de fixation pour l'actine
et la spectrine. La protéine 4,1 joue donc un rdle dans la formation

du complexe jonctionnel (spectrine actine protéine 4,1).
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- un domaine de 22 a 24 kDa situé au niveau de lextrémité C
terminale comprenant un site de phosphorylation, AMP cyclique
dépendant. La protéine 4,1 occupe donc une place privilégiée dans
I'organisation du squelette membranaire érythrocytaire gréce & sa
grande affinité pour la spectrine et a sa fonction stabilisatrice de
I'architecture membranaire. Le géne codant pour la protéine 4,1 se

situe sur le chromosome 1 en région 1q33p34.2. (74)(92)(94)(95)(96)

d) L'ankyrine (75)(76)(86)

L'ankyrine est une protéine d'ancrage important du cytosquelette de
la membrane. Elle se lie d la spectrine chdine Béta sous-unité 15, aux
protéines intrinséques de la membrane et d la partie cytoplasmique
de la bande 3.

Elle est représentée a 100 000 copies par cellule et correspond a la
bande 2,1 de I'électrophorese par gel de polyacrylamide SDS. Elle est
codée par un géne unique situé sur le chromosome 8 en région 8p11.2
qui génere également de nombreux isoformes érythrocytaires ou non,
(93)(94)(97) L'ankyrine présente au niveau du cerveau humain est
codée par un géne du chromosome 4.

Trois formes dankyrine existent au niveau de la membrane
érythrocytaire :

- le composant majeur : protéine 2,1 515 kDa

- deux polypeptides mineurs : protéine 2,2 et 2,3 de masses

moléculaires respectives de 186 et 160 kDa.
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Chacune comporte trois domaines distincts définis apres clivage
chymotrypsique (97) :

- un domaine de 89 kDa situé au niveau de I'extrémité N terminale
qui se lie au segment cytoplasmique de la protéine bande 3.

- un domaine de 83 kDa contenant les sites de fixation pour la
spectrine Béta (un tétramere de spectrine pour une molécule
d'ankyrine).

- un domaine de 55 kDa situé au niveau de l'extrémité C terminale
porteur d'un site de phosphorylation qui régule les deux fonctions de
I'ankyrine.

La liaison ankyrine et tétramére de spectrine diminue. La liaison
ankyrine et protéine bande 3 diminue. Cette phosphorylation est
dépendante d'une caséine kinase et dune protéine kinase AMP

cyclique indépendante. (98)
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Changement de conformation du domaine cytoplasmique de la protéine bande 3 régulé

par les interactions avec |'ankyrine
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e) Protéine 4,2 ou pallidine (75)(76)(86)

C'est une protéine de 72 kDa dont il existe 200 000 copies (5 % des
protéines totales de la membrane du globule rouge).

Elle est codée par un géne situé sur le chromosome 15 en région
15q14-q15, avec une transcription en deux isoformes :

- un isoforme principal long protéine 4,2 L

- un isoforme mineur plus court protéine 4,2S.

La pallidine est une protéine globulaire de 691 AA dont la structure
est proche de celle de la glutaminase.

Elle a des liaisons saturées avec le domaine cytoplasmique de la
protéine bande 3, I'ankyrine et la protéine 4,1. Son rdle principal est
de stabiliser l'association du complexe spectrine/actine/ankyrine
avec la protéine bande 3 mais aussi de maintenir la forme et la
déformabilité du globule rouge. Elle est myristolée ce qui lui permet

d'interagir avec la couche bilipidique.

5. Organisation du cytosquelette érythrocytaire

Le cytosquelette érythrocytaire apparait en microscopie électronique
sous la forme dun filet protéique continu souple, mais résistant,
plaqué et fixé a la face interne de la bicouche bilipidique. Il joue un

role dans la stabilité et la déformabilité de la membrane.

(74)(96)(98)
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Deux types d'interactions sont mises en jeu :

- les interactions horizontales qui assurent l'organisation de la trame
protéique. (92)(94)(96)(98)(99)(100)

- les interactions verticales qui fixent le réseau protéique sur la

couche lipidique.

a) Les interactions horizontales

La maille élémentaire du filet protéique est hexagonale dans 90 %
des cas parfois pentagonale ou heptagonale. Elle est composée par :
- les tétrameres de spectrine : ce sont les rayons et les cotés de
'hexagone, la premiére interaction horizontale est assurée par
lautoassociation des diméres Alpha et Béta de spectrine en

tétramere.
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- les complexes jonctionnels : ils sont situés sur les sommets de
hexagone, ils sont composés d'actine, protéine 4,1, adductine et de
nombreuses autres protéines. La deuxiéme interaction horizontale
correspond a l'association de l'extrémité caudale du dimére de
spectrine avec l'actine en renforgant ainsi le complexe jonctionnel.
De la bonne articulation entre spectrine, protéine 4,1 et de
lactine/les interactions horizontales, dépend la réalisation du
maillage élémentaire et donc de la morphologie du globule rouge.

Les propriétés mécaniques du globule rouge sont fonction de celles

des protéines du cytosquelette.

b) Les interactions verticales (100)

Elles permettent de fixer le cytosquelette a la bicouche lipidique et
mettent en jeu les protéines 4,1 et I'ankyrine qui se lient a la trame
protéique avec le domaine cytoplasmique des protéines trans-
membranaires (protéine bande 3 et glycophorine). (92)(94)(96)
(98)(99)

La premiére interaction verticale lie la spectrine Béta (segment Béta
I et Béta IT) au domaine cytoplasmique de la protéine bande 3 avec
interaction de I'ankyrine et de la protéine 4,2.

La deuxiéme interaction verticale lie le complexe jonctionnel au
domaine cytoplasmique de la glycophorine C et de la protéine 4,1.

L'adductine intervient également dans cette liaison.
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En plus de cette connection interprotéique, la spectrine et la
protéine 4,1 se fixent plus faiblement a la phosphatidylésérine
présente dans la couche bilipidique. Au repos, les segments
constitutifs de la spectrine se replient en une triple hélice. Quand
une déformation survient, il y a réorganisation du filet protéique.
Certaines molécules de spectrine se déroulent et s'étirent, d'autres
s'enroulent et se contractent, d'ou une modification de la forme de la
cellule sans variation de la surface de la membrane cellulaire.

Les limites de la déformabilité cellulaire sont celles de I'allongement
et de la contraction des filets protéiques. Si la déformabilité est
trop importante avec une augmentation de la surface membranaire, il
y a rupfure des liaisons avec le cytosquelette au niveau du complexe

jonctionnel. La cellule est alors déformée ou fragmentée de fagon

permanente.

J. ANOMALIES MOLECULAIRES DE LA
SPHEROCYTOSE HEREDITAIRE

Le premier déficit en protéine membranaire révélé par les analyses
biochimiques du squelette membranaire chez le patient atteint de
sphérocytose héréditaire, a été celui de la spectrine. (101)

Puis les études génétiques sur familles porteuses de sphérocytose
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héréditaire ont permis de découvrir un déficit en ankyrine mais en
fait, dans la majorité des cas, c'est un déficit combiné en spectrine
et ankyrine qui est en cause. (102)(103)(104)(105)

Actuellement, il semble que la sphérocytose héréditaire soit due & un
déficit en protéines ayant un réle dans les interactions verticales
entre bicouches lipidiques et squelette membranaire.

L'étude des protéines membranaires par SDS PAGE ou méthode de
RIA (RadioImmunoAizey) a permis d'identifier quatre anomalies
différentes :

- déficit isolé en spectrine dans 30 % des cas.

- déficit combiné en spectrine/ankyrine dans 30 a 45 % des cas. Des
analyses quantitatives par RIA montrent que le déficit en spectrine
et ankyrine est équivalent et que le SDS PAGE semble sous-estimer
le déficit en ankyrine. (104)(105) De plus, une hyperréticulocytose
élevée peut majorer un déficit en ankyrine car les réticulocytes sont
plus riches en ankyrine que les cellules matures (106).

- déficit en bande 3 dans 20 % des cas.

- déficit en protéine 4,2 retrouvé plus fréquemment chez les
populations japonaises. (107)

Longtemps, on a distingué les formes familiales de la sphérocytose
héréditaire de transmission autosomique dominante (75% de la
population) et les formes sporadiques (25 % de la population). On a pu
démontrer que les formes sporadiques correspondent la plupart du

temps d une transmission autosomique récessive, mais I'existence de
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la sphérocytose héréditaire due d des mutations « DE NOVO » n'est
pas totalement exclue. (108)(109)(110)(111)

On regroupe ces formes autosomiques récessives et les mutations
« DE NOVO » sous le terme de sphérocytose héréditaire non
dominante. Les mutations concernant les génes de la spectrine, de
I'ankyrine, de la protéine bande 3 et de la protéine 4,2 ont été
découvertes. On peut les regrouper en cinq types (76)(86) :

- mutation du cadre de lecture : délétion ou insertion d'un nombre
variable de nucléotides d'ol une altération de l'extrémité C terminale
de la protéine.

- mutation non sens avec un arrét prématuré de la traduction et
formation d'une protéine tronquée.

- mutation faux sens correspondant a la substitution d'une paire de
base.

- mutation du site d'épissage : épissage anormal de la transcription.

- délétion importante du génome.

Ces déficits moléculaires ont pour conséquence une baisse de la
stabilité des messages de transcription de 'ARN messager, de la
production d'une protéine mutante, voire de la disparition de la
fonction dancrage spécifique de la protéine, dou un déficit

quantitatif et/ou qualitatif le plus souvent,

96



Il existe des isoformes pour la chdine Béta de la spectrine, de
I'ankyrine, de la protéine bande 3, de la protéine 4,2. Ils s'expriment

dans d'autres tissus avec des manifestations extra-érythrocytaires.

(103)(113)(114)

1. Déficit en spectrine

Le déficit en spectrine est la premiére des anomalies moléculaires d
avoir été identifiée chez des patients porteurs de sphérocytose
héréditaire. (76)(108) La sévérité de I'hémolyse était corrélée au

degré de déficit en spectrine et de la réponse d la splénectomie.

Dans une étude établie par AGRE (108), le patient présentant une
forme non dominante de la sphérocytose héréditaire, souffrait d'une
anémie bénigne ou sévere avec un taux de spectrine variant de 30 a
74 % du taux normal. Par contre, les patients atteints d'une forme
dominante présentaient une anémie bénigne avec un taux de
spectrine variant de 63 % d 81 % du taux normal. Chez tous les
patients de cette étude, le taux de spectrine était inversement
proportionnel a la fragilité osmotique et lié a la réponse a la
splénectomie. (115)

Les mutations de la chdine Alpha de la spectrine étaient associées
aux formes récessives alors que les mutations de la chdaine Béta
I'étaient dans les formes dominantes de la maladie. Ceci semble di

au fait que la chaine Alpha de la spectrine est synthétisée trois fois
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plus que la chaine Béta ainsi la synthése de la chaine Béta de la
spectrine est un facteur limitant pour la formation d'hétérodiméres
Alpha, Béta de spectrine. Un déficit en chaine Béta s'exprimera a

I'état hétérozygote. (76)

a) Déficit en chaine Alpha de la spectrine

Un déficit en chadine Alpha ne s'exprimera qu'a I'état homozygote du
fait de l'excés de production de chaine Alpha (trois fois plus que la
chaine Béta). (85)(115)(116) Le premier cas rapporté de la chdine
Alpha spectrine se trouvait situé sur le cordon 969 (969 Ala ® Asp)
et a été retrouvé présent chez 50 % des patients présentant une
forme sévere récessive de sphérocytose héréditaire. Il apparait
maintenant que cette présumée mutation représente un variant
polymorphique variant Alpha IT a domaine Alpha IT d la spectrine ou
spectrine Bug Hill (115) qui quand il est associé a une mutation du
gene SPTA 1, c'est cette deuxiéme mutation qui est responsable de la
maladie. (76)(116) Un de ces patients avec une forme sévere
récessive Alpha IT a a été étudié. (76)(116) On a retrouvé chez lui
deux mutations de la spectrine :

- lune héritée de son pére sur lintron 36 donnant une protéine
instable et tronquée Alpha spectrine PRAGUE.

- lautre héritée de sa mere sur lintron 30 donnant un ARN messager
aberrant produisant en quantité six fois moindre I'ARN messager =

Alpha spectrine LEPRA (Low Expression Prague). Cette interaction
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entre la mutation Alpha LEPRA avec le variant polymorphique Bug Hill

pourrait €tre a l'origine de 50 % des cas de sphérocytose héréditaire

récessive.

Mutations du géne de la chdine o de la spectrine responsables de
sphérocytose héréditaire

(http://www kidscancer.net/membrane/)

Nom commun | codon|Nom systémique | Type de mutation|Mécanisme

LEPRA 1449 |4339-99C>T Cadre de lecture |épissage

Prague 1730 |5187-2A>G Cadre de lecture |Epissage

Le nom de la mutation correspond a la ville d'origine du patient chez

lequel cette mutation a été mise en évidence la premiére fois.

b) Déficit en chaine Béta de la spectrine

La grande majorité des déficits en spectrine est liée a des mutations
de la chdine Béta de la spectrine (SPTB). La premiére mutation
apportée concernait un point de mutation codant sur la partie N
terminale de la chaine Béta de la spectrine donnant une variante de la
chaine Béta avec spectrine instable et plus sensible aux phénomeénes
oxydatifs et liaison anormale du complexe spectrine/protéine 4,1 et

glycophorine C.

99



Il s'agit de la mutation spectrine Kissimee. (76)

La plupart des mutations sont des mutations non sens (spectrine
Baltimore et Tabor) ou du cadre de lecture (spectrine Bergen,
Houston, Ostroava, Philadelphia, Gemini-Penfor) provoquant une
perte dexpression de lallele correspondant responsable d'un
franscript instable d'od un déficit en spectrine. Plusieurs mutations
faux sens ont également été décrites (spectrine Colombus,
Promissao, Atlanta, Kissimee, Oackland, Birmingham) conduisant a une
réduction d'expression de la protéine normale ou d une protéine non
fonctionnelle ne s'exprimant qu'a I'état homozygote.

Il existe une fréquence élevée de mutation de Novo monoallélique de
la chdine Béta de la spectrine qui se transmet sur le mode
autosomique dominant (spectrine Kissimee, Durham, Winston-Salem)
(111), ceci concerne environ 50 % des cas de sphérocytose
héréditaire sans antécédent familial et lié a un déficit isolé en
spectrine. Dans tous les cas, les déficits de la chaihe Béta dans la
sphérocytose héréditaire (111)(117)(118), donnent des manifestations
cliniques qui varient de « modérées a séveres ». On retrouve des
sphérocytes associés chez les patients non splénectomisés a une
population de 8 a 15 % dérythocytes denses spiculés qu'on appelle
des acanthocytes et qui ne sont pas retrouvés dans les autres formes

de sphérocytose héréditaire.

100



Moelle osseuse : A individu normal

B patient avec sphérocytose héréditaire (sphérocytes)

C patient avec sphérocytose héréditaire et déficit en Bétaspectrine

(acanthocytes, cellules denses et spéculées)

D patient avec sphérocytose héréditaire avec déficit en protéine

bande 3 (cellules en forme de champignons caractéristiques)

Mutations du geéne de la chaine 3 de la spectrine responsables de

sphérocytose héréditaire

(http://www kidscancer.net/membrane/)

Nom commun codon|Nom systémique | Type de mutation |Mécanisme
Promissao 1 MIV faux sens Absence de

traduction
Guemene- 100 |3006>C cadre de lecture  |épissage
Penfao
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Atlanta 182 |W1826 faux sens

Unnamed 189 |6189A faux sens ? épissage
Kissimmee 202 |W202R faux sens

Ostrava 202 |604delT cadre de lecture  |1-nt délétion
Oakland 220 [I220V faux sens

Bicetre 444 (1331-1338del8 |cadre de lecture |8-nt délétion
Alger 514 | Q514X non sens

Philadelphia 590 |1767-1768insA |cadre de lecture |1-nt insertion
St Barbara 638 |1912del cadre de lecture  |1-nt délétion
Bergen 785 |2351-2352insA |cadre de lecture  |1-nt insertion
Baltimore 845 Q845X non sens

Houston 926 |2777delA cadre de lecture  |1-nt délétion
Winston-Salem [1188 |3764+16>A 320 codon délétion |Epissage
Columbus 1227 |P12275 faux sens

Durham 1492 |L1492-K1614del |123 codon délétion |4.6-kb délétion
gBir'mingham 1684 |R1684C faux sens

Sao Paulo 1884 |A1884V faux sens

Tabor 1946 |Q1946X non sens

2. Déficit en ankyrine

Les premiéres études ont laissé supposer que |'anomalie initiale de la

membrane dans le cadre d'une sphérocytose héréditaire résultait
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d'un déficit en ankyrine avec translocation du chromosome 8 ou
délétion du bras court du chromosome 8. (103)(110)(113)

Certaines sphérocytoses héréditaires sont liées a un déficit combiné
en spectrine et en ankyrine, le déficit en spectrine étant secondaire
(119), mais d'autres auteurs ont montré que le déficit en ankyrine et
spectrine est quantitativement équivalent. (104)(105)

Chez environ un tiers des patients présentant un déficit en ankyrine
et spectrine, un des deux alléles de lankyrine a une expression
réduite avec diminution ou instabilité de la transcription du gene.

Il existe des mutations de Novo d'un des deux alleles de l'ankyrine
avec diminution d'expression. Elles sont fréquentes chez les enfants
nés de parents sains (Napoli I, Bugey) (110)(120). Dans cette étude,
on conclut que 50 % des patients présentant une sphérocytose
héréditaire sans antécédent familial, sont porteurs d'une mutation
monoallélique du géne de l'ankyrine : mutation de Novo produidant un
ARN messager instable. Un couple sain ayant un enfant avec
sphérocytose héréditaire liée a une mutation de Novo du géne ANK 1
a un risque tres faible d'avoir un autre enfant atteint (inférieur a 5
%) alors que ce risque est de 25 % en cas de transmission
autosomique récessive. Par la suite, ces mutations de Novo auront
une transmission autosomique dominante. (110)

Le déficit en ankyrine est refrouvé chez environ 35 & 65 % des
patients. Il peut s'agir de formes dominantes ou de formes

autosomiques récessives. (121)(122) Dans les cas de formes
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autosomiques dominantes, il s'agit surtout de mutations non sens ou
de cadre de lecture donnant un ARN messager instable ou des
protéines tronquées.

Dans les formes autosomiques récessives, il s'agit le plus souvent de
mutations faux sens ou de la région promotteur (Bocholt, Walsrock).
Dans les sphérocytoses héréditaires liées a un déficit en ankyrine, il
n'y a pas d'autres anomalies morphologiques associées a la présence
de sphérocytes. Les formes dominantes sont moins séveres que les
formes récessives. La variabilité de |'expression clinique chez les
patients présentant une inactivation d'un des deux alléles du génome

Ank 1 s'exprime par une compensation variable par |'alléle normale du

geéne Ank 1,

Mutations du geéne de lankyrine responsables de sphérocytose

héréditaire (http://www.kidscancer.net/membrane/)

Nom commun |codon Nom Type de mutation| Mécanisme
systémique
Unnamed ---  |-204C56 promoteur
Unnamed ---  |-1536>A promoteur
Unnamed ---  |-108T>C promoteur
Bugey 146 |437delC cadre de lecture |1-nt délétion
Osterholz 174 |520-539del20 |cadre de lecture |20-nt délétion
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Stuttgart 329 |985-986delGC | cadre de lecture |2-nt délétion

Bari 428 |1282del6 cadre de lecture |1-nt délétion

Walsrode 463 |V463T faux sens

Florianopolis 507 |1519-1520insC |cadre de lecture |1-nt insertion

Nom commun codon | Nom Type de mutation | Mécanisme
systémique

Laguna 535 |1605delA cadre de lecture |1-ntinsertion

Napoli T 573 |1718delT cadre de lecture [1-nt délétion

Einbeck 573 |1717-1718insC |cadre de lecture |1-nt insertion

Munster 596 |1788delC cadre de lecture |1-nt délétion

Duisberg 601 |1801-18C>A  |cadre de lecture |Epissage

Votice 631 Q631X non sens

Olomouc 765 |S765X non sens

Marburg 797 (2389- cadre de lecture |4-nt délétion
2392del4

Tabor 907 |2720delG cadre de lecture |1-nt délétion

Napoli IT 933 |2799delC cadre de lecture |1-nt délétion

Zoulova 941 |2825- cadre de lecture |5-nt insertion
2826ins5

Anzio 983 |2948delCA cadre de lecture |2-nt délétion

Nara 1046 |L1046P faux sens

Melnik 1053 |R1053X non sens
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Tubarao 1075 |T1075T faux sens

Porta 1127 |3380delC cadre de lecture |1-nt délétion

Westfalica

Unnamed 1185 |W1185R faux sens

Dresden 1229 |S1229R faux sens

Unnamed 1262 |3785- cadre de lecture |7-nt délétion
3791del7

Kralupy 1382 [4145delT cadre de lecture [1-nt délétion

Bovenden 1436 |R1436X non sens

Karlov 1488 |R1488X non sens

Prague 1512 |4537- 67-aa insertion
4538ins201

Dusseldorf 1592 |D1592N faux sens

Rakovnik 1669 |E1669X non sens

Unnamed 1700 |5097-34C>T |cadre de lecture |Epissage

Saint-Etienne 1 1721 |W1721X hon sens

Saint-Etienne 2 1833 |R1833X non sens

Bocholt 1894 |5619+16C>T  |faux sens Epissage
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3. Déficit en protéine bande 3

Il existe un déficit en protéine bande 3 chez 10 & 20 % des Nords
Américains et des Européens présentant une sphérocytose
héréditaire. Ce déficit est plus fréquemment rencontré dans les
populations japonaises. (107)(123) Habituellement, il s'agit d'une
forme bénigne de la sphérocytose héréditaire avec pr'ésence‘
d'érythrocytes en forme de champignons (0,2 a 2,3 % des

érythrocytes non retrouvés chez les autres formes).

Photographie d'un frottis sanguin coloré au May-Grimwald-Giemsa, d'un patient

SH par déficit en bande 3 (aspect en champignon des hématies)
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Il s'agit d'une forme autosomique dominante.

Le plus souvent, le déficit en bande 3 (20 a 40 % de moins que la
normale) est associé & un déficit 4,2.

Soit, il s'agit d'une mutation hétérozygote du gene EPB3 avec déficit
en protéine bande 3 de 20 a 40 % et un déficit secondaire en
protéine 4,2 proportionnel au déficit en protéine bande 3.

Soit, la protéine 4,2 est déficitaire du fait d'une mutation de la
protéine bande 3 au niveau du domaine cytoplasmique ot se trouve le
site de fixation de la protéine 4,2 (bande 3 Tuscaloosa, Montfiore,
Fukuoka). (124)

Plusieurs mutations codon-stop ont été identifiées au niveau du géne
AEl:

- mutation non sens avec instabilité de ARN messager et un déficit
en protéine bande 3 (bande 3 Hodouine, Lyon, Noirterre, Osnabriick
I, Trutnov)

- mutation du cadre de lecture (bande 3 Bicétre II, Bahain, Briiggen,
Fagia, Smichov, Evry, Habart, Napoli I, Princeton, Worcester)

- mutation avec défaut d'épissage (bande 3 Campinas, Pribam).

Il existe également des mutations faux sens localisées pour la
plupart au niveau du domaine transmembranaire avec diminution de
lincorporation de la protéine bande 3 dans la couche bilipidique

(bande 3 Bicétre I, Dresden, Hradec Kralove, Jablonec, Prague IT et

ITI, Milano, Osnabriick II).
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Certaines mutations faux sens se situent au niveau du domaine
cytoplasmique N terminal avec atteinte de la fixation de la protéine
bande 3 avec les autres protéines du squelette membranaire (bande
3 Nachod, Fukuoka, Montefiore, Tuscaloosa). (125)

Dans les cas de la mutation bande 3 Nachod, il y a altération de la
licison de l'ankyrine avec la bande 3 Fukuoka, il y a altération de la
licison avec la protéine 4,2 qui est cependant présente alors que
celle-ci est absente chez les patients doubles hétérozygotes pour la
protéine bande 3 Fukuoka et la bande Okinowa. Il existe également
un déficit en protéine 4,2 chez les patients avec bande 3 Tuscaloosa
et Montefiore. (124)(125)

Une mutation au niveau du domaine cytoplasmique C terminal a été
identifiée (bande 3 Vesuvio). (127)

Les manifestations cliniques d’'une sphérocytose héréditaire liée d un
déficit en protéine bande 3 s'expriment de fagon homogeéne au sein
d'une méme famille, certains patients sont plus malades que d'autres
et ceci semble lié a un déficit plus prononcé en protéine bande 3.

On pense que certains alleles mutés du gene EPB 3 non exprimés a
I'état hétérozygote, s'expriment quand il existe en trans avec un
autre alléle muté du gene EPB 3 (responsable du déficit en protéine
bande 3).

Les symptomes de la sphérocytose héréditaire, n'apparaissent que
quand le taux de protéine bande 3 est inférieur a un certain seuil.

Ainsi plusieurs alleles bande 3 mutés chez un méme patient peuvent
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moduler la sévérité de la maladie. Par exemple, les bandes 3
Montefiore et Mondego (toutes deux mutations faux sens au niveau
du domaine cytoplasmique) aggravent des manifestations cliniques
liées a la protéine bande 3 Coimbra quand elles sont associées.
(128)(129)

De méme, la sévérité de la sphérocytose héréditaire liée & la bande
3, est augmentée par une mutation bande 3 Genas. (128)(129) Enfin,
la mutation Coimbra de la protéine bande 3 a été découverte a I'état
homozygote chez un nouveau-né avec une forme sévére de
sphérocytose héréditaire. Il existait chez cet enfant, une absence
totale de protéine bande 3 et protéine 4,2. La protéine bande 3 était
également absente au niveau des cellules intercanalaires du tubule
rénal distal avec pour conséquence un hydropsfoetalis associé d une
acidose tubulaire distale et une néphrocalcinose. (130)

La protéine bande 3 est un échangeur d'anions et se trouve également
au niveau des tubes collecteurs rénaux. Un cas d'acidose tubulaire
distale incompléte a été retrouvé avec une mutation protéine bande 3
Pribam. Mais la plupart des sphérocytoses héréditaires avec déficit
en protéine bande 3 ne présentent pas d'acidose métabolique.
(131)(132)

Des cas de mutations de la protéine bande 3 ont été découverts chez
des patients avec acidose tubulaire distale dominante sans anomalie
érythrocytaire. Il s'agit de mutations différentes de celles

retrouvées dans la sphérocytose héréditaire. (131)(133)
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Mutations du gene de la protéine bande 3 responsables de

sphérocytose héréditaire (http://www.kidscancer.net/membrane/)

Nom commun |codon|Nom Type de | Mécanisme
systémique mutation

Genas -2036>A promoteur

Neapolis ---  |16+2T>C initiation abolie |épissage

Montefiore |40 |E40K faux sens

Foggia 55 |163delC cadre de lecture |1-nt délétion

Kagoshima 56 |167delA cadre de lecture |1-nt délétion

Hodouin 81 W81X non sens

Bohain 81 241delT cadre de lecture |1-nt délétion

Napoli T 100 [298-299insT |cadre de lecture |1-nt insertion

Nachod 117 | 350-3C>A 5-aa deletion épissage

Fukuoka 130 |G130R faux sens

Mondego 147 |P1475 faux sens

Osnabruck I |150 |R150X non sens

Lyon 150 |R150X non sens

Wilson 172 |515delG cadre de lecture |1-nt délétion

Worchester |173 [515-516insG | cadre de lecture |1-nt insertion

Campinas 204 |694+16>T cadre de lecture |épissage

Princeton 275 |823-824insC |cadre de lecture |1-nt insertion
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Boston 285 |A285D faux sens

Tuscaloosa 327 |P327R faux sens

Noirterre 330 |Q330X non sens

Bruggen 419 |1255delC cadre de lecture |1-nt délétion

Benesov 455 |G455E faux sens

Bicetre IT 456 |1366delG cadre de lecture |1-nt délétion

Pribram 478 |1431+16>A cadre de lecture |épissage

Coimbra 484 |V488M faux sens

Bicetre I 490 |R490C faux sens

Evry 496 (1486delT cadre de lecture |1-nt délétion

Milano 500 [1498- 23-aa insertion |duplication
1499ins69

Dresden 518 |R518C faux sens

Smichov 616 |1848delC cadre de lecture |1-nb délétion

Trutnov 628 |Y628X non sens

Hobart 647 |1940delG cadre de lecture |1-nt délétion

Osnabruck IT |664 |M664del 1-aa délétion

Most 707 |L707P faux sens

Okinawa 714 |6G714R faux sens

Prague IT 760 R760Q faux sens

Nom commun |codon|Nom Type de [Mécanisme
systémique mutation
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Kumamoto 760 [R760Q faux sens

Hradec 760 |R760W faux sens

Kralove

Chur 771 |6771D faux sens

Napoli IT 783 |I783N faux sens

Jablonec 808 |R808C faux sens

Nara 808 |R808H faux sens

Prague 822 |2464- cadre de lecture |10-nt insertion
2465ins10

Birmingham 834 |H834P faux sens

Philadelphia 837 |T837M faux sens

Tokyo 837 |T837A faux sens

HT 868 |P868L faux sens

Prague IIT |870 |R870W faux sens

Vesuvio 894 |2682delC cadre de lecture |1-nt délétion

4. Déficit en protéine 4,2 ou pallidine

Les déficits partiels en protéine 4,2 sont le plus souvent rencontrés

dans les cas de sphérocytose héréditaire avec déficit en ankyrine ou

en protéine bande 3. Le déficit est alors secondaire. (103)(134)(135)

Il existe des cas de déficits isolés en protéine 4,2 au niveau de la

membrane érythrocytaire. (136)(137) La transmission se fait alors

selon un mode autosomique récessif et les manifestations cliniques
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seront peu séveéres (la résistance osmotique étant proche de la
normale).

Sur les frottis sanguins, la morphologie des érythrocytes est
caractérisée par la présence de sphérocytes, delliptocytes, et de
sphéro-ovalocytes. (76) Actuellement, sept mutations du géne ELB
4.2 ont été identifiées.

La protéine 4,2 Nippon, fréquemment retrouvée au Japon, a une
expression bénigne chez les sujets homozygotes ou hétérozygotes
complexes. Seules 2 mutations de la protéine 4,2 en dehors de la
population japonaise ont été rapportées :

- protéine 4,2 Tozeur (138)

- protéine 4,2 Lisboa d'origine découverte a I'état homozygote. (139)

Mutations du gene de la protéine 4.2 responsables de sphérocytose

héréditaire (http://www kidscancer.net/membrane/)

Nom commun |codon|Nom systémique | Type de mutation |Mécanisme
Lisbao 89 |26bdelG cadre de lecture |1-nt délétion
Fukuoka 119 |WI119X non sens

Nippon 142 |A142T faux sens

Komatsu 175 |D175Y faux sens

Notame 250 |922+16>A cadre de lecture |épissage
Tozeur 310 |R310Q faux sens

Shiga 317 |R317¢C faux sens
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K. TRAITEMENT DE LA SPHEROCYTOSE
HEREDITAIRE

L'attitude thérapeutique face a la sphérocytose héréditaire a peu
évolué au cours des dernieres décennies. Elle consiste en transfusion,
splénectomie avec ou sans cholécystectomie auxquelles on peut
rajouter la correction des carences vitaminiques (folates), de lictére
nucléaire (photothérapie et exsanguinotransfusion) ou abstention

thérapeutique quand le malade est asymptomatique.

1. La transfusion sanquine

Elle est réservée aux situations hémodynamiques graves, aux anémies
mal tolérées ou au traitement de l'ictére néonatal.

Elle peut étre salvatrice dans les crises érythroblastopéniques et
dans les crises hémolytiques séveres. Elle permet par des
transfusions itératives chez I'enfant et le nourrisson, d'attendre que
la splénectomie puisse étre effectuée.

On utilise du sang frais ou des cryopréservés. Cependant, elles ne
sont pas sans risque :

- risque d'une immunisation érythrocytaire ; on établit un phénotype
complet initial et on utilise des concentrés globulaires a comptabilité
parfaite. On pratique la recherche des anticorps irréguliers avant
chaque transfusion. Cette immunisation érythrocytaire se

manifeste par une hémolyse intravasculaire et intratissulaire
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- risque dalloimmunisation contre les antigénes leucoplaquettaires
(transfusion de sang total non déleucocyté, non déplaquetté ou en cas
de transfusion de plaquettes ou de granulocytes). Il se manifeste par
une inefficacité de la transfusion (forme latente), par une réaction
de frissons hyperthermiques dans les formes bénignes, par un choc
pyrogénique dans les rares formes graves

- risque de transmission de maladies infectieuses

- complications induites par des transfusions itératives
hémochromatose post-transfusionnelle qui est une complication
tardive (et ceci puisque 1 | de sang apporte 500 mg de fer et que
I'excrétion quotidienne n'excede pas 100 g par jour).

De plus, au fer transfusé s'ajoute le fer libéré par les globules
rouges hémolysés, le fer s'accumule en quelques années au niveau de
la rate, du foie et du pancréas et donne des complications cardiaques,
endocriniennes (diabéte), hépatiques ou encore pigmentation cutanée
allant jusqu'd menacer le pronostic vital.

Elle est prévenue par I'espacement des transfusions.

Elle nécessite parfois le recours da un chelateur du fer : DESFERAL
administré en sous-cutané, en intra-veineux ou en intra-musculaire, a
la posologie de 40 mg/kg/jour. L'efficacité du chelateur est majorée
par une supplémentation en vitamine C a la dose de 25 mg/kg/jour
avec un maximum de 200 mg/jour et elle est jugée sur le taux de

ferritine maintenue entre 500 et 1000 mg/|.
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2. Splénectomie totale

Préconisée des 1903 par BANTI, elle est efficace sur I'hémolyse mais
ne corrige pas I'anomalie membranaire. De technique simple, elle n'est
pas systématiquement pratiquée. Les indications doivent étre
discutées en raison de la survenue a court et & moyen terme de
complications pouvant engager le pronostic vital. Les indications
justifiant la splénectomie sont :

- les répétitions des crises d'hémolyse avec transfusions répétées.

- le retentissement sur la croissance et 'état général.

- la fatigue et le retard pubertaire.

- les antécédents de crise aplasique.

- lexistence d'une lithiase biliaire associée.

Compte tenu du risque infectieux de la splénectomie chez le jeune
enfant, elle doit €tre réalisée le plus tard possible et pas avant |'dge
de 3 ans (la rate semblant jouer un réle clé dans l'acquisition d'une
immunité efficace chez I'enfant). Elle est donc contre-indiquée dans
les formes néonatales.

L'dge idéal se situe entre 6 et 10 ans, dge auquel les complications
tardives de la sphérocytose héréditaire ne sont pas encore apparues
et ol les complications propres a la splénectomie sont moins sévéres.
(12) Depuis 1980, la splénectomie retrouve une place plus importante

our éviter les transfusions et diminuer ainsi le risque de
q
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transmission des infections virales (HIV, Hépatite B et C). Il existe
deux techniques actuellement :

- la laparotomie par voie médiane avec recherche de rate accessoire
et exploration des voies biliaires

- la coelioscopie ou laparoscopie. La laparoscopie présente un
avantage esthétique et permet de diminuer la durée d’hospitalisation
et les douleurs post-opératoires. (140)(141)(142)

Le taux de conversion de coelioscopie en laparotomie varie de O a 21
% selon les études. La splénectomie par laparoscopie doit &tre
réalisée quand la rate pése moins de 700 a 800 g, quand il est
possible de I'extraire a l'aide d'un sac aprés fragmentation digitale
par l'orifice ombilical ou quand il existe une contre-indication a la
cholécystectomie associée. Dans les autres cas, la laparotomie doit
étre préférée. (143)

La lithiase biliaire est présente chez 30 % de patients atteints de
sphérocytose héréditaire (plus rare chez lenfant de moins de 10
ans). La recherche est systématique par cholangiograhie pré-
opératoire ou par échographie.

La présence d'une lithiase vésiculaire justifie la réalisation d'une

splénectomie par laparatomie associée a une cholécystectomie.
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3. Complications de la splénectomie totale

a) Complications post-opératoires

Elles sont rares. La splénectomie réalisée par laparotomie ou par

laparoscopie ne fait pas varier le taux de mortalité, ni de morbidité.

b) Complications infectieuses (144)

Le risque d'accident infectieux est plus important chez l'enfant de
moins de 5 ans et majeur chez l'enfant de moins de 3 ans compte
tenu de limmaturité du systeme immunitaire. Il est tres présent
également chez l'adulte.

Le risque est maximum au cours des deux années qui suivent
lintervention mais persiste tout au long de la vie.

La fréquence des complications infectieuses graves est de 34 5 % et
la fréquence des infections mortelles est de 2 % avec un risque 4
fois plus important chez les enfants de moins de 5 ans.

Elles sont principalement liées a des méningites ou a des purpura
fulminans a Streptococcus Pneumoniae, Haemophilus Influenzae et
Neisseria Meningitidis. La mortalité varie entre 50 et 70 % des cas,
dont la moitié au cours des vingt-quatre premiéres heures méme avec

des traitements précoces adaptés. Le risque infectieux post-
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splénectomie nécessite donc une prise en charge vaccinale et une
antibioprophylaxie.

On réalise une vaccination anti-pneumococcique, anti-haemophilus
influenzae et antfi-méningococcique deux semaines avant
lintervention. Les deux derniéres sont recommandées si la
splénectomie se fait avant |dge de 6 ans. Les rappels de la
vaccination anti-pneumococcique doivent se faire dans un intervalle
de 3 ans puis revaccinés tous les 3 d 5 ans chez les enfants de moins
de 10 ans au moment du rappel, tous les 6 ans chez l'adulte.

Apres le geste chirurgical, on préconise une antibiothérapie
prophylactique quotidienne par pénicilline pendant les 5 années qui
suivent les splénectomies voire jusqu'a I'dge de 18 ans du fait de la
faible incidence du sepsis post-splénectomie chez [adulte
(I'apparition de résistances des pneumocoques a la pénicilline pose
d'énormes probléemes actuellement). L'éradication des foyers

dentaires avant la chirurgie est obligatoire.

c) Accident thromboembolique et

hyperplaquettose

La splénectomie est suivie d'une augmentation de 'hémoglobine, des
plaquettes et du cholestérol, et cela des la premiére semaine apres
l'intervention, elle diminue et se stabilise vers le 6 éme mois, mais le
taux de plaquettes sera toujours supérieur a celui existant avant la

splénectomie. Chez les enfants, l'abstention thérapeutique est la
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régle, mais chez l'adulte, on propose un traitement préventif des

thromboses par anti-agrégants plaquettaires. (145)

4. Alternatives a la splénectomie totale

a) Embolisation partielle de I'artére splénique

Dans la méme optique, on peut réaliser une ligature de lartére
splénique, elle consiste (sous anesthésie locale) en une embolisation
des 2 branches inférieures de l'artére splénique (vascularisation des
2 tiers inférieurs de la rate) avec de l'alcool a 90°, ce qui permet une
thrombose vasculaire lente et progressive sous controle
angiographique. Parfois, lembolisation peut étre excessive et
nécessite une splénectomie dans un second temps.

Elle permet d'éviter les risques de sepsis post-splénectomie puisque
la persistance de 30 % des tissus spléniques suffit & assurer une
protection efficace grace aux fonctions immunitaires de la rate.
Cependant, il existe un syndrome post-embolisation avec une fiévre
modérée, des douleurs abdominales et des vomissements.

Ainsi, on observe une diminution de la sequestration splénique et de
'hémolyse avec une stabilisation de la maladie et un arrét des besoins

transfusionnels. L'hyperplaquettose est transitoire.
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b) Splénectomie partielle (146)

Le patient retrouve un taux d’hémoglobine normal sans variation de la
durée de vie des globules rouges. Il y a une diminution de 'hémolyse
mais moins efficace que la splénectomie totale dans l'expression de la
maladie et dans la prévention des lithiases biliaires. (146)

Elle préserve le role de phagocytose des macrophages spléniques.
Cette technique permet une baisse des risques transfusionnels et
une baisse des risques infectieux. Elle doit étre préférée chez
'enfant de moins de 5 ans (on peut toujours compléter le geste
chirurgical plus tard), et dans les formes bénignes, la vaccination et

I'antibioprophylaxie restent nécessaires.

c) Traitement par érythropoiétine

L'injection d'érythropoiétine provoque une augmentation brutale de la
réticulocytose et évite les transfusions. Ces injections se font trois
fois par semaine. Des études sur cette technique sont en cours dans

le service du Professeur 6. TCHERNIA.
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V. PARVOVIRUS B 19

A. EPIDEMIOLOGIE

Le Parvovirus B19 est un virus ubiquitaire. La transmission se fait par
voie respiratoire. Le virus est présent tout au long de I'année, mais
les infections d Parvovirus B19 évoluent par épidémies survenant en
fin d'hiver et au début du printemps. (147)

La séroprévalence du virus augmente avec l'dge (147)(148) :

- 10 % entre 1 et 5 ans.

- 40 % entre 20 et 30 ans.

Le pic de primo-infection se situe entre 6 et 10 ans, mais elle est
fréquente aussi chez la femme de 20 a 30 ans (contact avec les
jeunes enfants). (149) |

Au cours d'une épidémie, les risques dinfection chez les sujets
contact vont de 40 & 50 %. (147) Il existe également un risque de
transmission par voie sanguine (sang total, facteur VIII, facteur IX).
(150) On note deux cas de transmission par dons d'organes (reins et

moelle osseuse). Un cas de donneur sur 40000 a une virémie positive.

(147)
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La fréquence de séropositivité chez les enfants hémophiles est

sensiblement plus haute que la normale. (149)

B. MANIFESTATIONS CLINIQUES ET
BIOLOGIQUES

1. Manifestations cutanées

Le mégalérythéme épidémique est la traduction classique de la primo-
infection a Parvovirus B19. On lappelle aussi cinquieme maladie
éruptive de l'enfant. (151)(152)(153) Le mégalérythéeme épidermique
est la plus bénigne des maladies éruptives de I'enfant. La premiere
observation a été faite par Robert WILLAN en 1784 et a été
redécouverte par CHEIMISSE en 1905. (152) Son étiologie virale a
été longtemps soupgonnée.

Tl se traduit par un rash maculo-papuleux au niveau du visage (aspect
en « joues souffletées ») puis s'étend au niveau du tronc et aux
extrémités.

Ce rush appardit 18 jours aprés le contage et disparait aprés 5 a
9 jours.

Il est le plus souvent associé a une fébricule et a une rhinopharyngite
ainsi qu'a un prurit.

D'autres manifestations cutanées ont €té observées :

- Eruption vésiculo-pustuleuse.
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- Syndrome de Gianotti Crosti (acrodermite papuleuse infantile
décrite comme une éruption micro-papuleuse survenant aux
extrémités et aux fesses, éventuellement d la face, épargnant
cependant le tronc qui en général est rapportée a une hépatite B mais
de nombreuses autres infections virales ont été mises en cause).

- Eruption papulaire purpurique en « gants et chaussettes ».
(147)(154).

L'énantheme est absent mais I'érythéme peut toucher les paumes des
mains et les plantes des pieds.

Le lien entre la cinquieme maladie et le Parvovirus B19 a été
découvert en 1977 et en 1982 sur une étude rétrospective au Japon.

(155)
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2. Manifestations articulaires

L'atteinte articulaire est présente dans 70 % des cas d'infections a
Parvovirus B19 chez l'adulte et seulement dans 10 % des cas chez
I'enfant. La fréquence est particulierement élevée chez la femme.
(147)

Il s'agit de polyarthrites peu séveéres, bilatérales, symétriques et
d'installation brutale. (147)(153)

Les polyarthrites touchent préférentiellement les articulations des

extrémités : mains, poignets, chevilles et pieds, puis s'étendent
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rapidement aux grosses articulations des membres : genoux et
coudes. L'atteinte de la colonne cervicale et lombo-sacrée est
possible. (153)

L'atteinte articulaire s'‘améliore en deux a trois semaines, mais dans
10 % des cas, cette atteinte peut persister plusieurs semaines, voire
plusieurs mois avec des rechutes possibles. (147)

Il n'y a ni destruction articulaire, ni séquelle notable.

Un rash érythémateux ou vésiculo-pustuleux voire un épisode pseudo-
grippal précéde souvent dans les deux mois la symptomatologie
articulaire. Le plus souvent, les manifestations articulaires sont le
seul signe clinique.

La responsabilité du Parvovirus B19 dans la survenue de polyarthrite
rhumatoide a été évoquée en 1998 par Takahoshi (156) et en 1999
par Altschuler. (157) Cette hypothése est maintenant abandonnée
pour la polyarthrite rhumatoide et également pour la maladie Still.
(158)

Des cas de dermatomyosite (159)(160) et de lupus érythémateux
disséminé (161) ont aussi été rapportés, mais bien que le génome viral
ait été détecté dans des biopsies cutanées, il n‘a pas été retrouvé

dans le sérum. (147)

3. Les vascularites

Le Parvovirus B19 est également associé a la survenue d'un purpura

rhumatoide mais dans ce cas, sa prévalence est faible. (162)
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Le lien entre Parvovirus B19 et granulomatose de Wegener (163) ou
vascularites des gros et moyens vaisseaux est difficile a établir voire
controversé.

L'association Parvovirus B19 et maladie de Kawasaki a été réfutée en
1994 par Yoto (164) et en 2000 par Shua. (165)

Une PCR a Parvovirus B19 a été retrouvée positive dans des biopsies
d'artére temporale chez des patients présentant une maladie de
Horton. (166)

Un lien entre infection a Parvovirus B19 et une maladie occlusive
artérielle des extrémités et un phénomene de Raynaud vient d'étre
récemment trouvé. (167)(168)

Le tronc commun permettant d'expliquer l'association intermittente
d'une infection & Parvovirus B19 et de ces pathologies artérielles

reste a élucider.

4. Manifestations hématologiques

a) Rappel sur I'érythropoiese

L'érythropoiése correspond a la production des éléments figurés du
sang :

- globules rouges,

- cellules granuleuses,

- lymphocytes,

- plaquettes.
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Ces éléments figurés sont élaborés dans la moélle osseuse a partir
d'une cellule souche commune. Les caractéristiques de cette cellule
souche sont ses capacités dauto-renouvellement illimité et ses
capacités aprés un stimulus approprié & donner naissance aux
différentes cellules a lorigine des lignées hématopoiétiques.
Cette cellule souche est appelée totipotente ou C.F.U. (Colony
Forming Unit). Les C.F.U. donnent naissance a des cellules souches
uni-potentes  différenciées dans une lignée particuliére.
L'érythropoiése se développe aux dépens de la cellule souche
différenciée dans le sens érythropoiétique. Il existe deux types de
cette cellule, en fonction de sa maturation :

- la B.F.UE. (érythrocytic burst forming unit) qui est la plus
indifférenciée.

- la CF.UE. (érythrocytic colony forming unit) plus différenciée,
proche du proérythroblaste.

Ces cellules souches donnent naissance aux précurseurs de la lignée
érythroide :

- le proérythroblaste.

- 'érythroblaste basophile.

- I'érythroblaste polychromatophile.

- I'érythroblaste orthochromatique.

- le réticulocyte dont le taux refléte |'érythropoiese.

Parallélement a cette maturation cytologique, il existe un processus

biochimique conduisant d la synthése de 'hémoglobine.
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b) Notion de cellules cibles

L'équipe de BROWN (National Heart Lung and Blood Institute) a
récemment découvert (1994) que le récepteur cellulaire du
Parvovirus B19 est I'antigeéne du groupe sanguin du systeme P, connu
comme |'AgP ou globoside.

Cet antigene est présent non seulement sur les érythrocytes et les
érythroblastes mais aussi sur les mégacaryocytes, les cellules
endothéliales, le placenta et les cellules cardiaques.

Depuis cette découverte, une étude récente (avril 1994) sur 17

sujets, de phénotype P sans AgP sur leurs érythrocytes a montré
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'absence de trace sérologique d'infection antérieure par parvovirus
contrairement a des taux de séropositivité de 71 % et 47 % dans les
deux groupes témoins. Elle démontre également que si on inocule in
vitro du Parvovirus d dose élevée dans la moélle des sujets de
phénotype P, I'érythropoiése est normale sans signe d'infection des
érythroblastes. Ces résultats suggerent également que des molécules
capables d'empécher la fixation du Parvovirus B19 a son récepteur
pourraient constituer un traitement efficace de [linfection.

(169)(170)(171)(172)(173)(174)(175)
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c) Manifestations hématologiques

Chez le sujet sain durant la virémie, on note une diminution des
réticulocytes et une perte de 1 da 2 g pour 100 ml de I'hémoglobine.
Des préléevements de moelle osseuse aprés inoculation du virus,
montrent une chute du nombre de précurseur de la lignée rouge type
BFU-E et CFU-E.

Par contre, on trouve des proérythroblastes géants anormaux, de
diametre supérieur & 35 mm avec un cytoplaste basophile, une fine
chromatine, un nucléole irrégulier ou des inclusions virales au niveau
du noyau plus ou moins des vacuoles et des pseudopodes

cytoplasmiques.

THE NEW SNGLAST WIRNAL OF MEDRMNE

Morphologie de la moelle osseuse avec des pronormoblastes géants (avec pseudopodes

et vacualisation du cytoplasme et inclusion du nucléole)
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Aspect en microscopie électronique d'un précurseur de la lignée
érythroide infecté par le parvovirus B19 in vitro : margination de la

chromatine avec présence de particules virales, vacualisation et

pseudopodes du cytoplasme

Chez les patients ayant une anémie hémolytique chronique,
constitutionnelle ou auto-immune, les taux dhémoglobine sont
toujours initialement bas (7 a 10 g pour 100 ml) et les précurseurs de
la lignée rouge ont une durée de vie plus courte (10 a 20 jours).

L'interruption de l'‘érythropoiése pour 5 jours chez ces individus
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conduit a des signes cliniques d'anémie plus marqués avec une baisse
du taux d'hémoglobine de plus de 2 g pour 100 ml.

En dehors de I'hémolyse chronique, d'autres pathologies peuvent
favoriser I'apparition d'une anémie sévere chez les patients infectés
par le Parvovirus B19, comme par exemple, un déficit nutritionnel ou
un déficit immunitaire (ex. : HIV - greffes dorganes). Ces
pathologies peuvent entraver le processus d'élimination du virus et
provoquer des cytopénies subaigués durables.

La réplication du Parvovirus B19 n'a été obtenue qu'au niveau des
cellules souches des lignées érythrocytaires. (172)(173)

Le récepteur cellulaire s'est révélé étre I'antigéne du groupe sanguin
P présent sur les cellules épithéliales, endothéliales, les précurseurs
hématopoiétiques du foie feetal, des cellules myocardiques ainsi qu'au
niveau des cellules de la lignée mégacaryocytaire. (174)(175) (151)

Ce récepteur cellulaire est appelé globoside P. Le Parvovirus B19 est
donc fréquemment responsable de la crise érythroblastopénique chez
'enfant, le diagnostic différentiel étant I'érythroblastopénie aigué
transitoire de la petite enfance d'origine immunopathologique.

Au cours dune infection expérimentale par le Parvovirus B19,
Anderson et ses collaborateurs (176), ont constaté une leucopénie et

une thrombopénie transitoire témoignant d'une atteinte médullaire

plus globale.
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Le pouvoir pathogéne du virus procéde de deux effets distincts :

- Effet cytopathique direct du virus sur les cellules : les cellules
permissives, au sein desquelles le virus peut se répliquer et donc se
développer, sont représentées par les seules cellules souches des
lignées érythrocytaires humaines. Apres fixation & l'antigéne P et son
internalisation, la réplication du virus aboutit a une lyse cellulaire,
conséquence de l'accumulation de virions plus ou moins complets.
(177) Cet effet cytopathique direct est visible en 24 a 48 heures in
vitro. (178) La destruction des cellules semi-permissives telles que
les mégacaryocytes, découle quant a elle, non plus d'une réplication
virale avec accumulation de virions complets, mais d'une certain
niveau de transcription virale aboutissant d la synthese de protéines
virales par détournement du métabolisme de la cellule infectée ;
protéines virales dont l'accumulation est délétére pour la cellule.
(177)

- Effet cytopathique indirect en rapport avec des phénomenes
immunologiques : un effet cytopathique indirect, lié a des
phénoménes immunologiques induits et entretenus par l'expression
d'antigénes viraux (protéine Upl et Up2) a la surface des cellules
parasitées, pourrait également étre a l'origine de la destruction des
cellules semi-permissives. Cette hypotheése est en outre, la plus
couramment admise pour expliquer, par exemple, l'association
parvovirus B19 et vascularite. L'atteinte des cellules endothéliales,

cellules permettant l'internalisation du virus mais pas sa réplication,
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pourrait ainsi, étre exclusivement liée & ce mécanisme indirect. (178)
Des cas de thrombopathies auto-immunes (purpura), de neutro-
pathies auto-immunes et d'‘anémies hémolytiques auto-immunes ont
été rapportés. (153)

Comme les patients atteints d'hémolyse chronique, les patients
immunodéprimés représentent une population & risque de compli-
cations séveres en cas d'infection a Parvovirus.

Ce sont en général des situations d'érythroblastopénies chroniques
avec leucopénies et thrombopénies nécessitant des transfusions
régulieres (ex. : chimiothérapie antileucémique, transplantés
d'organes, SIDA, enfants atteints d'un déficit immunitaire congénital
et patients sans déficit immunitaire prouvé mais incapables de
fabriquer des anticorps de type IgG neutralisants).

Enfin, de rares cas daplasie transitoire se sont compliqués de

nécrose de la moélle osseuse. (151)

5. Parvovirus et grossesse (147)(153)

Les Parvovirus animaux sont responsables de mort feetale in utéro et
de malformations congénitales. Le réle du Parvovirus B19 n'est pas
prouvé dans les malformations congénitales chez I'humain.

Le premier cas d'infection materno-feetale a été rapporté par Brown

en 1984, (179)

Environ 45 % des femmes en dge de procréer sont séronégatives et

le risque de contamination en cas de contact est de 50 %.
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Le risque de mort feetale lors d'une primo-infection maternelle est
estimé & 9 % confirmée par une étude rétrospective américaine.
(180)(181) Le taux de transmission trans-placentaire serait de 33 %,
la probabilité que le feetus soit contaminé de 3 a 5 %. (151)(180)

La primo-infection chez la mére n'est pas toujours symptomatique.
10 7% présentent des rashs cutanés, 50 % un syndrome grippal banal.
Les morts feetales peuvent survenir dans 14 % des cas aprés une
primo-infection maternelle pendant les vingt premiéres semaines de
gestation. (147)

Le mécanisme en est inexpliqué mais une étude met en évidence au
niveau du placenta une réponse inflammatoire constituée de
lymphocytes T (CD4 et CD8) avec une nette augmentation de la
production d'interleukines. (182)

La pathologie du deuxieme trimestre de la grossesse est représentée
par I'anasarque foeto-placentaire. (179)(183)

Le taux de mortalité, fonction du degré danasarque, peut aller
jusqu'a 75 %. (184) Le traitement en est une exsanguino-transfusion
intra-utérine.

Chez le feetus, la durée de vie des globules rouges est courte : 45 d
70 jours. L'érythropoiése est intense, le foie et la rate sont riches en
précurseurs de la lignée rouge, cible de la réplication des Parvovirus.
L'anasarque foeto-placentaire est secondaire d une anémie aigué
intrautérine par destruction des lignées érythroides et trés

probablement a une atteinte cardiaque du virus, d'od une anémie
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feetale qui se développe et entraine une augmentation du débit
cardiaque, une hypoxie et enfin une anasarque feeto-placentaire avec
cedéme sous-cutané et ascite. (147)

En fait, I'étiologie de cette anasarque est multifactorielle :

- Hépatomégalie (hématopoiese extra médullaire qui entrafne une
géne au retour veineux).

- Une myocardite virale (147)(153).

- Une hypoalbuminémie par insuffisance hépatique.

Apres traitement par exsanguino-transfusion dont les taux de succeés
varient entre 60 et 83 %, le pronostic feetal est excellent, de rares
cas d'anémie prolongée s'observent a la naissance. (185)(186)

Les immunoglobulines nont pas prouvé leur efficacité dans cette
situation.

La régression spontanée de lanasarque pose le probléme des
indications de la tfransfusion feetale in utero.

Enfin, jusqu'd ce jour, l'effet tératogéne du Parvovirus B19 n'a pas

été prouve,
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Anasarque foeto-placentaire aprés infection intra-utérine a

parvovirus B19

6. Atteinte Cardiaque

Dans lanasarque foeto-placentaire, I'hydrops est associé d une
insuffisance cardiaque biventriculaire avec péricardite. Chez I'enfant
et ladulte, il s'agit le plus souvent de la survenue d'une insuffisance
cardiaque congestive, brutale, précédée de 2 a 20 jours de fievre
avec ou sans rash évocateur. (147)

L'analyse histologique du cceur par biopsie endomycardique ou par

examen autopsique retrouve un infiltrat lymphocytaire et
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inflammatoire du myocarde et du péricarde ainsi qu'une nécrose des
myocytes. (147)

On retrouve ' ADN du Parvovirus B19 par PCR ou des antigénes viraux
spécifiques par immunohistochimie au niveau du myocarde.

Le traitement consiste en l'association de mesures symptomatiques
avec des immunoglobulines et/ou un traitement immunosuppresseur.
L'évolution est fatale dans la moitié des cas. Dans les cas ol les
patients sont atteints d'une anémie préexistante (ex. : thalassémie
majeure), 'anémie sévere peut précipiter |'insuffisance cardiaque.

De plus, la surcharge en fer, due a de multiples transfusions, est un
facteur limitant les réserves myocardiques de ces patients. (176)

On remarque qu'un taux élevé de Tumor Necrosis Factor (TNF alpha)
est impliqué dans la pathogénie des insuffisances cardiaques séveres
de certains patients. (176) Enfin, il faut noter la présence de
récepteurs globosides P au niveau des membranes des myocytes

expliquant ce tropisme cardiaque.
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7. Atteinte neurologique (147)(176)

Ont été observés :

- des encéphalopathies.

- des méningites aseptiques avec pleiocytose et protéinorachie
élevée. Le virus a été mis en évidence dans le LCR. L'évolution est
spontanément favorable.

- une neuropathie du plexus brachial.

- un syndrome du canal carpien.

8. Atteinte hépatique (147)(176)

Les atteintes hépatiques dues au Parvovirus B19 vont de la simple
cytolyse avec ou sans hépatomégalie et hépatalgie a I'hépatite
fulminante. Cependant, la responsabilité du Parvovirus B19 n'est pas

clairement établie.

9. Manifestation oculaire (176)

La conjonctivite en est une manifestation banale.

Des cas d'uvéite antérieure et d'ophtalmoplégie ont été rapportés
chez les adultes en primoinfection.

Des immunoglobulines IgG spécifiques du Parvovirus B19 ont été

retrouvées dans le vitré pour 50 % des cas.
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10. Autres manifestations cliniques rares (176)

Le Parvovirus B19 serait impliqué dans :
- Certaines fibromyalgies

- Certaines myosites.

C. CARACTERISTIQUES GENERALES

Le Parvovirus B19 ou Parvovirus humain est un petit virus (parvum en
latin = petit) & ADN monocaténaire et sans enveloppe appartenant a
la famille des Parvoviridae.

La famille des Parvoviridae comprend trois genres (150)(151)(155) :

- dentovirus

- dependovirus

- parvovirus.,

1.Les dentovirus

Ils infectent les insectes, sont d réplication autonome c'est-a-dire
qu'ils se multiplient sans l'aide d'un autre virus.

On les rencontre chez les dipteéres ou les arthropodes.

On en connaft six membres. L'espéce type en est le dentovirus of

Junia ou Galleria Densovirus.
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2. Les dependovirus

Ils se distinguent des autres parvovirus car leur réplication est
dépendante d'un virus « Helper » qui peut €tre un adénovirus ou un
herpesvirus.

L'espéce type est 'Adeno Associated Virus (AAV) dont on a isolé
chez 'homme cinq sérotypes. Ils sont occasionnellement retrouvés
dans les selles humaines mais aucune affection spécifique n'a pu leur
etre attachée.

Ils ont aussi été isolés chez :

- les oiseaux Avian AAV (AAAV).

- les bovidés Bovine AAV (BAAV).

- les chiens Canine AAV (CAAV).

3. Les parvovirus

Ce sont des virus autonomes qui se multiplient dans le noyau de la
cellule hote.

Ce genre regroupe de nombreux virus.

L'espéce type en est le Parvovirus R1 (ratvirus KILHAM). Le premier
parvovirus fut découvert en 1951 chez le vison (Alentian Mink Virus).
La plupart des parvovirus infectent les animaux et sont bien connus
en pathologie vétérinaire.

Le virus de la panleucopénie du chat (FPV)
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et son variant canin (CPV) sont responsables de la gastroentérite
mortelle chez les chiots non vaccinés.

Ils existent également chez le porc, la souris, les oies et les lapins.
Le plus récent des parvovirus humains isolés est le RA1 isolé dans le
tissu synovial chez un sujet porteur d'arthrite rhumatoide mais sa
pathogénécité n'a pas été démontrée. Enfin, chez I'humain, a été
découvert le premier parvovirus a réplication autonome et pathogene
officiellement désigné aujourd'hui sous le terme de Parvovirus B19.

Ces parvovirus ont un diametre compris entre 15 et 18 nm.

D. HISTORIQUE DE LA DECOUVERTE DU
PARVOVIRUS B19

Le Parvovirus B19 a été découvert fortuitement par trois équipes
distinctes.

En 1972, une équipe frangaise (COUROQUCE et collaborateurs)
(187)(188) du CNTS de Paris met en évidence lors du dépistage
systématique de l'antigéne Hbs chez les donneurs de sang, chez deux
sujets, un marqueur antigénique distinct de lantigéne Hbs en
électroimmunodiffusion (arrivée des tests plus sensibles RPHA
(Reserve Passive Hemagglutination) et le RIA (RadioImmunoAssay).
Ce nouvel antigéne fut appelé « Aurillac », nom de la ville ot le sang

fut collecté.
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En 1975, en Angleterre, Yvonne COSSART fait une observation
identique chez neuf donneurs de sang. (151)(189) La microscopie
électronique met en évidence de petites particules de 23 nm
différentes de l'antigéne Hbs. Le Docteur COSSART leur donne le
nom de Serum Parvovirus Like Virus (SPLV).

En 1979, Yamana identifie lui-aussi un antigéne appelé antigene
« Nakatami » du nom d'un des donneurs chez qui a été observé un
faux positif lors du dépistage systématique de lantigene Hbs en
électroimmunodiffusion. (190)(191)

Parvovirus B19 est la terminologie aujourd'hui adoptée. A cette
époque, cet antigéne n'‘est associé d aucune pathologie précise

puisqu'il est retrouvé chez les sujets sains.

E. MISE EN EVIDENCE DE LA
PATHOGENECITE DU PARVOVIRUS B19

Il a fallu plusieurs années pour rattacher au Parvovirus B19 un
certain nombre d'états pathologiques. En 1980, Sheerson (192) met
en évidence la présence du parvovirus B19 dans le sang de deux
jeunes soldats qui présentent un syndrome pseudogrippal avec
hyperthermie. Ces deux soldats appartiennent a la méme unité de
retour d'Afrique ou ils avaient été tatoués dix jours auparavant.
Toujours en 1980, I'équipe du Docteur SERGEANT (193) a la
Jamadique puis en 1981 l'équipe du Docteur PATTISON (194), ont
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mis en évidence une relation entre des crises érythroblastopéniques
chez des malades drépanocytaires et aussi dautres types d'anémies
hémolytiques chroniques et le Parvovirus B19.

Le Docteur Anderson publie des résultats similaires en 1982, (195)
En 1982, Kelleher (196) observe des IgM dans une famille infectée
par le parvovirus B19. Les deux enfants, porteurs d'une sphérocytose
héréditaire, présentent une érythroblastopénie aigué avec une
anémie sévere nécessitant une transfusion. La mere, non porteuse de
sphérocytose héréditaire, présente simplement un fébricule.

A Londres, au printemps 1983, deux épidémies de mégalérytheme
(cinquieme maladie) permettent de faire le lien avec le Parvovirus
B19.

En 1984, on note sa responsabilité dans des cas d'avortements, de
morts in utero, de foetopathies (hydrocéphalie) ; en 1985 d'atteintes
articulaires, en 1987 datteintes de la moelle osseuse compliquant
d'autres anémies hémolytiques : thalassémie, anémies autoimmunes,
déficits enzymatiques (ex. : pyruvate kinase), maladie de Minkowski-
Chauffard, syndrome de Nazelof (déficit immunitaire congénital).
En raison de son affinité pour les progéniteurs érythrocytaires, il
serait aussi responsable d'anémies réfractaires liées a l'infection par
le HIV.

Depuis, le Parvovirus serait impliqgué dans d'autres pathologies :
maladies neurologiques (plexus brachial, méningite), atteintes du

systéme vasculaire, du myocarde, de l'anasarque foeto-placentaire.
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Le champ des manifestations cliniques liées au Parvovirus B19 ne

cesse de s'élargir d'années en années.

F. CARACTERISTIQUES DU PARVOVIRUS
B19

Il s'agit d'un des plus petits virus @ ADN, sa taille est environ de 20 a
25 nm (en comparaison : rétrovirus 200 d 240 nm, virus herpés 150 a
180 nm).

Il n'a pas d'enveloppe lipidique ce qui contribue a sa grande stabilité a
I'exposition d la chaleur et donc d sa grande contagiosité. (151) Sa
densité est de 1,36 a4 1,40.

C'est un virus qui, 4 la microscopie électronique, appardit enfermé
dans une capside icosaedrique (érythrovirus a 12 sommets) a 32
capsomeres de 3 a 4 nm de diamétre.

Sa structure moléculaire le rend tres résistant a [linactivation
physique et chimique.

Il résiste a une heure d'ébullition, aux solvants lipidiques (éther et
chloroforme) et on le retrouve aprés plusieurs années d température
ambiante. (153)

Il peut cependant étre inactivé par le formol, la Bétapropiolactone,

les agents oxydants.
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Son génome est un ADN monocaténaire qui contient environ 5600
bases et possede des séquences terminales palindromiques se
repliant sur elles-mémes. Il est riche en guamine et cytosine. Le bras
est replié a ses extrémités 5' et 3' en épingle a cheveux.

Il posséde environ 120 a 150 nucléotides.

Cet ADN code pour :

- Trois Non Structurale Proteines : NS1 NS2 NS3. (147)(151)(153)
NS1 a un poids moléculaire de 77 kDa, a une fonction fondamentale
dans le replication (fonction d'endonucléase et d'hélicase), induit la
mort cellulaire par apoptose des cellules de la lignée érythroides et
inhibe la colonisation des mégacaryocytes in vitro.

- Trois protéines de capsides VP1 VP2 VP3 en proportions variables
en fonction de la maturation du virion. VP1 est une protéine de la
capside mineure 5 %, son PM est de 84 kDa, VP2 est une protéine de
la capside majeure 85 %, son PM est de 58 kDa, VP3 provenant de la
protéolyse partielle de VP2 est exposée a la surface de la capside,
son PM est de 62 kDa. Ces trois protéines sont immunogenes. Les
soixante protéines composantes de la capside sont codées sur la

moitié droite du génome, les protéines non structurales sur la moitié

gauche.
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Aspect en microscopie électronique du parvovirus B19 montrant des
particules icosahédriques caractéristiques de la famille des

Parvoviridae
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6. REPLICATION DU GENOME

Le Parvovirus B19 se réplique de fagon autonome in vivo. (174)

Aprés pénétration par voie respiratoire, le Parvovirus B19 va
atteindre, au cours dune virémie primaire non détectable, ses
cellules cibles (précurseurs érythroides BFU-E et CFU-E).

La replication du Parvovirus B 19 dépend d'une ou plusieurs fonctions
de la cellule hote exprimées tout au début de la phase S du cycle
cellulaire,

La réplication se fait essentiellement au niveau des précurseurs
tardifs de la lignée rouge chez lesquels il a un effet cytotoxique. La
moelle osseuse est trés riche en précurseurs tardifs dans les
anémies chroniques. (147)

Apres internalisation via le globoside P, le génome viral d'ADN
monocaténaire est libéré de sa capside et gagne le noyau ot il devient
bicaténaire. Et ce grdce a son extrémité 3' qui est repliée en épingle
a cheveux et sert d'amorce pour recopier la molécule génomique
(FADN viral se termine a chaque extrémité par une séquence
palindromique qui lui donne un aspect en double épingle a cheveux). La
zone d'ADN double brin au niveau de l'extrémité 3' sert d'initiation a
la synthese d'un ADN complémentaire.

Donc le seul promoteur fonctionnel in vivo situé a lextrémité 3’

assure la synthese de trois ARN messagers (151)(174) :
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- un ARN messager nhon épissé qui traduit en une protéine non
structurale de régulation (NS-1 de 77 kDa) qui a une fonction
fondamentale dans la replication.

- deux ARN messagers mono et biépissés collant respectivement pour
les protéines de capsides VP1 et VP2.

A quantité égale d ARN messager, les protéines VP2 sont produites
en plus grande abondance que VP1 (d'ou les pourcentages respectifs
de VP2 96 %, et VP1 4 % au sein de la capside des néovirions :
traduction préférentielle).

En effet, au niveau de I'ARN messager de la protéine VP1, il existe de
nombreux codons AUG (en amont du codon AUG, déclencheur de la
syntheése de la protéine VP1) qui perturbe l'efficacité du ribosome a
se fixer sur le codon AUG déclencheur.

Cette zone nexiste plus sur 'ARN messager de la protéine VP2 car
elle a disparu lors du second épissage.

Les protéines de la capside vont servir a empaqueter les nouvelles
molécules génomiques d' ADN monocaténaires de 5600 bases.

A la suite de la lyse cellulaire qui termine le cycle viral de 48 H a 72
H, les nouvelles particules virales sont libérées dans le courant
sanguin et constituent la virémie secondaire. On a également pu
obtenir une culture a partir de cellules de foie feetal.

De ces caractéristiques, les deux populations les plus menacées par

une infection a Parvovirus B19 sont :
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- les sujets dont la durée de vie des globules rouges est altérée et
qui ont une régénération constante et intense de leur anémie.

- les feetus contaminés au cours du deuxieme trimestre de grossesse
(en effet, I'érythropoiése hépatique foetale est maximale da ce
moment-14a). (197)

L'infection chronique entrafne une immunosuppression qui s'explique
par l'absence de production d'anticorps neutralisant de type IgG, ce

qui permet au virus d'échapper au contrdle immunitaire.
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H. LES DIFFERENTES METHODES
DIAGNOSTIQUES

1. Diagnostic direct du virus

- La microscopie optique recherche les inclusions virales a partir de
prélevements de moelle hématopoiétique de l'adulte, du sang du
cordon ombilical ou du foie feetal. De volumineuses inclusions
intranucléaires avec margination de la chromatine sont retrouvées
dans les précurseurs érythroides (pronormoblaste géant). (198)
Apreés coloration au Wright Giemsa ou a I'hématoxyline-éosine, aspect
cytologique présent dans les infections récentes ou anciennes.

- La microscopie électronique visualise linclusion intranucléaire
(accumulation cristalline de particules virales complétes rondes de 18
a 25 nm). Ceci est uniqguement un diaghostic de présomption.

(198)(199)

2.Recherche de I'antigéne viral

L'antigene viral n'est pas toujours retrouvé car la virémie est courte
et préceéde souvent les signes cliniques. Deux méthodes permettent
sa mise en évidence :

- I'ElectroImmunoMicroscopie (EIM) .
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- 'ElectroImmunoDiffusion (EID).

a) EIM (150)

On centrifuge pendant deux heures a 100 000 g le sérum ou le plasma
décanté. Le culot est repris dans une solution salée phosphatée
tamponnée (PBS) et lavé par deux cycles de centrifugation.

On additionne au culot du sérum contenant les anticorps
antiparvovirus et aprés contact on centrifuge.

Le culot est alors placé sur une grille, traité par l'acide phospho-
tungstique a 1,5 % et a pH de 6,5, et observé au microscope
électronique.

Mise en évidence d'agrégat de particules virales, nues de 22 nm de

diamétre.

b) EID (150)(188)

On place sur un c6té d'une plaque de gélose le sérum supposé contenir
I'antigéne viral ; de l'autre coté de la plaque, on place des anticorps
spécifiques antiparvovirus.

On applique un champ électrique.

Au point de rencontre des antigenes et des anticorps, se forme une
ligne de précipitation.

La dilution maximale dantigénes donnant un précipitat permet
d'évaluer par référence a des témoins la concentration d'antigénes.

Les résultats sont obtenusen1d 2 H.
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3. Recherche des anticorps

a) EID (150)(200)

Méme méthode que décrite plus haut, mais ce sont les anticorps
présents dans le sérum qui sont recherchés.

La dilution maximale danticorps donnant un précipité permet
d'évaluer par référence a des témoins, la concentration d'anticorps.
Cette technique est peu sensible et il faut 2 prélevements pour

montrer une séroconversion et des titres élevés d'anticorps.

b) Méthode RadioImmunologique RIA (150) ou
méthode MACRIA : M. Antibody Capture
RadioImmuno Assay (201)

Elle se passe en trois étapes :

- on fixe sur des billes en polystyrene des anticorps antiIgM et on
les met en contact avec le sérum a tester (on recherche des IgM
antiparvovirus).

- apres lavage, on additionne I'antigéne des Parvovirus.

- aprés un nouveau lavage, on additionne des IgG antiparvovirus
marqués a liode 125. Apres un troisieme lavage, on dose la

radioactivité.
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Cest une technique qui permet de déceler la présence d'IgG
spécifique au Parvovirus B19 signant une infection récente. Elle est

fiable et un seul prélevement est suffisant.

¢) Méthode ImmunoEnzymatique (ELISA) :
Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay (202)

Le principe est identique a la méthode RIA. Elle est basée sur
limmunocapture des IgM ou Ig6 du sérum a tester par un anticorps
antichaine MU (ou a pour les IgG).

L'antigéne B19 est mis en contact avec les IgM ou les IgG. Leur
interaction est détectée par l'addition successive d'un anticorps
monoclonal antiB19 et d'immunoglobulines antisouris marquées par la
peroxydase.

L'activité enzymatique est le plus souvent révélée par une technique
colorimétrique.

Ces techniques sont préférentiellement utilisées dans certaines
situations :

- Eruption atypique ou arthralgie chez I'enfant ou la femme enceinte.
- 10-15 jours apres contage chez une femme enceinte.

- Bilan d'anasarque foeto-placentaire.

- Bilan d'anémie chronique ou aigué chez un sujet immunodéprimé.
Remarque : chez le feetus et les sujets immunodéprimés, il faut
impérativement associer a ces méthodes un diagnostic par PCR (car

il y a un défaut d'immunoglobulines M).
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4. Biologie moléculaire

a) Dot Blot Hybridation ou hybridation
utilisant un ADN viral cloné

(150)(203)(204)(205)

On isole le virus du plasma par centrifugation. On clone 'ADN par un
procédé complexe, ADN est alors marqué au phosphore 32 (« Nick

Translation »).

La concentration en ADN du parvovirus est estimée par comparaison

densi‘romé’rrique.
A la différence de IEID et de la RadioImmunologie (RIA), la

présence d'anticorps ninterfére pas dans la recherche du virus.

b) Polymerase Chain Reaction (PCR)
(150)(206)(207)

La PCR ou réaction d'amplification génétique est trés performante
pour le diagnostic d'infection a Parvovirus B19.

Le seuil théorique de détection est d'environ 10 copies/ml pour une
virémie de 10 8 a 10 12 particules/ml en phase aigué de maladie.
L'amplification génique par PCR multiplie par plus d'un million de fois
le génome présent dans un échantillon reproduit avec une fidélité

absolue.
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On peut alors mettre en évidence le génome par hybridation ou on
peut I'analyser par séquengage des nucléotides.

La technique est coliteuse et réservée a certaines indications :

- Si l'infection est persistante chez un sujet immunodéprimé avec des
réponses sérologiques paradoxales.

- Pour la recherche d'une contamination feetale quand il y a une
primoinfection sérologiquement prouvée chez la meére. La recherche
du virus se fait de préférence sur le liquide amniotique parce que les
IgM n'apparaissent dans le sang feetal qu'a la 18 éme semaine
d'aménorrhée. Une deuxiéme PCR peut étre indiquée si il y a
persistance de signes d'appel feetaux et absence de séroconversion
maternelle.

Description de la technique de PCR :

- lamplification est effectuée sur une portion d'ADN longue de
quelques centaines de bases dont la séquence nucléotidique est
connue au moins partiellement,

- on utilise deux amorces, des oligonucléotides synthétiques
susceptibles de s'appareiller spécifiquement avec chacun des deux
brins dADN complémentaires aux extrémités de la portion choisie
par I'amplification.

- A partir des amorces, une ADN polymérase thermorésistante, Taq
polymérase, fabrique une copie de chaque brin d'ADN ce qui multiplie

par deux le nombre initial de copies de la portion d’ADN concernée,
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- puis, on pratique des cycles thermiques sur les brins (a renouveler
30 fois ; chauffage a 90 ° pour séparer les brins, a 50 ° pour
hybrider les amorces, a 70 ° pour la réplication).

Il en résulte que la région encadrée par les nucléotides est
considérablement amplifiée. Cette amplification est exponentielle.
Pour n cycle, le facteur d'amplification est en théorie de 2 n environ
10 30 (en fait 10 20 car le rendement est mauvais).

- la visualisation de la portion d'ADN amplifiée est obtenue par
électrophorese en gel d'agarose et coloration au bromure d'ethidium.
On obtient alors une bande d'’ADN homogéne. On vérifie l'efficacité
de l'amplification et sa spécificité en comparant la longueur du
fragment obtenu a celle attendue d'aprés les amorces choisies.

La moindre impureté de nucléotide est amplifiée. La technique
nécessite une rigueur méthodologique fondamentale (propreté du

matériel et l'isolement de l'acide nucléique).

I.POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL

Des expériences sur volontaires sains ont été réalisées (Anderson et
collaborateurs en 1985) par instillation de Parvovirus B19 en
intranasal. (149)(150)(155)(208)

Aprés pénétration dans lorganisme, le virus diffuse dans les
différents organes & l'occasion d'une virémie intense survenant

environ une semaine aprés contamination (10 ' particules virales/ml
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a l'acmé). Puis quelques jours apres, le virus n'est plus détectable
dans le sang et les anticorps spécifiques apparaissent : d'abord les
anticorps IgM suivis un ou deux jours apres par les anticorps IgG.
Pendant la virémie, le taux de réticulocytes chute jusqu'a devenir
indétectable et on observe une disparition des cellules érythroides
de la moelle (10 eéme jour suivant l'inoculation). Il y a également une
|égere diminution de I'Hb, des éléments blancs et des plaquettes.
Pendant la virémie, on note une hyperthermie et des manifestations
cliniques non spécifiques.

Trois semaines aprés linoculation, apparaissent un rash et des
arthralgies, témoins probables de Iexistence dimmuncomplexes

survenant lors de la suppression des anticorps spécifiques.
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Diagramme représentant la suite des événements lors d'une

infection de volontaire par le parvovirus B19
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J. TRAITEMENT DE LA CRISE
ERYTHROBLASTOPENIQUE

Le traitement n'est que symptomatique. (209)(210)(211)

L'évolution peut €tre spontanément favorable, mais le plus souvent
elle nécessite la transfusion de plusieurs concentrés globulaires
phénotypés qui permettent au sujet de passer un cap (risque vital)
jusqu'au « déblocage médullaire » et reprise de la production
érythrocytaire.

Chez les sujets d risque : immunodéprimés, HIV, insuffisants rénaux,
on préconise linjection dimmunoglobulines humaines polyvalentes
riches en anticorps antiparvovirus de la facon la plus précoce
possible. Enfin, le clonage de I'ADN parvoviral laisse espérer la
réalisation d'un vaccin.

Chez la femme enceinte ou le taux d'atteinte du feetus par le virus
faible et [labsence daction tératogéne, IITG (Interruption

Thérapeutique de Grossesse) n'est pas préconisée.
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VI. DISCUSSION

L'originalité de ce présent travail réside d'une part dans le probléeme
urgent posé par la pathologie aigué présentée par la petite Cindy,
puis par la réflexion « en cascade » qui aboutira au diagnostic, enfin

par la révélation d'une pathologie non connue par une autre infection.

L'observation médicale d'entrée de Cindy retrouve des signes
généraux non spécifiques, certes, mais pouvant orienter vers une
pathologie infectieuse (céphalées, fievre, douleurs musculaires).

Les antécédents personnels et médicaux sont non contributifs, mais a
la lueur de cette observation, nous ne pouvons qu'insister sur la
précision d'un interrogatoire rigoureux, voire policier.

En fait, linquiétude engendrée par [état de cet enfant vient des

signes cliniques évoquant une anémie aigué :
- Pdleur cutanéo-muqueuse.

- Tachycardie.

- Souffle cardiaque systolique.
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Le diagnostic d'anémie aigué est confirmé par un taux d'hémoglobine
effondré (4,9 g/dl), mais surtout, nous pouvons comparer ce taux d
celui effectué par le médecin traitant une semaine auparavant qui
était de 12,1 g/dl.

Le reste des examens biologiques confirme le diagnostic d'‘anémie
aigué normochrome, normocytaire, arégénérative.

Le fraitement durgence réalisé (fransfusion de concentrés
globulaires), l'orientation diagnostique s'impose :

Le caractére non régénératif de la moélle oriente vers une aplasie
par hypoplasie médullaire ou une dysérythropoiése. Le médullo-
gramme élimine la premiére hypothese, la biologie, elle, élimine
I'anémie inflammatoire, l'insuffisance rénale et thyroidienne.

Les sérologies virales (CMV, HIV, hépatite A, B, C) sont négatives et
linterrogatoire ne retrouve pas de prise médicamenteuse. Nous
pouvons donc poser le diagnostic d'érythroblastopénie aigué sur une
anémie hémolytique constitutionnelle liée a une primoinfection par le
Parvovirus B19 (agent pathogéne de la cinquieme maladie chez
Ienfant). Cette primoinfection est confirmée par la présence d'IgM a
la sérologie et par la positivité de I'amplification génique du virus.

Les examens complémentaires vont nous permettre d'étiqueter
l'anémie hémolytique constitutionnelle; parmi ceux-ci, nous en
retiendrons principalement :

- un taux effondré d’haptoglobine plasmatique.
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- le test de fragilité osmotique des globules rouges avec une étude
de la résistance globulaire osmotique (RGO) : la diminution de cette
résistance est présente dans 90 % des maladies de Minkowski-
Chauffard.

- I'étude de la durée de vie des globules rouges.

- I'étude de la déformabilité des globules rouges par ektacytométrie.
- I'étude du VMCS (Volume Moyen Corpusculaire Sphérisé) qui est
inférieur au VGM (Volume Globulaire Moyen) est un élément
important pour affirmer le diagnostic (Professeur Patrick LUTZ).

Le reste des examens complémentaires (biochimiques, moléculaires
et génétiques) sont de pratique peu courante, mais permettent
d'expliquer de fagon précise les anomalies de la membrane du globule
rouge dans la sphérocytose héréditaire et ainsi d'affirmer un
diagnostic dans des cas cliniques difficiles.

Enfin, les autres causes d'anémies hémolytiques constitutionnelles
seront éliminées par des dosages spécifiques (déficits enzymatiques,

maladies autoimmunes).

Le Parvovirus B19 est lagent pathogéne viral responsable de la
cinquieme maladie bénigne chez I'enfant, mais dont la primoinfection
peut étre redoutable chez des patients porteurs danémies
chroniques, chez les immunodéprimés, chez des enfants en carences
nutritionnelles, et chez la femme enceinte. Les érythroblastes sont

porteurs du globoside, récepteur antigénique du Parvovirus B19.
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Le blocage médullaire de la lignée érythrocytaire associé, comme
dans notre observation, & des érythrocytes dont la membrane
présente une anomalie, provoque une déplétion rapide en globules
rouges circulants.

Les examens complémentaires sérologiques ou de biologie moléculaire
(PCR, amplification génique du virus) prouvent une primoinfection a

Parvovirus B19 et sont fiables et spécifiques.

L'intérét de cette observation clinique réside dans la découverte
d'une maladie constitutionnelle au décours d'une infection virale. Elle
permet une prise en charge spécifique de cette maladie grdace a une
surveillance rapprochée pouvant dépister I'évolution de cette maladie
et ses complications, mais permet aussi la recherche d'une atteinte
similaire chez d'autres membres de la famille. Il est intéressant de
hoter que le pére de notre patiente ayant fait l'objet de cette

observation, présente une maladie de DUBIN JOHNSON évoluant a

bas bruit.
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VII. RESUME

Anémie hémolytique chronique dilie d une anomalie de la membrane du
globule rouge, la sphérocytose héréditaire bénigne est habituel-
lement asymptomatique. Au cours d'une infection par le parvovirus
B19, agent pathogéne viral responsable de la V eme maladie, les
patients porteurs de sphérocytose présentent une anémie aigué
intense nécessitant un traitement d'urgence. L'originalité de ce
présent travail fut la découverte d'une sphérocytose héréditaire,
inconnue jusqu'alors, au décours d'une infection par le parvovirus B19.
Il expose une physiopathologie moléculaire complexe de ces deux
maladies et propose un éventail dexamens complémentaires
permettant d'aboutir a ce diagnostic difficile, et a la surveillance

ultérieure du patient,

MOTS CLES :
- Sphérocytose héréditaire
- Parvovirus B19

- Cinquieéme maladie infantile.
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RESUME DE LA THESE

Anémie hémolytique chronique diile a une anomalie de la membrane du globule
rouge, la Sphérocytose Héréditaire bénigne est habituellement asymptomatique.
Au cours d'une infection par le parvovirus B19, agent pathogéne viral
responsable de la V éme maladie, les patients porteurs de sphérocytose
présentent une anémie aigué intense nécessitant un traitement d'urgence.
L'originalité de ce présent travail fut la découverte d'une sphérocytose
héréditaire, inconnue jusqu'alors, au décours d'une infection par le parvovirus
B19. Il expose une physiopathologie moléculaire complexe de ces deux maladies
et propose un éventail d'examens complémentaires permettant d'aboutir d ce
diagnostic difficile, et a la surveillance ultérieure du patient.

Discovery of a case of Hereditary Spherocytosis to the waning of an infection
with Parvovirus B19 in the child in connection with an observation.
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