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Introduction

Vanlair et Masius, en 1871, sont les premiers ast@udécrire des « microcytes de forme
parfaitement sphérique », baptisés plus tard spht® par Naedli La présence de ces
sphérocytes sur le frottis de sang est caractfuistide la sphérocytose héréditaire. La
sphérocytose héréditaire est une anémie hémolytigugditaire secondaire a des anomalies
des protéines membranaires du globule rouge. Elidres hétérogene en ce qui concerne
I'expression clinique, le mode de transmission ggoné et les étiologies moléculaires. La
sphérocytose héréditaire a une prévalence de 15884 dans les populations caucasiefnes
Le diagnostic de la sphérocytose héréditaire étit#, il repose sur un faisceau d’arguments
cliniques, familiaux et biologiques. Depuis sa déeote par Anatole Chauffard, au début du
XX¢ siécle, le test de fragilit¢é osmotique est utilm® routine pour le diagnostic de la
sphérocytose héréditalreCe test, ainsi que le test de I'auto-hémolyske gest de lyse au
glycérol acidifié (AGLF) manquent de sensibilitédet spécificité. Dans les formes |égéres ou
atypiques de sphérocytose héréditaire, la fragiitéotique peut étre norméfe Cependant,
une étude de la fragilité osmotique dans une ptipulallemande de donneurs de sang
suggere l'existence de formes extrémement Iégenesdirées, élevant la prévalence a 1 pour
2000. Actuellement, la technique la plus fiable pourdimgnostic de la sphérocytose
héréditaire est I'étude par I'ektacytométre dedéodmabilité des globules rouges en fonction
de I'osmolarité du milieu. Il s’agit d’'une technigylus sophistiquée, trés performante mais
peu répanddfe L'étude de I'élongation est une variante de Beitométrie. Le test de
cryohémolyse identifie aussi les porteurs asymptiomes de la maladieLa confirmation du
diagnostic de sphérocytose héréditaire par élentn@se des protéines de la membrane
érythrocytaire sur gel de polyacrylamide SDS (SD¥&GE) peut étre nécessaire si les
résultats des tests de dépistage sont équivbgies elle est réalisée seulement dans
quelgues laboratoires spécialisés et n’est doncappsopriée en routine. Récemment, une
technique de cytométrie en flux a été proposée commnouvel outil diagnostique pour la
sphérocytose héréditafreCe travail se propose d'évaluer cette nouvettbrigjue par rapport
aux techniques actuellement utilisées au labomtdihématologie du Centre Hospitalo-
Universitaire (CHU) de Nancy (résistance globula@engation et SDS-PAGE).
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1. Les bases biochimiques de la sphérocytose hairédi

1.1. La structure supramoléculaire de la membraytar@cytairé®***?

La membrane érythrocytaire désigne la bicouche gdtmipidique, contenant les protéines
transmembranaires, et le squelette érythrocytaissemblage de protéines entrelacées en
mailles régulieres et tapissant la face interneladdicouche. Le squelette est en parti
responsable de la forme et de la déformabilité houde rouge. Il comprend plusieurs

protéines dont la spectrine, 'ankyrine, I'actiridaeprotéine 4.1 (figure 1).

Sl )
association sits Tropomyosin

—

e S
junctional complexes

Figure 1. Schéma de la membrane érythrocythif&PA : glycophorine A, GPC:
glycophorine C, RhAG : glycoprotéine associée ayy Rh
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1.1.1. La bicouche lipidigde

Elle est constituée principalement de phospholgidees chaines d'acides gras des
phospholipides de chaque feuillet se font facené¥ieur de la bicouche, constituant la partie
hydrophobe. Les tétes polaires sont disposées Ieemglasma (feuillet externe) ou le
cytoplasme (feuillet interne). Ces phospholipidest slisposés de maniére asymétrique dans
la double couche : phosphatidylcholines et sphingdimes prédominent dans le feuillet
externe tandis que les aminophospholipides (phositeerines et
phosphatidyléthanolamines) prédominent dans lelléeunterne. Les phospholipides ont
tendance a changer d’emplacement malgré la diféqubur les tétes polaires de franchir la
barriere hydrophobe de la bicouche. Néanmoinsyrt@rie demeure stable pendant toute la
durée de vie des globules rouges grace a des eaZe-dépendantes, les translocases, qui
assurent le phénomene de « flip-flop ». Ainsi lemnglocases des aminophospholipides,
appelées les flippases, catalysent le retour désopmospholipides du feuillet externe vers le
feuillet interne. Les scramblases jouent un rol@osg : la scramblase 1, activée par la
phosphorylation d’'une protéine kinase C, accélarenigration bidirectionnelle a travers la
bicouche des phospholipides. Ceci peut jouer um ciitique dans la formation du caillot de
fibrine. C’est pourquoi plusieurs maladies généigde la membrane du globule rouge sont
associées avec un état plus ou moins prononcé efbyagulabilité.

Les autres composants lipidiques sont le choldstém estérifié (25%) et les sphingolipides
(11%). Ces derniers, exclusivement localisés darfsdillet externe, sont des récepteurs ou
des antigenes.

Les flippases et les scramblases-1 sont égalemmgriuées dans les mécanismes complexes
d’apoptose des globules rouges. Le stress oxyiddiiit in vitro par la t-butylhydroperoxyde
active la caspase 3 ce qui entraine la diminuties fppases. Les phosphatidylsérines sont
alors externalisées, ce qui doit étre propceivo a I'érythrophagocytose. La caspase 3 clive
le domaine cytoplasmique de la protéine bande @emr sites atypiques : Asp 45 et Asp 205.
L'influx de calcium active la scramblase-1 et efrea aussi l'externalisation de la

phosphatidylsérine.
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1.1.2. Les protéines transmembranaires ou protéitégrales

Elles sont insérées dans la bicouche, qu’elles grdutraverser. Beaucoup sont impliquées
dans le transport d’ions et de petites moléculgaruques. Le domaine extracellulaire est le
plus souvent glycosylé et porte les antigénes deupgs sanguins. Le domaine
intramembranaire est trés hydrophobe et traverbéctaiche en une ou plusieurs hélices. Le

domaine cytoplasmique est le domaine qui se lie sageprotéines périphériques.

a) La protéine bande 3

Elle est connue aussi sous le nom de protéinerépjttaire échangeuse d’anions (AE1), elle
est la plus abondante protéine intégrale de la mameb représentant 25 a 30 % des protéines
membranaires. Il existe environ 1 200 000 copigscpHule. Le gene EPB3 qui la code est
situé sur le bras long du chromosome 17 dans l@mél et est formé de 20 exons. La
protéine, de 911 acides aminés, est clivée, pdryfmsine ou la chymotrypsine, en deux
domaines structuraux qui conservent leurs rélestfomnels spécifiques (figure 2).
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Figure 2. Représentation schématique de la probginde 3"
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- Le domaine N-terminal, de 403 acides aminés etpdiels moléculaire 43 kDa, est
extramembranaire et placé sur la face cytoplasmugida membrane érythrocytaire. Il
possede les sites de liaison des difféerentes pestéicytoplasmiques et de squelette.
L’association de cette région avec le domaine Niteal de I'ankyrine a été largement
étudiée, sans pouvoir pour autant définir exacténeesite de liaison sur la protéine bande 3.
L’étude des propriétés hydrodynamiques et de femmece du domaine cytoplasmique a
indiqué qu’il s’agit de la région centrale, prokebent formée par la région riche en résidus
de proline, entre les positions 175 et 190. Ceitgon, tout comme les 79 premiers acides
aminés, forment le site d'interaction avec la preébande 3, qui parait assez complexe,
impliquant plusieurs régions discontinues de lat@ne bande 3. Les autres protéines du
squelette qui se lient a ce niveau sont les preséhl et 4.2. On connait mal leurs sites de
liaison, le résidu de proline en position 327 esteatiel pour assurer une interaction correcte
avec la protéine 4.2. Ce résidu est placé danségien largement conservée chez le poulet,
le rat, la souris et I’'homme, ce qui peut suggérerdle physiologique important. La liaison
de certaines protéines cytoplasmiques au domaiterrinal de la protéine bande 3 assure
une modulation de leur activité spécifique. Pam@xe, I'ancrage des enzymes glycolytiques
(glycéraldehyde-3-phophate deshydrogénase, aldolabesphofructokinase) conduit a
I'inhibition de leur activité enzymatique. Les héthoomes produits par I'oxydation et la
dénaturation de I'hémoglobine se lient, eux ausda région cytoplasmique de la protéine
bande 3, et déclenchent un processus d’agglutmaie ces protéines dans la membrane
érythrocytaire. Celui-ci a été impliqué dans le arésme d’élimination des hématies agées ou
altérées, par l'action des anticorps autologuagédircontre les épitopes de la protéine bande
3.

- Le domaine C-terminal (résidus 404-883), de 52 kile cette protéine est incorporé dans la
membrane plasmatique, formant plusieurs domainassitnembranaires qui traversent
qguatorze fois la membrane plasmatique, et sontcommectés par des boucles intra- et
extracellulaires. Sur une boucle extracellulairérgave le site de glycosylation (asparaginase
642). Ce domaine transmembranaire est responsabladtivité de transporteur d’anions de
la protéine bande 3, qui assure un efflux de K@@ la cellule, contre un influx de CCette
fonction est remplie par des molécules isoléesagwdtéine ; cependant il y a de nombreuses
preuves expérimentales qui montrent I'existencasdes membranes, de dimeres, tétrameéres
et oligomeres d’'ordre supérieur. Les diméres nd pas liés au squelette membranaire et

représentent la fraction mobile de la protéine ka®idandis que les tétrameres sont fortement
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attachés au squelette, par I'action de l'ankyrineaidon d’'une molécule d’ankyrine pour
chaque tétramére de protéine bande 3.

b) La glycophorine A’

Principale glycoprotéine membranaire, elle reprissamviron 1 & 2% de la totalité des
protéines membranaires. De méme que la protéindeba@nla glycophorine A traverse la
membrane de part en part. Elle est présente dangrdabrane au nombre d’environ 370 000
molécules, la glycophorine a une masse molécutier@l kDa. Le segment externe de la
glycophorine A est formé des acides-aminés 1 ap&tr de I'extrémité N-terminale. Sur ce
segment, sont fixés les radicaux oligosaccharidig@e segment externe porte les antigenes
de groupe sanguin MN sur les acides aminés 1 35S efcepteurs pour les leptines et le virus
de l'influenza. Le segment intramembranaire travéasdouble couche lipidique sous forme
d’'une hélicea simple. Le segment interne de la glycophorine dsiftu 96 a 131) est en
interaction avec le squelette membranaire et lestitaants du cytosol. Les relations entre
glycophorine A et protéine bande 3 ont été démestréen présence d'immun-sérums anti-

glycophorine A spécifiques, la mobilité rotatoire ld protéine bande 3 est diminuée.

c) La glycophorine C
Le segment externe de la glycophorine C portedégénes de groupe sanguin Gerbich.
La liaison de cette glycophorine au squelette mamdire par I'intermédiaire de la protéine

4.1 est maintenant bien établie depuis deux déesnni

1.1.3. Le squelette membranaire

La stabilité et la déformabilité du squelette memmaire dépendent de lintégrité des
protéines qui le constituent et des interactionfreemes protéines et avec les autres
composants membranaires protéiques et lipidiques.

a) La spectrine

C’est la protéine la plus abondante du squelettdadmembrane érythrocytaire (environ
200 000 copies par cellule). Elle est constituéalelex chaines (280 kDa et 2429 acides
aminés) et de deux chaings (246 kDa et 2137 acides aminés), qui sont codées
respectivement par deux genes SPTAL et SPTB, s#uéses chromosomes 1g22-923 et
14g23-g24.2. Par une digestion partielle a la inggda chainex de la spectrine est clivée en

cing régions (nomméed a aV), tandis que la chairfeest clivée en quatre régions (hommeées
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Bl a BIV). Cette dénomination est largement utilisée gdentifier le domaine de la molécule
qui est affecté par une mutation génétique.

Les deux sous-unités présentent une organisatiootstale assez similaire, représentée par
des répétitions d’environ 106 acides aminés, cha@pétition étant formée de trois segments
hélicoidaux, arbitrairement nommeés 3, 1 et 2 (a&ltenl'extrémité N-terminale a I'extrémité
C-terminale de la séquence répétitive), qui sonérgonnectés par des segments non
hélicoidaux. Les hélices 1 et 2 d’'une répétitiorcambinent avec I'hélice 3 de la répétition
suivante, pour former une structure en triple le¢ldont I'axe est tourné de 60° par rapport a
la structure suivante (figure 3). Dans la structleebase, les deux sous-unités sont associées
d’'une maniere anti-paralléle, pour former un héténgre. L'association des deux sous-unités
commence a des sites spécifigues des deux praotginesmés sites de nucléation, et se
propage le long des molécules, comme une ferméitlegr. Les sites de nucléation ont été
identifiés entre les répétitions 19 a 22 de la amig a, et les répétitions 1 a 4 de la sous-
unité B. A leur tour, les dimeres s’associent par leuggrants initiaux (tétes), pour former
des tétrameres et des oligomeres d'ordre supéfiiguire 4). Cette association implique la
région N-terminale de la sous-unité&’'un hétérodimere (qui contient seulement unecbéd)

et la répétition 17 de la sous-unfié(contenant uniguement les hélices 1 et 2) derkaut
hétérodimere, qui est placée vers I'extrémité Gieale de la molécule. L'association de ces

deux régions donne une trés grande stabilité santére de la spectrine.
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L’examen en microscopie électronique (figure 5), piparations du squelette de la
membrane érythrocytaire, met en évidence la présedhm réseau régulier hexagonal, ou
plus rarement pentagonal ou heptagonal, dont lagek sont formées par des tétrameres de
spectrine, longues de 200 nm, qui font la liaisotreedes filaments courts (40 nm) d’actine,
placés aux nceuds du réseau (appelés encore compexdonnels). L'interaction, entre les
filaments de spectrine et ceux d’actine est asqueiéda région N-terminale des sous-unfgés
dont la composition en acides aminés est différeietecelle des régions répétitives de la
spectrine, mais qui est similaire a celle d’autneslécules qui se lient a l'actine. Cette
interaction semble étre stabilisée par I'actiodadprotéine 4.1, qui, elle aussi, se lie a la sous-
unité p de la spectrine, dans une région assez mal défildeée tout pres de I'extrémité N-
terminale de la molécule. Ce réseau de spectruidomme la base du squelette membranaire,
est ancré a la membrane par des molécules d’amkygin forment des ponts de liaison vers
la protéine bande 3, qui est intégrée dans la mameb(figure 1). Le site de la liaison de
I'ankyrine a été localisé sur les répétitions 13 @&tde la sous-unit@ de la spectrine (figure
3).
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Figure 5. Examen au microscope électronique deapaépns du squelette de la membrane
érythrocytairé?
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b) L’ankyrine
L’ankyrine érythroide est la principale protéinamtrage du squelette membranaire. Elle a un
poids moléculaire de 210 kDa et contient 1880 aciaminés. Elle est codée par le gene
ANK1 situé sur le bras court du chromosome 8 danggion 11.2 et contenant 42 exons.
Trois régions structurales de la protéine ont dahtifiées, correspondant a trois domaines
fonctionnels différents :
- La région N-terminale de 89 kDa, allant du résitlau résidu 827 d’acides aminés, est
formée de 24 motifs de séquence répétitive. Ceétitigms, pour la plupart de 33 acides
aminés, sont codées presque toutes par le méme egoqui suggere gu’il est possible
gu’elles aient été produites par la duplicationnddeul mini-géne ancestral. Quinze des 33
résidus sont fortement conservés parmi les répisitiDeux sites de liaison pour la protéine
bande 3, placés sur les répétitions 7 a 12 et 28, ant été identifiés. D’autres protéines,
comme la tubuline et la Nii*-ATPase se lient aussi a ce domaine.
- Le domaine suivant, de 62 kDa, allant du résig8 &u résidu 1382, a une séquence d’acides
aminés qui a été fortement conservée entre lasetithomme et contient le site de liaison a
la spectrine, probablement formé par les régioitislies et médianes du domaine.
- La portion C-terminale de I'ankyrine, de 55 k@t considérée comme étant le domaine
régulateur, car les troncations et les coupuremraltives des introns qui peuvent arriver
naturellement dans cette région modifient I'attaslet de I'ankyrine a la spectrine et a la

protéine bande 3.

c) La protéine 4.1 ou 4.1R

La protéine 4.1 est un composant clé du squelElie est présente a environ 200 000 copies
par cellule et a un poids moléculaire apparent&&Da. Le gene codant pour cette protéine
est localisé au niveau du chromosome 1p33-p34r2diBestion partielle a la trypsine, quatre
domaines structuraux majeurs ont pu étre identiigant des poids moléculaires de 30, 16,
10 et 22-24 kDa. Le domaine de 10 kDa contienitéed® liaison (d’une grande affinité) avec
la sous-unit§ de la spectrine et forme ainsi un site de liagdactine de moindre affinité et
dépendant de la calmoduline. Le domaine de 30 Id3ara la liaison aux protéines intégrales
de membrane : protéine bande 3, glycophorine Ccdleium C&', en association avec la
calmoduline, joue un réle critique dans la régolatide I'interaction du domaine de 30 kDa

avec la protéine bande 3 et la glycophoririé C
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Il serait donc possible que cette protéine jouedlm d’ancrage du réseau spectrine-actine du
squelette a la membrane cellulaire similaire aiau’ankyrine. L’affinité de la liaison avec
la protéine bande 3 est 30 fois moins élevée glie aeec la glycophorine C, mais il y a a
peu pres deux fois plus de sites de liaison disgpesi Cette liaison se produit au méme site
gue celui utilisé par I'ankyrine, situé sur le dongacytoplasmique de la protéine bande 3 et
est soumise a régulation par une kinase. A pagticette compétition entre protéine 4.1 et
ankyrine pour le site de liaison & la protéine leaBd An Xiu-Li et coll*” proposent un
mécanisme de régulation de la stabilité membranatrde la déformabilité cellulaire de
I'érythrocyte. lIs considerent que la dissociattenla protéine 4.1 de protéine bande 3 permet
la liaison, avec une grande affinité, de l'ankyriae méme site, ce qui conduit a une
association accrue de la protéine bande 3 au stpislembranaire. Cette association réduit la
possibilité des tétrameres de spectrine de seedéglide s’allonger, en réduisant ainsi la
déformabilité de I'hématie et en augmentant, en enéemps, la stabilité de sa membrane
plasmatique. L’affinité de la protéine 4.1 poumglgcophorine C est trés grande et beaucoup
de données expérimentales suggerent la possithilitteancrage du squelette membranaire a
la membrane cellulaire par un pont formé par ldgine 4.1. Cette protéine joue le réle d'un
double régulateur de la stabilité de la membrafialaige : d’'une part, la stabilisation de son
complexe avec la glycophorine C forme des pontgpléapentaires entre le squelette et la
membrane et permet la formation des ponts ankyrarele 3 ; d’autre part la déstabilisation
de ce complexe met la protéine 4.1 en compétitioecte avec I'ankyrine pour le site de
liaison de la bande 3, en déstabilisant ainsi l&agatégorie de ponts. Cela peut expliquer la
coopérativité négative démontrée par I'ankyrinesdaon interaction avec les membranes
érythrocytaires. Les observatioms vivo mettent en évidence que l'absence totale de la
protéine 4.1 ne conduit pas seulement a une déssag@n du squelette membranaire, mais
aussi a une altération profonde de la distributiein de l'agrégation des protéines
membranaires. Cela démontre le role crucial jouélparotéine 4.1 dans la régulation des
propriétés mécaniques et la stabilité de la mengbpdasmatique des hématies.

d) La protéine 4.2
C’est une protéine périphérique, de 72 kDa, quipeésente a environ 200 000 copies par
cellule. Elle représente environ 5 % du contenugijae des membranes cellulaires. Son
gene ELB 42 est situé sur le chromosome 15 (q121a gt est formé de 13 exons et 12
introns. La fonction directe de cette protéine higass claire, a part son interaction avec la
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protéine bande 3n vivo et in vitro, qui pourrait stabiliser celle avec I'ankyrifieLes acides
aminés 61 a 75 sont essentiels pour cette interadi’autres interactions possibles seraient
celles avec les protéines 4.1 et I'ankyrine, quirpgient expliquer I'effet physiopathologique

des mutations de cette protéine du squelette.

e) L’adducine

C’est une protéine qui se lie a I'actine et quiasisidérée comme étant le facteur régulateur
de la formation des réseaux spectrine-actine. dstdocalisée a la jonction des tétrameres de
spectrine avec les filaments d’actine et a étéfipariinitialement, a cause de sa capacité a se
lier a la calmoduline. Il y a trois genes apparemggai codent I'adduciney, B ety qui sont
exprimés dans de nombreux tissus. Dans I'érythepdigdducine est présente sous la forme
d’hétéromeres formés par I'association de soussniet 3. Toutes ces formes ont la méme
structure moléculaire : un domaine globulaire Nvieal de 39 kDa (résidus 1-354), résistant
aux protéases nommeés téte, qui est connecté pdomaine de 9 kDa (résidus 355-435)
nomme cou a une queue sensible aux protéases,notmaégion C-terminale de 33 kDa
(résidus 436-726). La portion C-terminale de chagoécule contient une série de 22 acides
aminés fortement basiques, dont la séquence edisinrau domaine de la protéine MARKS.
Cette région est nécessaire pour les interactierfmdducine avec l'actine et la spectrine. Au
méme niveau, on trouve le site de liaison de Iaoduline et le site de phosphorylation
(sérine-RTPS) par la protéine kinase C et la pmetédiinase A (AMPc dépendante). La
phosphorylation de ce site a pour effet linhibitime la liaison & la calmoduline de
'adducine. Une fois formé, le complexe adducinkrcaluline permet une régulation par
I'ion calcium de I'activité de stoppage (cappinggsdilaments d’actine et de recrutement de la

spectrine pour I'association avec l'actine.

1.1.4. Interactions entre les divers composanta deembrane érythrocytaire

Schématiquement, il y a deux types d’interactiores interactions verticales entre le
squelette membranaire et la bicouche lipidique est ihteractions horizontales entre les
protéines constituant la trame du cytosquelettrif@ 6). Les principales protéines impliquées
dans les interactions verticales sont la protéaredb 3, I'ankyrine, la spectrine et la protéine
4.2. Les interactions horizontales ont lieu entie dhaines et de la spectrine, la chaifie

de la spectrine et la protéine 4.1 et entre lagmet4.1 et I'actin€.
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Figure 6. Représentation schématique des interactierticales et horizontales de la

membrane du globule rouge

Nouvelles données sur les interactions entre leimes de la membrane érythrocytaire et le

squelette membranaire

Associé au « complexe bande 3 » (constitué deokgipe bande 3, I'ankyrine, la protéine 4.2
et la glycophorine A), des études récentes ont déssuvert un complexe macromoléculaire
appelé « complexe Rh » incluant cing protéinesgly@ophorine B, le polypeptide Rh, la
glycoprotéine associée au Rh (RhAG), la glycoprn&diandsteiner-Wiener et le CD47.
Nombre de protéines de groupes sanguins interagissec le réseau spectrine-actine et
constituent des points d’ancrages pour le squatetimbranaire érythrocytaire. En particulier,
le domaine cytoplasmique de RhAG avec I'ankyrinee@tomaine cytoplasmique de Lu et de
XK avec des domaines différents de-§pectrine. Ces interactions jouent un réle imptrta

dans le maintien des propriétés mécaniques ddwrécytes.
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1.2. Anomalies biochimiques associées a la sphtaseyhéréditaire

La morphologie anormale du globule rouge dans lésytose héréditaire est due a des
dysfonctionnements dans les interactions verticalgse la protéine bande 3, la spectrine,

I'ankyrine et la protéine 4.2 (figure'?)

Interactions verticales

Figure 7. Schéma des interactions verticales atdcle cytosquelette a la double couche
lipidique™®
Bien que les anomalies de la protéine 4.1 soiehituredlement associées a I'elliptocytose

héréditaire, quelques cas de sphérocytose héréddaes a un défaut de la liaison de la

protéine 4.1 & la spectrine ont été déttits
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2. Les bases génétiques de la sphérocytose héedita

2.1. Les genes impliqués dans la sphérocytose ikeiréd

Les génes codant les protéines de la membraneédghfocyte et leurs emplacements

chromosomiques respectifs sont connus (tableau 1).

GaneBank Gene Chromosome Gane size Exon mANA Coding sequences
accession symbal location {kb) number size (kb)  famino acid number)
Spectrin c-chaln MELBET SPTA1 1022-023 &0 52 8.0 2429
Spectrin B-chaln JORE00 SPTB 14q23-924.2 =100 32¢* 7.5 2137
Anlkyrin 1 X16602 ANE1 apil.2 ~160 42 a.0-7.2 1880
Pratein AE1 M27818 EPB3 17912921 17 20 4.7 a11
Protein 4.2 M30646 ELB42 15015921 20 13 2.4 f91

*additional exons are spliced in within skeletal muscle (in the 3™-side of the coding sequence).

Tableau 1. Principales caractéristiques des génés keurs ARNm correspondant impliqués

dans la sphérocytose hérédit&ire

Dans I'état actuel des connaissances, tous lesgsaef ELB42, appartiennent a des familles
de génes. Dans un type cellulaire et a des étapmséds de sa différenciation, les génes
d’'une famille s’expriment selon un éventail spépii, I'expression de I'un d’entre eux étant
souvent dominante. Un géne particulier, de pliesx@ime selon des isoformes variables d’'un
type cellulaire a un autre, ainsi qu'aux différestades de différenciation traversés. La
diversification des produits d’'un gene s’appuieumpae faire, sur les ressources de la
transcription, de I'épissage, de la traduction etiles remaniements post-traductionnels
alternatifs. Ainsi, en accord avec les exigencaxtionnelles de la cellule, a tel ou tel

moment de son existence, un gene peut donner negssaune variété inouie d’isoformes

polypeptidique¥.
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2.2. Les altérations moléculaires des protéineslademembrane
érythrocytaire dans la sphérocytose héréditaire

Par ordre décroissant de fréquence, les genes matésANK1, EPB3, SPTB, ELB42 et
SPTAL (tableau 2).

ankyrine 50 -60 %
spectrine 20 %
protéine bande 3 15-20 %
protéine 4.2 <5%
complexe Rh <1l%
Non identifié 10 %

Tableau 2. Fréquences des différentes mutationbguges dans la sphérocytose héréditaire
chez les populations nord-européerifes

Difféerents mécanismes moléculaires peuvent génkreméme déficit protéique dans la
sphérocytose héreditaire. La plupart des mutatiapgortées dans la sphérocytose héréditaire
sont « privées » ou sporadiques c'est-a-dire @salbnt uniques pour une famille donnée. La
connaissance du gene muté n’influe en rien la rseharge clinique des patients.

Les mutations responsables de la sphérocytoseita@rédont :

- soit des mutations du cadre de lecture corresparaddas délétions ou des insertions
d'un nombre variable de nucléotides aboutissanhe altération de I'extrémité C-
terminale de la protéine,

- soit des mutations non sens provoquant un arréhgitéé de la traduction et la
formation d’'une protéine tronquée,

- soit des mutations faux sens correspondant a Eitutibn d’'une paire de base,

- soit des mutations du site d'épissage provoquanépissage anormal lors de la
transcription,

- soit des délétions importantes du génome.
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Un catalogue régulierement mis a jour de toutesnletations responsables d’anomalies de la
membrane érythrocytaire est disponible sur le sish de the Human Gene Mutation
Databas®.

2.2.1. Mutations du gene SPTA1

Les cas de sphérocytose héréditaire due a desiomstatlu gene SPTAL, codant la chaine
de la spectrine, sont absolument exceptionneloet associés aux formes récessives de
sphérocytose héréditaire. La raison en est aiséocoempréhensible si I'on sait que les chaines

a sont synthétisées en un énorme exces par rappodhaine$.

a) Etat hétérozygote

Généralement, les individus hétérozygotes simmasdes porteurs asymptomatiques.

b) Etat hétérozygote composite

Les patients atteints de sphérocytose récessive @&kcit marqué en spectrine sont tres
probablement des hétérozygotes composites pouali@éssa-spectrine peu ou pas exprimes.
Wichterle et colf‘ont décrit les premiers chez un individu I'assdoiat entrans I'un de

l'autre, d’un allélenull, l'allele o"*ACYF hérité du pére asymptomatique et d'un alléle

faiblement exprimé, I'alléle"="** (Low Expression Prague) hérité de la mére (fi@)re
FATHER MOTHER
o spectrin o spectrin
alla  70nt
o sp PRAGUE exon 37 u sp LEPRA \l/
PATIENT
o sp PRAGUE exon 37
alla  70nt
o sp LEPRA v

Figure 8. Schéma de transmission des deux mutadmms la famille étudiéé
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L'alléle o EPRA

est caractérisé par une mutation ponctuelle damgoh 30 qui aggrave
I'utilisation d’un site cryptique accepteur a lasgimn -70 de l'intron 30. Le recrutement de la
fin de I'intron 30 dans I'exon 31 entraine un déagal de la phase de lecture et I'apparition
d’'un codon stop prématuré. La chaimeainsi produite est incapable de participer a la
constitution du squelette érythrocytaire. La speetrLEPRA semble étre présente chez
environ 50 % des patients souffrant de sphérocyiéséditaire récessive. Delaunay et &dll.
ont étudié une famille avec deux enfants atteimssphérocytose héréditaire sévere. Les
parents sont hématologiquement normaux. La mérbéétozygote pour l'alléle™="*~ Le
pére est hétérozygote pour une nouvelle combinalaos laguelle un des deux alléles est un
alléle polymorphe d’expression basse appefé”, tandis que l'autre alléle correspond &

Iallele oYY

avec une substitution de la guanine en adéninexadmité 3’ de I'exon 51,
nommée Bicétre. Cette nouvelle combinaison est lappe=-""B®" | es enfants sont
hétérozygote composite pour les all&gs " et o-E-Y B | 53 RT-PCR détecte seulement
des traces d’ARNm codant pour la spectiffé" ®°®" | a mutation est donc essentiellement

une mutationmull sans production de protéine fonctionnelle. L'alogede maladie chez le

LELY / 0LLELY-Blcetre /aLELY-Blcetre

pérea comparée a 'hémolyse marquée chez les entahf§”
montre que I'expression de l'all&é™" n’est pas assez basse pour démasquer I'allglele

'autre chromosome. Les estimations quantitativesceltte étude suggére que pour évoquer
une sphérocytose, I'expression de la chaimke spectrine doit étre réduite d’au moins 25 %

par rapport a la normale.

c) Etat homozygote

Aucun porteur homozygote n’a été rapporté chezniim@. Par contre, il existe plusieurs
souches naturelles de souris (sowh/sph spif®YspteS, spH’/spH’ et spH¥spH?) qui,

combinant a I'état homozygote des mutations deuliéent murin du géne SPTAL,
présentent une sphérocytose héréditaire sévére

2.2.2. Mutation du géne SPTB

20 % des cas de sphérocytose héréditaire sont das mutations situées sur le gene SPTB,
codant la chainp de la spectrine. Elles donnent des tableaux clegsgnodérés a sérieux, ne
nécessitant pas de transfusion en général, du memdant les premieres années de vie. Ces
mutations sont associées a des formes de sphésedyéréditaire a transmission dominante.

Ce genre de mutations a été identifié dans la pluges familles avec une sphérocytose
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héréditaire a transmission dominante en Amériquédrd, France et Italie. Cependant, les
mutationsde novane sont pas rares.

Un grand nombre de mutations ont été élucidées l@agagne SPTB en comparaison au gene
SPTAL. Il s’agit le plus souvent de mutatiangdl, supprimant la synthese du lot haploide de
la chaineB correspondante. Les terminaisons prématurées tladaction, par anomalies de
I'excision des introns (spectrines Bergen, Hous@strava et Philadelphia) ou par mutations
non-sens (spectrines Baltimore et Tabor) qui déplate cadre de traduction, sont a la base
de la plupart des mutations, responsables de taliiésation de TARNm et de l'instabilité du
produit de transcriptidi. Dans la spectrine Promiss&o, une mutation durcddnitiation de

la traduction empéche la traduction du peptidene délétion génomique de 4,6 kpb dans la
spectrine Durham entraine la formation d’'un peptidaqué qui est incapable de s’incorporer
correctement dans la membrane du globule rSuge

Plusieurs mutations faux-sens ont été décritessDmspectrine Kissimmee, une substitution
du tryptophane 202 en arginine est située dangdem d’interaction avec l'actine et la
protéine 4.1 et conduit a un défaut de fixatiorladspectrine a la protéine 4.1, entrainant une
instabilité de la spectrin®

D'aprés I'étude de Miraglia et coll. chez des enfants italiens atteints de sphérocytose
héréditaire avec un déficit isolé en spectrine dsde parents normaux cliniquement et
hématologiqguement, le mode de transmission appaes@cessif serait en fait associé a des
mutationsde novod’un allelep-spectrine.

Le grand potentiel pathogéne de ces mutations wet tansmission dominante sont dus,
probablement, au fait que [spectrine est synthétisée en quantité plus faipie l'o-
spectrine, limitant la quantité de dimeres de spextdisponibles pour étre incorporés dans le
squelette membranaire. Aucun porteur homozygotehéi¢érozygote composite n'a été

rapporte.

2.2.3. Mutation du gene ANK1

Les mutations du géne ANK1 sont les plus fréquemimapportées dans la sphérocytose
héréditaire typique a transmission dominante dasgbpulations nord-européenne (50 a 60
% des cas). Elles sont responsables d’'une fornmguément manifeste de sphérocytose
héréditaire. L’association de la sphérocytose hexiéel a des anomalies du chromosome 8 est
connue depuis longtemps, tout comme celle ave@fieidd’ankyrine. Les études réalisées

sur des patients ont mis en évidence que, malgsyrithese normale de la spectrine, son
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incorporation dans le squelette membranaire esicité#fe, a cause d'une réduction
importante de I'expression de 'ARNmM de I'ankyrirten parallele, un cas de sphérocytose
héréditaire sévere di a la délétion complete ds boart du chromosome 8, contenant aussi
le gene de I'ankyrine, a apporté la preuve direleteette association. Le rble essentiel joué
par les formes mutantes de l'ankyrine a ensuite néi® en évidence par l'analyse du
polymorphisme de la longueur des fragments deicéstr (RFLP), utilisant 'ADNc de
'ankyrine comme sonde, réalisée sur une famillenimeuse atteinte de sphérocytose
héréditaire autosomale dominante. L'étude a prdexéstence d’'une liaison statistiquement
significative entre le polymorphisme de I'ankyrieiel’expression de la maladie, tandis que la
liaison avec d'autres protéines du squelette et Inemaires étaient non significatives
L’électrophorése des protéines membranaires montigéficit combiné en ankyrine (tendant
a étre masqué par I'élévation des réticulocytesqut naturellement plus riches en ankyrine),
en spectrine et en protéine 4.2. Le déficit de demiéres protéines est secondaire, et
témoigne de leur liaison & I'ankyrifeEn effet comme établi par les études de la speoét

de I'ankyrine dans les érythroblastes, quand I'aimieyest déficiente, la spectrine en exces,
incapable de se lier a la membrane, est dégradedsklte un déficit en spectrine secondaire
au déficit en ankyrine. Le déficit combiné en spaet et ankyrine représente le phénotype
biochimique le plus fréquent (environ 60 % des cBs)ek et colf? ont montré que dans un
tiers des cas, ce déficit combiné est dU a la ditron d’expression d’un allele ANK1 causée
soit par une transcription réduite du gene de painke, soit par une instabilité des mutants
ARNmM. Donc 'absence dans les réticulocytes d’ARBonrespondant a un des deux alleles
ANK1 est observée dans 20 % des cas de sphérodydosditaire.

Il est évident qu'il existe un éventail trés lamde défauts moléculaires. Les mutations non-
sens et celles qui déplacent le cadre de lectureassociées a la sphérocytose héréditaire a
transmission dominante, tandis que les substitsipmmctuelles ou les mutations situées dans
le promoteur du géne ANK1 sont associées a la ephifrse héréditaire de transmission
récessive. Cependant le gene ANK1 se préte a dednées mutationde novo A la premiére
génération, elles miment un mode de transmissioess#f. Lors des générations suivantes,
elles se conforment au mode de transmission dominmantionn&®. L'accumulation de
nouvelles mutations, au fil du temps, est néanmaiastrecarrée par un mécanisme
(incompris), de sorte que l'incidence de la sphgiese héréditaire liée & des mutations du
géne ANK1 n'augmente p¥s Dans la plupart des cas les mutations du gér&@uleyrine

sont « privées », c'est-a-dire unique pour une lfardonnée. Cependant, Gallagher et &bll.
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décrivent une mutation par insertion et décalageatire de lecture du gene de I'ankyrine
chez trois sujets atteints de sphérocytose hémedis@vere, sans aucun lien de parenté et
d’origine ethnique différente. Il s’agit de la priéme description d’'une mutation récurrente
dans le gene de I'ankyrine, appelée ankyrine Ridpalis.

En régle générale dans la sphérocytose a transmiskiminante, les mutations du gene
ANK1 abolissent la synthése du lot haploide comadpnt de I'ankyrine (survenue d’'une
mutation non-sens, d’'un décalage de la phase derdeou d’'une anomalie de I'épissage,
entre autres). Ainsi certaines mutations codentr pls ankyrines tronquées au niveau du
domaine de fixation avec la protéine bande 3 (Baugey, Duisburg, Einbeck, Marburg,
Napoli I, Osterholz, Stuttgart). D’autres codentipdes ankyrines tronquées au niveau du site
de fixation de la spectrine (Anzio, Napoli I, PorWestfalica). Les ankyrines Bovenden,
Saint-Etienne 1 et 2 résultent d’une terminais@maturée au sein du domaine de régulation.
Pour l'ankyrine Ravnovnik, une mutation non sens sa&in du domaine de régulation
provoque un déficit sélectif en protéine 2.1, ppate isoforme de l'ankyrine. Les
manifestations cliniques sont cantonnées a I'h@matar l'allele restant est capable de

compenser 'alléleull dans d’autres types cellulaires exprimant I'arnkeri°.

a) Mutationsde novo

Un probleme difficile est de faire la différencetrenles mutationsle novoet les formes de
sphérocytose héréditaire a transmission récesBmas la sphérocytose héréditaire récessive,
deux mutations identiques (homozygotes) ou nonéfb2ygotes composites) doivent étre
présentes dans le génome du malade, et chacunsdpasents doit porter une de ces
mutations, tout en étant asymptomatiques du poetvde clinique et hématologique.
Plusieurs études ont montré que les parents demtenmalades présentaient les formes
sauvages du géne ANK1, indication claire qu’il #ade mutationsde novo qui seront
transmises de facon dominante & leurs descenddingglia et coll*® trouvent que 63 % des
enfants ayant une sphérocytose héréditaire a tiasigm apparemment récessive présentent

en réalité une mutatiathe novo

b) Etat hétérozygote composite

De rares cas d’hétérozygotie composite ont étéordgp dans la littérature. Dans deux
familles, une mutation récurrente (substitutionaléhymine en cytosine en position 108) est
mise en évidence dans le promoteur. Une secondatiotudans I'autre allele ANK1 a été
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identifiée : ankyrine Walsrode dans une famill@ekyrine Bocholt dans I'autre. Les parents
hétérozygotes ne sont pas affectés. La mutatiorshdti# se situe dans le site de liaison de
I'ankyrine 1 pour la protéine bande 3 et entraine diminution de 28 % de la protéine bande
3.

c) Etat homozygote

Pendant longtemps, on a pensé que I'état homozygosaurait étre viable car dans les tissus
non hématopoiétiques, 'anomalie des deux allelKRne laisserait plus aucune possibilité
de compensation. Aux signes hématologiques s’adfjaient des signes non hématologiques.
Ainsi en va-t-il de la souche naturell®b/nb a I'état homozygote, qui, en plus d'une
sphérocytose grave, présente des troubles cénébeliiifférés, sous-tendus par une
dégénérescence des cellules de Purinfedelman et coft® ont découvert une mutation au
niveau du site accepteur d’épissage de I'exon 1h# dae famille turque grace a une nouvelle
technique DHPLC (denaturing high-performance liqoltromatography). Cette mutation
perturbe donc I'épissage alternatif de l'ankyrinees parents sont hétérozygotes et le
propositus est homozygote pour cette mutation. leaye est faite que ’lhomozygotie pour

une mutation associée a une sphérocytose hérédaafransmission dominante liée a un

déficit en ankyrine peut étre compatible avec & vi

2.2.4. Mutation du gene EPB3

a) Etat hétérozygofe'®

La présentation clinique est sensiblement moinagroée que dans la forme précédente. 20
% environ des cas de sphérocytose héréditaire assdciés a un deéficit partiellement
compensé de la protéine bande 3. Le mode de trasismiest invariablement dominant.
Aucune mutatiorde novo(néanmoins possible théoriquement) n’a été déarie jour. Dans

la plupart des cas, le déficit en protéine banést3associé a un déficit en protéine 4.2. Mais

deux situations doivent étre distinguées :

» soit il s’agit d’'une mutation hétérozygote du g&eB3 induisant un déficit en protéine
bande 3 de 20 a 40 % en SDS-PAGE et un déficit nelzie en protéine 4.2
proportionnel au déficit en protéine bande 3 ;

« soit il s’agit d’'une mutation du gene EPB3 entrainae atteinte du site de liaison pour la

protéine 4.2. Cette variété de sphérocytose héiégliest exceptionnelle. Son mode de
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transmission est récessif. Elle se signale par rédeaction importante (- 50 %) de la
protéine 4.2 avec une diminution minime de la pr@éande 3. Si plusieurs exemples
ont été rapportés (bande 3 Tuscaloosa, Montefiorg, un seul I'a été de maniére
satisfaisante (bande 3 Fukudfala mutation causale ne se situe pas sur le §eBd2,
comme le phénotype inciterait a le penser, maislasyrartie du gene EPB3 codant le
domaine cytoplasmique de la protéine bande 3. mbdifie la position 130 (glycine en
arginine), qui doit en toute logique apparteniisaa de liaison de la protéine bande 3 pour
la protéine 4.2. Il convient de ne pas confondngrésente variété de sphérocytose avec la
forme découlant de mutations situées sur le ge@4EI(cf. infra).

On peut identifier plusieurs types de mutationgéne EPB3 :

» Certaines abolissent la syntheése de la protéineggaarition d’'un codon non-sens (bande
3 Lyon-Osnabriick 1), d'un décalage du cadre deulec(bande 3 Foggia), ou d'une
anomalie de I'épissage (bande 3 Pribam), a quedqdeoit de la séquence polypeptidique
que survienne l'altération.

» Dautres sont des mutations faux-sens, principargrdans le domaine membranaire de la
protéine bande 3. Le simple changement d’'un aaideé&suffit & interdire I'insertion du
domaine membranaire, pour cause de déstabilisaemarquable a cet égard est la
substitution des résidus arginine fortement corser760, 808 et 870 dont le

remplacement empéche l'insertion dans la membrana protéine bande 3 (figure®d)
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3 Repressntafion scnematique de la bande 3.

On distingue k25 domaines cytoplasmique (acides amings 1.3 403) et membranalre (aclges
amings 404 & §22). Le kong du domalne membranaire, 1a bands 3 serpente 14 Tols 3 fravers
lablcoucne lipidigue. Des boucles extemes et Intemes assuren la conbinuié cowalents anire
leg segments ransmambranalres. 642 - point de branchement, au niveau d'une asparagine,
g2 Funique &t volumineuse partie glycanique de |a bande 3. 589 . mutallon récuments
[Arg — Cys), responsable de Facldose wbulaire distale rénale (forme a mode e ransmis-
&lon dominant). 760, 308 et 870 : anginines conseniées, dont ke remplacement empeche
Nnserilcn d4ans la membrang de 13 bande 3

Figure 9. Représentation schématique de la protéinde &
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* La lésion moléculaire est parfois plus étendue mgr'mutation faux-sens, ponctuelle :
délétion (bande 3 Prague) ou addition (bande 3 nrdila/esuvio) de plusieurs acides
aminés. Les déficits en bande 3 sont bien visildes de I'électrophorese des protéines
membranaires. lIs vont de pair avec une diminusiecondaire de la protéine 4.2, liée a la

protéine bande 3.

A I'état hétérozygote, le déficit en protéine balddérythrocytaire, ne s’accompagne d’aucun
signe non hématologique. Le géne EPB3, néanmoiagpréne aussi dans les cellules

intercalaires du tubule rénal distal. Si le domagwoplasmique, de par ses fonctions
d’attache a d’autres protéines est hypertrophié ddgmatie (acides aminés 1 a 403), dans
les cellules intercalaires, son rble de liaison a&#tgé. Le domaine cytoplasmique de
I'isoforme locale de I'échangeur des anions y eshdué, car la transcription débute au
niveau de I'exon 4 (méthionine 66), grace a un mieuwr spécifique situé dans l'intron 3.

Certaines mutations, tres précisément localiséassent a I'état hétérozygote simple
(transmission dominante) une acidose rénale tuleuldistale, et notamment la mutation
R598H, sans créer pour autant, de sphérocytosalitaéré. Ce fait souligne I'extréme

spécialisation fonctionnelle de chaque positiorsein de la chaine polypeptidique. A noter
enfin que la protéine bande 3 est le support debnemx groupes sanguins de fréquence

faible.
b) Etat hétérozygote composite

Les cas associés a un déficit en protéine bandat pasfois, chez certains membres d’'une
famille, une présentation clinique plus prononc€est qu’entrans de l'allele EPB3
défectueux principal se situe un allele faible aso&e, non exprimé a I'état hétérozygote
simple. C’est le cas de lallele Lyon (porteur ceunmutation non-sens) qui a I'état
hétérozygote simple est responsable d’'une sphé&@seyiénigne. Mais quand l'allele Genas,
silencieux a I'état hétérozygote simple, estrams de celui-ci, la sphérocytose est aggravée
et le déficit en protéine bande 3 plus prondhdéen est de méme quand I'alléle Coimbra est

entransde I'alléle Mondeg®.
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c) Etat homozygote

Pendant longtemps, on a pensé que I'état homozygosaurait étre viable, eu égard au role

mécanique majeur que joue la protéine bande 3. rcepe, chez I'homme, trois cas

homozygotes ont été rapportés :

La protéine bande 3 CoimBfaa été le premier cas d’homozygotie décrit. Elisutie
d’'une mutation au début du quatrieme domaine trandonanaire. L’insertion du
quatrieme domaine transmembranaire est une conditiéalable a l'incorporation des
domaines transmembranaires 1 a 3. Donc la probgEinde 3 Coimbra entraine un défaut
d’insertion membranaire. En plus, une isoforme qua@e en N-terminale existe dans les

cellules intercalaires du tubule rénal, responsdhiee acidose rénale tubulaire distale.

La protéine bande 3 Neapdfisprovient d'une anomalie de I'épissage due au
remplacement d’'une thymidine par une cytosine esitipo 2 au niveau de l'intron 2.
Cette anomalie de I'épissage aboutit a la syntdésee protéine tronquée qui ne pourra
étre tyrosine phosphorylée. Il n'y a pas d'acidoi&eale tubulaire associée parce que la
mutation siege en amont de l'intron 3 (qui contientpromoteukKidney-specifil, et ne

perturbe donc pas la synthese de l'isoforme réalééchangeur d’anions.

Delaunay et coff. sont en train d'étudier le cas d’un enfant d’origialgérienne qui
présente encore une autre mutation de la protéinded3. La fréquence des transfusions a
conduit a une splénectomie sub-totale a 'age ami8.

L’homozygotie provoque uhydrops fetalisune sphérocytose gravissime et, le cas échéant,

une acidose rénale tubulaire distale. Des traitésnéourds (réanimation post-natale,

transfusions massives), éventuellement complétésupaapport de bicarbonates (acidose

rénale tubulaire distale), permettent au nouveaw@ésurvivre. L’avenir est cependant

hypothéqué par une rapide surcharge martialeretdassité d’une splénectomie précoce. Une

greffe de moelle sera logiquement proposée. Lel reamque a propos de ces cas pour tirer

des conclusions fermes, notamment en ce qui com€érdication d’'un diagnostic anténatal.

44



2.2.5. Mutations du gene ELB42

Les cas de sphérocytose héréditaire due a desiomstalu gene ELB42, codant la protéine
4.2, sont rares. lls se manifestent, de facon alssemgene, par une anémie hémolytique
compenseée et par une absence totale de protéimadsZliminution détectable de la protéine
bande 3. Tous les cas rapportés de mutations dei GEB42 sont homozygotes avec des
parents cliniguement silencieux, suggérant un na@dieansmission récessif.

A l'exception de deux formes (protéine 4.2 LisbdaNmtame) qui impliquent soit un
changement du cadre de traduction, soit un épisssg@atif d’un intron, il s’agit de simples
mutations ponctuelles ou de substitution, ce gdigue une tres grande susceptibilité de la
conformation spatiale de la protéine 4.2 & une ex@rpl correcte en acides aminés. Ces
altérations ménent moins a la perte des capadtagiobnnelles d’interaction avec la protéine
bande 3, qu’a une susceptibilité accrue a I'attatpseprotéasés

Gallagher et Forgét ont rassemblé sept mutations décrites dans lrditire. Depuis,
d’autres mutations ont été décrites comme la pret4i2 Nancy et Hammersmith.

La protéine 4.2 Nippon est une mutation courantéaguon avec une fréquence de I'ordre de 3
%. Elle résulte d’'une mutation faux-sens et proogune anémie hémolytique lIégére chez les
individus homozygotes ou chez les hétérozygotespogites avec un second allele mutée
(protéines 4.2 Fukuoka, Notame ou Shiga). Les dmuMes mutations non décrites dans la
population nippone sont les protéines 4 .2 TozéWisboa, trouvé respectivement chez un
patient tunisien et un patient portudais

L’absence de protéine 4.2, appartenant au « compi@xde 3 », entraine une diminution

secondaire du CD47, appartenant au « complexé Rh »
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3. Physiopathologie de la sphérocytose héreditaire

Au cours de sa vie dans la circulation, le glolvalegge accomplit, pendant 120 jours, la tache
indispensable de livraison de l'oxygéne aux tisdesur accomplir cette mission, il doit

traverser des obstacles, en particulier des miapilaires ou des pores de sinus vasculaires
qui lui imposent de passer par des détroits etadgsinthes dont le diametre est trés inférieur

au sien : le diametre du globule rouge est de Tamgcmais il peut traverser des pores de 1,

voire 0,5 microns (figure 10).

CORD

Figure 10. Passage d'un globule rouge normal ddwdon splénique vers un sinus veineux a

travers un passage trés étroit dans ldtate

Cette adaptation a la microcirculation, essentielteir assurer la survie cellulaire, n’est
possible pour le globule rouge que grace a desriptép physiques trés particulieres :
déeformabilité et élasticité, qui lui permettentsedéformer lors de la traversée des obstacles
et de retrouver, des que s’arrétent les contrgisteforme de disque biconcave.

Le globule rouge est un sac dont le contenu, I'hflafmne, est fluide. Le sac lui-méme a un
rapport surface/volume trés important qui permet déformabilité optimale (un ballon mal
gonflé se déforme mieux qu’'un ballon bien gonfé&)une membrane déformable et élastique.

Toute atteinte de ce systeme : augmentation dereentration en hémoglobine, diminution
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du rapport surface/volume par perte de surfaceglitégg membranaire, se solde par une
diminution de la déformabilité des érythrocyteseer destruction prématuré au sein des lieux

de ralentissement et de contraintes physiques;ipatement la rafé.

3.1. Perte de surface membranaire par microvésiouia

Dans la sphérocytose héréditaire, les globuleseamggnt caractérisés par une diminution de
leur déformabilité et de leur rapport surface/vadudue a une perte de surface sous la forme

de microvésicules, comme cela a été montré paiostopie électronique (figure %)

Figure 11. Observation au microscope a balayageréfeque des globules rouges d'un sujet

sain (A) et d'un sujet atteint de sphérocytoseditaiée (B)*°

Les hématies perdent leur forme biconcave et deertndes sphérocytes.
Les mécanismes menant a la perte de matériel mamilwadans la sphérocytose héréditaire
ne sont pas encore tous élucidés. Deux hypothese&déavancees :

* La premiére est basée sur l'idée que la bicoughididue est principalement
stabilisée par ses interactions avec le squeletts-gmcent. L'anomalie de la
membrane dans la sphérocytose héréditaire a poséqaence une déstabilisation
de la bicouche lipidique et une perte de surfacerperovésiculation.

» La seconde hypothése affirme que la bicouche tpigli est principalement
stabilisée par la fonction d’ancrage des lipides lpaprotéine bande 3. Ainsi

lorsque la protéine bande 3 est absente de la naempes lipides non ancrés sont
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perdus. Tandis que dans les déficits en protéinggdelette, la déstabilisation du
réseau sous-jacent lié a la bicouche lipidiqudgsmmolécules de protéine bande 3
entraine une diffusion, une augmentation de la lhiv@batérale et une agrégation
passagere de ces molécules facilitant la vésionmatCes agrégats de protéines
bande 3 activeraient I'érythrophagocytose.
Il est généralement admis que la sphérocytose itdirédest caractérisée par une
hétérogénéité clinique, biologique et génétiqueel®sont les parametres de cette
variabilité au niveau cellulaire ? Un déficit prioige primaire dans la sphérocytose
héréditaire peut survenir isolément ou il peutangr secondairement des déficits en
une ou plusieurs protéines, détectés par électréphoPar exemple, dans le déficit en
ankyrine, une réticulocytose associée masque leitdgfotéique primaire, et seul le
déficit secondaire en spectrine et parfois aussipesiéine 4.2 est apparent sur
I'électrophorése. Des études récentes soutienaerdtion que le type et I'importance
de ces déficits protéiques secondaires sont imggiglans le pronostic hématologique
et clinique de la maladie. Un déséquilibre du rappeatre les déficits primaires et
secondaires peut expliquer une augmentation deédtabilisation de la membrane
érythrocytaire. Rocha et cdil. ont mis en évidence une corrélation négative
significative entre I'équilibre de ce rapport eskvérité de la maladie.
Une mutation génétique entraine soit une diminudiera synthese d’ARNm, soit la
synthese d’une protéine anormale. Dans le prenaigr la diminution de la synthese
protéigue entraine un déficit membranaire de cptt#éine, et probablement des
protéines en interaction par manque de sites dsofia Des déficits protéiques
équivalents sont observés et il n'y a pas de dafanteractions entre les protéines.
Alors que, lorsqu’une protéine anormale est syigéét il y a probablement un défaut
de liaison avec les autres protéines membranainésemfraine une incorporation
réduite de ces protéines dans la membrane et, dantdéficit plus important, reflété
par un déséquilibre entre les déficits protéiquesnagires et secondaires. Par
conséquent, l'instabilité membranaire est augmetnéeuisant a une forme sévere de
la maladie. Il semble logique qu’un sphérocyte @nésnt des interactions normales
entre les protéines membranaires soit plus résigi@nn sphérocyte présentant une

altération de ces interactions.
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3.2. Interactions entre la rate et le sphérocyte

Du point de vue histologique, la rate possede uncelation dite « ouverte » dans laquelle le
sang artériel se déverse dans des cordons splénigeetable labyrinthe constitué de
passages tres étroits formés par des cellulesuldtis et tapissées de phagocytes.
Normalement la plupart des cellules sanguines mnttans ce labyrinthe vont le traverser,
cependant en utilisant des chemins assez dire@ss Des situations pathologiques, les
cellules sont redirigées dans une portion plusgmaé de ces cordons ou le flux sanguin est
plus faible. Les cellules vont alors stagner plusieminutes, voire plusieurs heures. Les
cellules sanguines vont ensuite rejoindre la catioth veineuse en passant a travers des
espaces situés entre les cellules endothélialestitt@ant les sinus veineux. Ces espaces sont
souvent plus petits que les globules rouges gwietbidonc étre capables de se déformer pour
passer (figure 10). Les sphérocytes ayant perdu cegmcités de déformabilité sont
particulierement génés a ce niveau et vont dorcsémuestrés dans la rate.

Chez les patients présentant une sphérocytoseita@edon distingue sur les frottis sanguins
de sang périphérique deux populations de celluleme population minoritaire de
microsphérocytes de fragilité osmotique trés graete@ne population majoritaire dont la
fragilité osmotique est a peine plus élevée quedanale. Certains auteurs ont d’ailleurs
montré que cette population minoritaire provientlaleate. La rate semble en effet étre un
protagoniste actif dans la physiopathologie deplésocytose héréditaire et non un filtre
passif. En effet, aprés splénectomie, bien quepl#Emcytose persiste, cette population
hyperfragile disparait. La rate semble donc augeardetcaractére splénique des sphérocytes
et donc leur fragilité.

Par ailleurs, I'environnement existant dans leslons spléniques ne crée pas des conditions
métaboliques favorables a la survie des sphérodasvreté en glucose, milieu acide
inhibant les enzymes glycolytiques). Enfin, il gequit un gonflement des cellules en raison
d’'une entrée de chlore et d’'eau. Ainsi le sphémdagétenu dans les cordons spléniques en
raison d'une diminution de surface, va étre soumnl®rythrostasis dans un environnement

métabolique défavorable.

3.3. Erythrostasis

Les sphérocytes sont particulierement sensibleséythrostasis. Les phénomeénes se

produisant dans le globule rouge normal et le suye sont les mémes, mais du fait de son

49



caractere instable, le sphérocyte sera détruitdoeguplus rapidement. A I'état normal, le
globule rouge ne contient qu’'une petite quantitésddium et des quantités beaucoup plus
importantes de potassium. Le sodium considérablerpiars concentré dans le plasma
sanguin tend a pénétrer passivement a l'intérieugldbule rouge en y entrainant de I'eau.
Une pompe a sodium, ATP dépendante, assure soms@xpactive avec une quantité d’eau
correspondante, ce qui permet au globule rougead#eg sa forme de disque biconcave. Le
fonctionnement de cette pompe exige un apport ssuffi de glucose et d’oxygene, un
métabolisme glucidique intra-érythrocytaire normline quantité suffisante d’ATP. Dans la
sphérocytose héréditaire, les hématies porteusesuiialies membranaires sont une premiere
fois mises en péril en raison d’'une augmentatiodéné&e de leur perméabilité au sodium. Les
cellules vont alors prendre I'aspect d’'une sph€edte propension a accumuler le sodium et
'eau est normalement compensée par une pompeidns@d P-dépendante afin d’éviter la
lyse. Mais lorsque tout le glucose contenu darceliale est utilisé ; la cellule est déplétée en
ATP, la pompe ne fonctionne plus et sa teneur diusoet en eau augmente. Malgré cela, le
gain en sodium n’est pas suffisant pour expliquéwi &eul I'hémolyse du sphérocyte. Par
contre, il est responsable en association a la gk lipides membranaires du phénomene
d’auto-hémolyse.

Cependant, il semble que la durée de séjour desy@plies dans les cordons spléniques ne
soit pas suffisamment longue pour expliquer leundlgse par les conditions métaboliques
défavorables et I'érythrostasis. En effet, un ¢ertaombre de sphérocytes est remis en

circulation aprés passage splénique et va doneppkssieurs fois dans la rate.

3.4. Dynamique splénique

Lors de leur stase dans les cordons spléniquesplesocytes sont modérément déplétés en
ATP de facon irréversible, ce qui aprés de mulligl@assages spléniques, résultera en une
séquestration et lyse cellulaire. Par ailleurssf@sérocytes, et particuliéerement la spectrine au
niveau de sa liaison avec la protéine 4.1, sostgemsibles aux agents oxydants présents en
grande quantité dans la réte

Enfin le réle des macrophages a également été aéspans la lyse des sphérocytes. En effet,
certaines expériences ont démontré que les maagepl&aient capables de fixer les cellules
exprimant les phosphatidylsérines a leur surfaes. Ipides, habituellement situés au niveau
de la face interne de la bicouche lipidique, petrgenretrouver au niveau de la face externe

en cas d’exposition a des agents oxydants ou dgtd&f spectrine.
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3.5. Mécanisme compensateur de I'hémdfyse

Physiologiquement, I'érythropoiese contrebalancealitgparition des globules rouges éagés.
Environ 1 % des globules rouges circulants somudstquotidiennement et remplaceés par les
réticulocytes. L’'EPO est le principal facteur deissance responsable de la régulation de la
production de globules rouges.

Le principal stimulus augmentant la synthese d’EE¥D |'’hypoxie tissulaire. En induisant
I'expression du gene EPO et donc la synthese d’BER¢poxie entraine une augmentation
des taux plasmatiques d’EPO. Dans la moelle osséeseprécurseurs des érythroblastes
(BFU-E et CFU-E) présentent des récepteurs spéesi@ I'EPO a leur surface. Quand 'EPO
se lie a ses récepteurs, ces précurseurs prolifa@ensubissent une maturation en
erythroblastes et enfin en réticulocytes.

Les patients présentant une forme bénigne de sphése héréditaire sont capables de
maintenir une concentration en hémoglobine norrealdépit de 'hémolyse. Ceci s’explique
par l'augmentation physiologique de la synthese POEet une réponse efficace de
I'érythropoiése. Cependant dans les formes modénéeseveres de la maladie, une anémie
s'installe impliquant une perturbation de ces méraas physiologigues malgré une
surproduction d’EPO. Dans la sphérocytose hér@edjtdactivation macrophagique pourrait
étre impliquée dans l'inhibition de la synthese P Eet/ou de la réponse a 'EPO. Une autre
explication possible de l'inhibition de la répors®EPO pourrait impliquer les récepteurs a
'EPO qui pourraient étre manquants ou présentesignal de transduction affaibli. Les
cytokines de I'inflammation pourraient aussi étmpliquées.

L’étude de Rocha et colf. a cherché un lien entre les taux d’EPO et le tyjlamomalie
membranaire impliquée. Ainsi ils supputent que dassdéficits en protéine bande 3, une
inhibition de la synthese d’EPO serait plutét imgpke avec des taux d’EPO plus bas. Alors
gue dans les autres déficits, il s’agirait d’'unkiliition de la réponse a 'EPO, avec des taux
d’EPO plus élevés.

Ces auteurs ont également montré que les taux d¥&Ocorrigés apres splénectomie, alors
que la numération des réticulocytes reste dansvdesurs hautes. La splénectomie, en
réduisant la destruction des globules rouges atc,dbactivation macrophagique semble
permettre, par la suite, une réponse appropridePaf®.
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4. Formes clinigues, évolution et complications lae

sphérocytose héreditaire

4.1. Circonstances de découverte

Le diagnostic de sphérocytose héréditaire estus pbuvent réalisé au cours de I'enfance ou
chez l'adulte jeune. Toutefois, la maladie peuttaresnéconnue et étre diagnostiquée
tardivement, quelques fois méme a un age trés éVanica maladie peut parfois étre
découverte au cours d’'une enquéte familiale pandengnembre de la famille est atteint. Ou
bien il peut s’agir d’'une découverte fortuite actasion d’un bilan biologique. En effet
I’'hnémolyse peut étre chroniquement compensée paréuythropoiése accrue sans qu’existe
d’anémie franche.

Une lithiase biliaire pigmentaire peut égalemenrg évélatrice : il s’agit d’'une complication
fréquente des anémies hémolytiques constitutioemedit ce diagnostic doit étre évoqué
devant une lithiase biliaire du sujet jeune.

Enfin, la maladie peut étre révélée par une ané&8iere résultant de deux meécanismes
périphérique et central, lorsque survient unehéoytlastopénie le plus souvent liee a une
primo-infection par le parvovirus B19, parfois pam autre virus. La compensation par
I'érythropoiése accrue est alors transitoiremepipemée, ce qui aggrave trés brutalement
I'anémie™.

Pendant la grossesse, quelques patientes non cplérgees peuvent présenter une anémie

suffisamment sévére pour justifier une transfusianguing? >3,

4.2. Histoire naturelle de la maladie

L’expression clinique de la maladie est trés vdeiaklle peut étre asymptomatique ou, a
I'extréme, il peut s’agir d’'une anémie exigeant tlemsfusions régulieres ou plus rarement
d'un anasarque foetoplacentaire et une mort fodtalees signes cliniques sont peu
spécifiques : souvent, il existe une symptomate@ogassique d’anémie hémolytique avec

paleur, ictere ou subictere, et splénomégalie.
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4.2.1. Au cours de la premiére année de vie

Une étude italienn@ sur une cohorte de 468 sujets montre que la neasdit cliniguement
évidente pendant la période néonatale dans 65 %eaded ictere était présent dans la plupart
des cas, nécessitant une photothérapie pour centi@iyperbilirubinémie voire une
exsanguino-transfusion. L’anémie était présente ddn% des cas, deux tiers de ces patients
nécessitant une transfusion sanguine.

a) L'ictere

L’ictere est le signe le plus fréquent pendantrienmper mois de vie. Dans une étude récente
de Tchernia et cof® qui a consisté en la recherche systématique dapteérocytose
héréditaire dans une population de 400 nouveauxatésques, le diagnostic a été positif
dans 1% des cas, soit 20 a 50 fois plus que dgreplalation générale.

L’ictere est di a I'hémolyse des sphérocytes efal@acité réduite du foie du nouveau-né a
conjuguer la bilirubine. 1l en résulte une augmeatarapide des concentrations de bilirubine
libre dans le sang avec un risque accru d’icténbéairé™.

Récemment, il a été prouvé qu’'une homozygotie geugéne de la maladie de Gilbert
(UDP1) pourrait aggraver l'ictére des nouveaux-atésints de sphérocytose héréditdire

b) L'anémie hémolytiqu&

Elle est plus fréquente au-dela d’un mois de veetdux d’hémoglobine est en général normal
a la naissance, mais va diminuer des les prenaars fe vie.

La destruction accrue des globules rouges et lansgpde I'érythropoiese pour compenser
cette destruction sont les deux mécanismes quindétent la séveérité clinique des anémies
hémolytiques chroniques. A la naissance et duranpremier mois de vie, ces deux
mécanismes subissent des modifications tres imuedaD’un coté, la circulation splénique
est pleinement achevée seulement apres la naissamncanant une destruction périphérique
accrue des globules rouges anormaux tels que les@pytes. Par conséquent, 'hémolyse,
qui est probablement quiescente ou légere cheaxtasf affecté de sphérocytose héréditaire
(sauf dans les formes tres sévéres de la maladig®mente dramatiguement apres la
naissance quand les fonctions de filtre et de phdgee de la rate deviennent entierement
efficaces. D’'un autre c6té, I'érythropoiése, quitess stimulée pendant la vie fcetale, entre
brusquement dans une phase d’hypoplasie un pes Epnaissance. Le principal mécanisme
physiologique responsable de la réduction de Ikéogoiese est une diminution trés

importante de la sécrétion d’érythropoiétine. Cditeinution de sécrétion est sans doute due
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au passage d'une sécrétion d'érythropoiétine rgysata une sécrétion rénale et a la forte
élévation du taux d'oxygéne lors du passage d'wspiration foetale a une respiration
pulmonaire. Un nouveau-né atteint de sphérocytéséditaire doit donc faire face a un taux
d’hémolyse accru et a une réponse de son éryttes@daiappropriée. Tout ceci aboutit donc a
une aggravation de I'anémie au cours de la prerai@née de vie et fréquemment a un besoin
en transfusions sanguines. Vers I'age de un aémdlyse chronique est bien compensée et |l

n'y a plus de besoin transfusionnel dans la m&afés cas.

c) Evolutiorf*

La présence de symptdmes a la naissance n’estrasnsent prédictive de la forme a I'age
adulte. Néanmoins, dans 100 % des cas séverestéibgerves des symptdomes de la maladie
a la naissance, tandis que seulement 20 % desaditeints de forme Iégere avaient des
symptdmes a la naissance. Donc le risque relatifr p;n nouveau-né présentant des
manifestations néonatales de sphérocytose hérédidai développer plus tard une forme
sévere est deux fois supérieur a celui de la ptipolagénérale atteinte de sphérocytose
héréditaire (10 % versus 5 %).

En conclusion, bien que rare, la sphérocytose tanéddoit étre évoquée devant tout ictére
et/ou anémie d’origine hémolytique, et apres élation d’'une incompatibilité érythrocytaire
foeto-maternelle, notamment en présence d’antétedamiliaux d’ictere, de splénomégalie,
de splénectomie ou de diagnostic connu de sphé@seyhéréditaire. Révélée chez le

nouveau-né, aucun élément ne permet de prédiret®sgtic ultérieur.

4.2.2. Les différentes formes cliniques chez I'ebf#e plus de un an et I'adulte

a) Classification de la sphérocytose héréditaire

La maladie présente un large spectre clinique halbément classé en trois formes : bénigne,

typique ou modérée et sévere, d’apres la cliniquesesxamens biologiques (tableau 3).

NB: la fragilité osmotique avant et aprés incubatest considérée comme modérément
augmentée si une ou deux des valeurs mesurées lgisémido, hémolyse 50%, hémolyse
100%) sont supérieures a la valeur normale. Sirt@s valeurs sont en dehors des valeurs

normales, la fragilité osmotique est désignée cormamchement augmenteée.
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Classification Trait Forme bénigne | Forme modérée Forme sévere
typique
Taux normal 11-15 8-12 6-8
d’hémoglobine
(g9/dL)
Taux de normal (<3) 3-6 > 6 >10
réticulocytes
(%)
Concentration <17 17-34 >34 >51
en bilirubine
(umol/L)
Taux de 100 80-100 50-80 40-60
spectrine par
erythrocyte (%
de la normale)
Fragilité normale normale ou franchement franchement
osmotique modérément augmentée augmentée
avant augmentée
incubation
Fragilité modérément franchement franchement franchement
osmotique augmenté augmentée augmentée augmentée
apres 24 h
d’incubation
Splénectomie non requise habituellement nécessaire avant nécessaire avant

non nécessaire
pendant
I'enfance et

I'adolescence

la puberté

'age de 6 ans s

possible

Tableau 3. Classification de la sphérocytose datatibns pour la splénectomie d'apres Eber

et aP®
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-« Traits sphérocytaires »

Ces formes sont découvertes de maniere fortuitecgdsion d’'une enquéte familiale
lorsqu’'un des membres de la famille présente urerspytose héréditaire. Le plus
souvent ces formes demeurent ignorées.

Ces patients doivent étre considérés comme degusriilencieux. Ills ne sont pas
authentiguement normaux puisqu’une batterie d’a®a\pourrait détecter cette anomalie.

- Les formes bénignes

Elles représentent 20 a 30 % des cas. L’hémolysmitfue est complétement compensée
par I'érythropoiése. La maladie peut donc restapéncue pendant de longues années et
se révéler a I'occasion d’une infection virale gleis souvent par le parvovirus B19) ou

d’'une grossesse ou bien devant I'apparition de ¢icatpns comme une lithiase biliaire.

- Les formes typiques

Elles représentent 50 a 60 % des cas. Cette fostneaeactérisée par une hémolyse non
complétement compensée avec une anémie |égereé&rdnost un recours a la transfusion
de maniére sporadique. Cette forme se manifesitubiement dans la petite enfance par
un ictere, une anémie et une splénomegalie. Casnpatdoivent bénéficier d’'une

splénectomie, de préférence avant la puberté.

- Les formes séveres

Elles touchent 5 a 7 % des patients atteints dérepittose héréditaire. Le principal signe
clinigue est une anémie sévére nécessitant desfusions itératives jusqu'a la
splénectomie. Ces patients présentent une répamsellp a la splénectomie car un degré

considérable d’hémolyse persiste.
b) Hétérogénéité clinique

- Hétérogeénéite clinique interfamiliale
Les mécanismes expliquant I'hétérogénéité cliniquerfamiliale sont encore mal
élucidés. La méme anomalie membranaire peut sigori cliniquement
différemment. Récemment, Rocha et édlhnt montré I'importance d’une interaction

équilibrée entre les protéines membranaires darpréssion clinique de la maladie.
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Certains auteurs ont rapporté une relation entsg&varité clinique de la sphérocytose

héréditaire et des anomalies membranaires spéesfigu

Hétérogénéité clinique intrafamiliale

La sévérité de la maladie est relativement unitoal’intérieur d’'une méme famille
lorsque I'anomalie est transmise de maniére anoi@gee dominanté. Cependant des
différences d’expression clinique a l'intérieundé famille donnée ont été decrites.
Elle a été imputée a une combinaison hétérozygiatieles, un allele commun et un
allele faible. Ces sujets sont dits hétérozygatmmposites. Des cas ont été décrits
chez des patients atteints de déficits isolégpentdné*?>ou en protéine bandé®3°

La présence d'un autre défaut touchant les glesbrdeges pourrait accentuer ou au
contraire réduire l'aspect phénotypique de la sphdose, ce qui pourrait aussi
expliquer I'hétérogénéité intrafamiliale. La fahail d'un sujet atteint d’'une
sphérocytose héréditaire due a un déficit en pretbande 3 associée a un tifait
thalassémique a été étudiée en ltalie, il y acuesd anné8% Deux sujets atteints de
sphérocytose héréditaire seule présentaient uneefolinique typique de la maladie,
alors que le propositus n'était pas anémique ettraib une petite hémolyse bien
compensée. Donc le trai-thalassémique masque la plupart des signes dlisiqu
associés au déficit en protéine bande 3. L’asBonia’un trait drépanocytaire avec
une sphérocytose héréditaire a été rapportée obelues patientd ' °% La
séquestration splénique des sphérocytes s’'ajoutantia polymérisation de

I’'hnémoglobine S favoriserait la survenue d’infacsplénique.

De plus la sévérité de la maladie est étroitemiéptdvec la sévérité de 'hémolyse et de la

splénomégalie.

4.3. Evolution et complications

Les patients atteints de sphérocytose héréditaime sujets a diverses complications : crises

aplasiques, maladie biliaire, hémochromatose et @rtement hématopoiese extra-médullaire.

La plupart de ces complications sont dues a I'hysie érythroide, conséquence de

I’'hémolyse chronique. Ces complications touchenissaules sujets avec des taux

d’hémoglobine normaux.
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4.3.1. Erythroblastopénie

Le parvovirus B19 est le plus souvent incriminéérithroblastopénie induite par le
parvovirus B19 est due a une affinité particulideece virus pour les précurseurs de la lignée
rouge. Cette affinité vient de I'expression préfdiele du récepteur membranaire du
parvovirus B19, appelé globoside (glycosphingokpidheutre), par les progéniteurs
érythrocytaires et les érythroblastes. Le globosde aussi connu comme l'antigéne P du
groupe sanguin, dont I'expression est extrémemamimune, représentant pres de 100 % des
individus dans toutes les ethnies étudiées. Lacaipmn virale s’effectue dans les cellules en
division envers lesquelles ce virus présente uniwitgccytolytique directe. Le parvovirus
B19 est capable d’inhiber la prolifération des préeurs érythrocytaires vitro, ce qui le
rend responsable d’une anémie aigué profandévo chez les patients ayant un haut niveau
de renouvellement de la lignée rouge. Une apopieseorogéniteurs érythrocytaires passant
par I'activation du TNFe serait un mécanisme cytolytique également utpsece virus. La
sortie d’érythroblastopénie survient habituellementre le 7 et le 14 jour. Une discréte
leucopénie et une thrombopénie peuvent étre tmresitent observées. L'infection par le
parvovirus B19 entrainant la production d’anticoppstecteurs et une immunité durable, les
patients sont protégés et n'ont pas de nouvelke aliérythroblastopénie au cours de leur
existencé’,

D'autres infections virales (CMVpar exemple) peuvent entrainer des crises hémoégiq
avec de maniere transitoire, un ictere, une splégaire, une anémie et une réticulocytose

plus intenses.

4.3.2. Lithiases biliaires

Les lithiases biliaires sont les complications ldss fréquentes dans la sphérocytose
héréditaire. Dans I'étude de Pinto et cdllenviron 25 % des patients avaient des lithiases
mais ce chiffre est sous-estimé car seuls les matisymptomatiques ont bénéficié d’un

contrdle ultrasonographique des voies biliairese Wdtude rétrospective chez des adultes
atteints de sphérocytose héréditaire a par adlewontré une incidence de 37 a 43 % de
lithiases détectables par ultrasonographi€es auteurs, du fait de lincidence élevée,
préconisent donc une ultrasonographie biliaire ah@yprécoce. Chez les patients présentant
un syndrome de Gilbert en plus, un suivi encors piipproché semble étre indiqué. En effet,

il a été démontré une augmentation par cinq dweiste formations de lithiases biliaires chez
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les patients atteints & la fois de sphérocytoséditéire et de syndrome de GildértLa
formation des lithiases biliaires dans la sphémsythéréditaire repose sur la concentration
élevée en bilirubine libre qui va se polymériserset lier au calcium pour former du
bilirubinate de calcium dans les canaux biliailes.syndrome de Gilbert est caractérisé par
une hyperbilirubinémie principalement non conjuguite a un déficit partiel en uridine
diphosphate-glucuronyl transférase (UGT1Al) hépatigLa mutation a été récemment
caractérisée : elle porte sur le gene promotediedeyme. La transmission est autosomique
et récessive : les patients sont homozygotes pomutation. La fréquence du géne muté dans
la population est de 40%. La fréquence des homaeggest de 16% : la majorité d'entre eux
ont une bilirubinémie normale. Un facteur supplétara est nécessaire pour induire une
hyperbilirubinémie comme une hyperhémolyse. L'asdmn de I'hyperbilirubinémie due a
I’'hémolyse et de la diminution de la conjugaisopdté&ue de la bilirubine augmente donc le
risque de formation de lithiases biliaires. Bieneqdes études complémentaires soient
nécessaires, I'évaluation du génotype UGT1A1 semdipéeutile dans la prise en charge de ce

type de patients.

4.3.3. HEmochromatose

Cette complication a été rapportée chez un cenambre d’adultes atteints de sphérocytose
héréditaire non splénectomisés ou splénectomisdvéanent en I'absence de transfusions
sanguines ou de supplémentation en fer. Un génohgiérozygote pour la mutation

responsable de 'hémochromatose a alors été imugifi

4.3.4. Hématopoiese extra-médull3ire

C’est une complication rare, qui est caractérisarel’ppparition de tissu hématopoiétique en
dehors de la moelle osseuse, le plus souvent aaunide la rate et du foie.
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5. Diagnostic biologique de la sphérocytose héaédit

Le diagnostic de la sphérocytose héréditaire estgénéral aisé lorsqu’il existe des
antécédents familiaux, des signes cliniques évad@pédleur, ictére, splénomégalie) et des
examens biologiques simples sans ambiguité révélamtanémie régénérative avec signes
d’hémolyse, élévation de la concentration corpwseimoyenne en hémoglobine (CCMH),
présence de sphérocytes sur le frottis sanguinn@hation de la résistance osmotique. Le
diagnostic peut étre plus difficile en I'absenchistoire familiale (25 % des cas), lorsque la
résistance osmotique est normale (34 % des casgnoore, quand une anémie sévere par
erythroblastopénie aigué liée a une infection gaparvovirus B19 révele la maladie, ou
lorsqu’une carence empéche la régénération.

Le diagnostic de sphérocytose héréditaire peut féitea tout age y compris en période
néonatale dés le jour de la naissance sur le sangpaion a condition de comparer les

résultats a des valeurs normales de nouveaux-ime£esa
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5.1. Critéres diagnostiques simples permettantadjger le diagnostic

de sphérocytose héréditaire (tableau 4)

Parameétres cliniques Paleur, splénomeégalie, ictere inconstants

Parameétres  biologiques et indices| Hb, 1 CCMH, 1 % cellules hyperdenses,

érythrocytaires réticulocytes,| VGMr
Frottis sanguin Sphérocytes (peuvent étre absents)
Signes d’hémolyse 1 bilirubine libre, | haptoglobine, 1

réticulocytes

Test de Coombs érythrocytaire négatif

Tableau 4. Criteres diagnostiques simples perntaftaamoquer le diagnostic de sphérocytose

héréditairé®.

5.1.1. Hémogramme et indices érythrocytaires

La sphérocytose héréditaire est une anémie hémogti Cependant I'anémie n’est pas
toujours présente car elle est compensée dans d@s%as. Habituellement, il existe une
réticulocytose inversement proportionnelle a lI'arenia réticulocytose est effondrée et
I'anémie peut étre tres profonde si une érythrdbfsEnie virale est révélatrice de la maladie.
Les indices érythrocytaires mesurés et calculédgzanutomates d’hématologie permettent
une orientation diagnostique :

* Le volume globulaire moyen (VGM) est souvent daes fourchettes normales,
parfois nettement diminué. La courbe de distributi@s volumes est étalée, reflétant
'anisocytose. La partie de la courbe décalée \arsgauche correspond aux
microsphérocytes tandis que la partie macrocytaoeespond a la présence de
réticulocytes (figure 12). Ni le VGM, ni le pourdage de cellules microcytaires n’ont

de valeur diagnostique. Par contre le pourcentagmicrocytes est corrélé a un score

de gravité de la maladie

YOLUME GR Figure 12. Courbe de distribution des volumes

érythrocytaires (automate Advia 2120 ; Siemens)
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» La CCMH calculée est élevée, supérieure a 35 ghitlz plus de la moitié des patients
atteints de sphérocytose héréditaire. La CCMH ptésane bonne spécificité mais
une pauvre sensibilité. La combinaison d'une CCMK5>g/dL et d’'un indice de
distribution érythrocytaire > 14 % permet de diagfiquer une sphérocytose
héréditaire probable avec une sensibilité de 63 &he spécificité de 100 %

e La diminution du volume réticulocytaire (VGMr), aessous de 100 fL (valeur
normale chez l'adulte: 111,17 + 6,37 fL), est d'grand apport diagnostique. A
'inverse, un VGMr élevé (> 115 fL) est un argumesuntre le diagnostic de
sphérocytose héréditafre

» Le plus précieux en ce qui concerne la sphérocyeséexistence d’'un pourcentage
anormalement élevé de cellules hyperdenses, réflela déshydratation cellulaire
(valeur normale < 4 %) Ce signe, donné par certains automates, constitugon
critere de dépistage des malades. Il s’associecariatatation sur I'histogramme des
concentrations d’'un débord vers la zone des cslidénses (figure 13). Cependant un
pourcentage anormalement élevé de cellules hypsedem'est pas spécifique de la
sphérocytose héréditaire et peut étre retrouvé dartaines hémoglobinopathies (Hb

SC, Hb CC), dans la xérocytose et dans les andmi@slytiques auto-immunes. Le

pourcentage de cellules hyperdenses n'est pasl&€aréexpression clinique de la

maladié.

Figure 13. Histogrammes des distributions des auna#ons en hémoglobine (g/dL)

(automate Advia 2120 ; Siemens)

Ces signes doivent faire examiner le frottis samgui
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5.1.2. Morphologie des globules rouges

L’examen du frottis est la premiere étape ; lesnagas des connaissances et la complexité
croissante des moyens diagnostiques ne doivergmtsre oublier 'apport capital.

L’examen du frottis sanguin coloré au May Grinw@iemsa (MGG) montre la présence de

sphérocytes en pourcentage tres variable d'un madadlautre. Les sphérocytes sont des

globules rouges denses, arrondis de petite tayi@nt perdu leur halo clair central (figure 14).

Figure 14. Sphérocytes sur frottis sanguin. MGI®A& (photo de Sylvain SALIGNAC)

La découverte de sphérocytes est le premier arguemefaveur du diagnostic, mais elle n’est
pas synonyme de sphérocytose héréditaire. En eliést,sphérocytes peuvent étre observés
dans les anémies hémolytiques auto-immunes a godichauds, parfois a anticorps froids et
dans les anémies allo-immunes comme la maladie lggque du nouveau-né. Certains
contextes particuliers montrent également des spktis : microangiopathies thrombotiques,
brllures séveres, septicémie a Clostridium, quslgmersures de serpents et d’insectes
(venins hémolytiques), diverses réactions transfuslles retardées, les administrations de

plasma ABO incompatibles, les transplantationsedielles souches sans compatibilité ABO.

De plus, dans les formes bénignes, la recherchgpdérocytes peut étre négative et c’est
seulement aprés une étude scrupuleuse que de gph&socytes pourront étre mis en
évidence. Une tres forte réticulocytose peut égafdmasquer le caractére sphérocytaire.
Dans certains cas, en particulier dans les défentg-spectrine, ou apres splénectomie, les
sphérocytes sont associés a des acanthocytes ces &phéro-acanthocytés Lorsque

'anomalie est un déficit en protéine bande 3, aipes hématies peuvent présenter un
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bourgeonnement, avec étranglement, a un pbéle deellale évoquant un aspect en

« champignon » spécifique de cette variété de sphtirse héréditaire (figure 15).

e

Figure 15. Sphérocytes en "champignon™ associésdgficit en bande 3 sur frottis sanguin.
MGG x 100 (photo d’aprés le CD « Collection Tutbda Pathologie Editeur : TRIBVN ©

2003 Anémies - Anomalies érythrocytaires »)

Dans les formes avec spectrifietronquée, des elliptocytes sphérocytaires peueérnt
observés.

Des ovalostomatocytes sont retrouvés en associati@nsphérocytes dans les déficits en
protéine 4.2.

Dans les déficits en ankyrine, seuls les sphéressaat observés sur le frottis.

Les corps de Howell-Jolly sont absents au diagnostiais constants aprés splénectomie
totale.

Des érythroblastes circulants sont rares, sauf ldgnfermes séveres.

Le diagnostic est tres difficile en période nécateatcar des sphérocytes sont retrouvés de

maniére physiologique chez tous les nouveaux-nés.
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5.1.3. Signes biologiques d’hémolyse

Les stigmates biologiques classiques d’hémolyset smirouvés ; c'est-a-dire une
augmentation de la bilirubine non conjuguée assog&ian effondrement de I’lhaptoglobine et

une augmentation des lacticodeshydrogénases (LDH).

Avant d'orienter le diagnostic vers celui de splgtose héréditaire et d’entamer des
explorations spécialisées, les autres causes dian@molytique doivent étre éliminées, en
particulier les anémies hémolytiques auto-immunesita-anticorps chauds (IgG) ou froids

(IgM). Il faut donc effectuer au minimum un test@eombs direct.

5.2. Examens spécifiqgues pour le diagnostic de repitose

héréditaire (tableau 5)

Tests Principe / Faisabilité Sensibilité / Spécdité
Résistance osmotique Test d’hémolyse / Exameroéedo / faible
routine
AGLT Test d’hémolyse / Délai8l % /> 95 %
d’exécution du test > 3 h
Pink test Test d’hémolyse / Exame@6 % /79 a 94 %

simple, délai d’exécution du
test<3h

Ektacytométrie en gradientEtude de la déformabilité de€Examen de référence
osmolaire globules rouges / 1 seyl
laboratoire en France, délai

d’exécution du test: 24 h

Cytométrie en flux Marquage des globule32,7 % /99,1 %
rouges a 'EMA (liaison a [g
bande 3)

S

Tableau 5. Examens biologiques spécifiques podialgnostic de sphérocytose hérédif&ire
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5.2.1. Etude de la fragilité osmotique des hématies

Comme nous l'avons vu précédemment, le sphérocitefait des Iésions membranaires
provoquant une diminution de la surface membranpie rapport a son volume, est une
cellule dont la fragilité osmotique est augmentgasi, il existe plusieurs examens basés sur
I'étude de la fragilité osmotique. Ces tests soati goldteux et réalisables par tous les
laboratoires. lls doivent étre réalisés sur debuks rouges les plus frais possibles, gardés a
4°C si 'examen doit étre différé de quelques hgukes globules rouges d’un témoin prélevé

dans les mémes conditions seront testés en parallél

a) Résistance globulaire osmotique

Ce test, découvert par Chauffard, repose sur landiinon du rapport surface/volume. Lorsque
ce rapport est diminué, le volume critique d’hémselyest atteint plus rapidement avec des

solutions d’osmolarité plus éleveée : la résistaanee solutions hypotoniques est diminuée.

Une fragilité osmotique normale ne permet cepengs# d’éliminer une sphérocytose
héréditaire : 34 % des patients non splénectomisést pas de fragilité osmotique
augmentée, en particulier ceux présentant des fotégeres a modérées de la maladie. La
découverte d’'une fragilité osmotiqgue normale chezambre significatif de patients atteints
de sphérocytose héréditaire peut s’expliquer pa amtre caractéristigue commune mais
encore sous-estimée de la maladie qui est la desthyidn cellulaire. En effet, la fragilité
osmotique dépend non seulement de la surface @iedluhais aussi de son volume. Ainsi une
diminution du volume peut compenser la perte déasarmembranaire aboutissant a un
rapport surface/volume normal et donc une fragitigmotique normafe Le test peut
également étre normal si une carence en fer oatereipar obstruction sont associés ou apres
une crise aplasique quand le nombre de réticule@mgeaugmenté.

Le test peut étre sensibilisé en le répétant apdeseures d’incubation a 37°C. Il reste
cependant normal chez 14 % des patients non spéénsés. Pendant lincubation, les
globules rouges continuent a métaboliser du gluefisede produire I'énergie nécessaire au
maintien de leur forme et taille. Ces conditionstsnoins bien supportées par les sphérocytes
que par les cellules normales, ce qui aggrave fiagilité osmotique. Durant la période
d’'incubation, les hématies pathologiques diminu@his rapidement que les cellules

normales, et augmentent également leur volume isorral’une hydratation cellulaire. La
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combinaison de ces deux phénomeéenes augmente lepsibdité des sphérocytes a la lyse
osmotique par rapport aux cellules normles

Longtemps, ce test a été le test de référence Ipadiagnostic de sphérocytose héréditaire,
bien que sa sensibilité et sa spécificité soitléaiin effet la résistance globulaire osmotique
donne des faux positifs dans les anémies hémobgigiiorigine immune ainsi que dans
d’autres causes d’hémolyse et chez les patiemiststd elliptocytose héréditaire.

Cette technique est laborieuse et lourde a mettaewvre.

b) Test d’auto hémolyse 48h a 37°C

Normalement I’'hémolyse spontanée est inférieure?a & a 1 % sans et avec glucose. Dans
la sphérocytose héréditaire, elle est tres augraeféa 20 %), partiellement corrigée par
I'addition de glucose (alors que dans les anéméesafytigues auto-immunes, il n'y a pas de

correction).

Cependant un test normal ou subnormal n’exclut lgasdiagnostic de sphérocytose

héreditaire.

Le test d’auto-hémolyse est trés sensible mais g@cifique. Des patients atteints de
sphérocytose héréditaire avec une résistance gliobubsmotique normale présentent une
auto-hémolyse perturbée et corrigée par I'addititen glucos®. Ce test est peu réalisé

actuellement.

c) Test de lyse au glycérol acidifié (AGLT)

Ce test utilise un milieu hypotonique contenangticerol qui ralentit I'entrée d’eau dans le
globule rouge. On mesure le temps nécessaire patenio 50 % de I'hémolyse initiale
(AGLTsg) c'est-a-dire la valeur de l'absorbance mesuré&2d nm avant I'addition du
glycérol.

Chez un sujet normal, AGls§ est obtenu aprés plus de 30 minutes. Tandis qos kda
sphérocytose héréditaire, I'hnémolyse est plus mpidGLTsy est obtenu en 50 a 100
secondes.

La sensibilité de test de lyse au glycérol acidifsé de 81,6 % et la spécificité est de 100 % en
comparaison avec le pink t&st

Cette technique est simple, rapide et peu coltdtite peut étre réalisé jusqu'a 24 heures

apres le prélevement sanguin.
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d) Pink test

Il s’agit d’un test de lyse au glycérol acidifié difie. Ce test, semi-quantitatif ou quantitatif,
mesure I'hémolyse d'un petit échantillon de sangsdane solution contenant du glycérol
(135 mmol/L), du NaCl (25 mmol/L), du NaNL,5 mmol/L) et du HCI avec une osmolarité
fixée précisément a 290 mOsm. Cette solution espsanée a un pH de 6,6. Ce test doit
impérativement étre réalisé sur sang frais (< 3dsapres le prélevement).

Apres avoir incubé les globules rouges du témoile®tglobules rouges du patient avec la
solution, on procéde a une centrifugation. La dérgptique du surnageant est mesurée a 540
nm (premiére absorbance). Une deuxieme mesuralsolbance est réalisée apres avoir lysé
tous les globules rouges. Le résultat correspondramport entre ces deux valeurs
d’absorbance. Chez un sujet normal ce rapportasapas entre 0 et 28,5 %. Ce test est en
faveur d’'une hémolyse pathologique si le résukbasapérieur a 28,5 %.

La sensibilité varie de 96 a 97,4 %, mais sa sjpééifest seulement de 78,9 % par
comparaison avec I'ektacytométrie

Ce test a l'avantage de consommer trés peu de daige d’exécution rapide et peut étre
réalisé par tous les laboratoires qui ont accas asmomeétre. Les résultats ne dépendent pas
du pH de la solution (contrairement au test de Ilgse glycérol acidifie) et donc la

reproductibilité est bonne.

e) Test de cryohémolyse’

Le test de cryohémolyse ne dépend pas du rappdaicsl volume mais des propriétés de la
membrane érythrocytaire et parait plus sensibfdust spécifique que I'étude de la résistance
osmotique. Ce test est positif chez les patietdsnatde sphérocytose héréditaire et présentant
une résistance osmotique normale.

Lorsque des globules rouges, placés dans un milgertonique, subissent un choc
thermique (de 37°C a 0°C), il se produit une hémmIlgnassive. L'importance de 'hémolyse
dépend de la tonicité et de la température du milies sphérocytes, quel que soit le déficit
moléculaire incriminé, sont plus sensibles a laokémolyse que les globules rouges
normaux.

Le pourcentage de cryohémolyse est le rapport émtlensité optique mesurée a 540 nm de
I'échantillon aprés 10 minutes d’'incubation a 0%Cde la densité optique de I'échantillon
avec une hémolyse de 100 %. Un sujet normal a uncpotage de cryohémolyse compris

entre 3 et 15 %. En cas de sphérocytose héréditaigourcentage est supérieur a 20 %.
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Ce test a une sensibilité de 100 % et une spédéifite 90 %. L'étude de Romero et cll.
montre des pourcentages de cryohémolyse normaxdeh@atients présentant une hémolyse
induite mécaniquement (porteurs de protheses cpregavalvulaires mécaniques). De plus,
ce test est peu colteux, simple a mettre en cedvrapile. Il ne nécessite qu'un faible
volume de sang (200 a 500 uL), ce qui le rend addesméme aux nouveaux-nés. D’autant
plus que contrairement a la résistance osmotiguegjudiminuée chez les nouveaux-nés, il

n'y a aucune influence de I'age sur la cryohémaolyse

Tous ces tests d’hémolyse peuvent étre positifs déautres anomalies membranaires : les
anémies hémolytiques auto-immunes, les formes egvét'elliptocytose héréditaire

(pyropoikilocytoses héréditaires), dans certaingséthropoiéses congénitales de type Il
(CDA 1) et uniqguement pour les tests dépendantrapport surface/volume, dans les

stomatocytoses héréditaires avec cellules hypeatdseis.

5.2.2. L’ektacytométrie en gradient osmolaire élolhgation

L’ektacytométre est un appareil qui mesure la dgédilité des globules rouges soumis a une
force de cisaillement constante générée par urosisetre de Couette. Conjointement, on
fait varier 'osmolarité du milieu de suspensiors @ellules. Les globules rouges circulent en
flux continu, passent devant un rayon laser dendiiffractent la lumiére. Le signal lumineux
est traduit en index de déformabilité (ID) qui qtitn I'étirement ou I'ellipticité de la cellule.
Il est enregistré de facon continue en fonctiomydadient osmolair8 On obtient une courbe
indiquant en ordonnée un index de déformabilitéeretabscisse I'osmolarité du milieu de
suspension.
La courbe obtenue comporte trois points importéigsre 16) :
* Le point « hypo » ou « O min » : osmolarité, enisgéghypoosmolaire, pour laquelle
la déformabilité est nulle, car les hématies s@wedues parfaitement sphériques, il
traduit le rapport surface/volume ;
« L’ID max: index de déformabilité maximale ; il edirectement dépendant de la
surface cellulaire ;
* Le point « hyper » ou O’: osmolarité, en régiorpérpsmolaire, pour la quelle la
déeformabilité des hématies est égale a la moiti€lDemax ; il est corrélé avec la

CCMH, et donc avec I'état d’hydratation cellulaire.
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Figure 16. Ektacytométrie en gradient osmolaireurbe de déformabilité des globules
rouges d’un patient normal.

L’étude de la déformabilité des globules rougepateents atteint de sphérocytose héréditaire
en gradient osmolaire montre (figure &7)

¢ Une diminution de I'index de déformabilité ;

Un point «hypo» ou « O min» le plus souvent ééuai droite. Ce point qui
correspond a I'osmolarité pour laquelle 50 % demdiées sont hémolysées dans le
test de fragilité osmotique, témoigne de la dimowidu rapport surface/volume. Un
point hypo-osmolaire normal ne permet pas d’éliminee sphérocytose héréditaire ;

Un point « hyper » ou « O’ » dévié vers la gaudigne de déshydratation cellulaire.
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Figure 17. Ektacytométrie en gradient osmolaireourbes de déformabilité des globules
rouges de 4 patients atteints de sphérocytose ita@rédID max est plus bas que la normale
pour les 4 patients. O min est normal chez leepttil et 2 et augmenté chez les patients 3 et
4. O’ est diminué chez trois patients (1, 2 ettéduisant une déshydratation cellulaire dans

ces 3 échantillons.

Il s’agit d'une technique plus sophistiquée, tréesfgrmante mais peu répandue. Le patient 2
présente une déshydratation tres importante (GCaldéeers la gauche) ce qui compense la
perte de surface et se traduit par un O min ndrmal

Cette technique permet ainsi de faire le diagnaiitous les cas de sphérocytose héréditaire
et de les distinguer des autres anomalies constinglles de membrane (ellyptocytoses
héréditaires, pyropoikylocytoses héréditaires et leux formes de stomatocytoses
héréditaires). Seuls certains cas de CDA Il eté&haies hemolytiques auto-immunes peuvent
reproduire une courbe de sphérocytose héréditaire

L’ektacytométrie est une technique trés sophistgfiéble et tres sensible. Cependant elle est
peu répandue en raison d'un petit nombre d’appaisponible (un seul ektacytométre en

France). Elle n’est donc pas utilisée en pratiqueante.
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Ainsi chez les patients pour lesquels le diagnaticphérocytose héréditaire peut étre établi
a partir de I'histoire clinique et familiale, deXamen clinique, des indices érythrocytaires, de
la présence de sphérocytes sur le frottis sanguihed’étude de la résistance globulaire
osmotique avant et apres incubation, il n'est paessaire d’effectuer systématiquement une
exploration par ektacytométrie. Cynober et ofroposent la stratégie suivante si la
résistance globulaire osmotique est normale enleasispicion de sphérocytose héréditaire :
* Pour exclure le diagnostic de sphérocytose héiggliiace a une résistance globulaire
osmotique normale, il est essentiel de documemeGCMH normale.
e Si la CCMH et/ou le pourcentage de cellules hypesde sont augmentés, le
diagnostic de sphérocytose héréditaire doit érielsgement considéré en deépit d’'une

résistance globulaire normale et I'ektacytométod dtre realisée.

A Nancy, un test d’élongation Lorca® (Laser-assigiptical Rotational Cell Analyzer) de
principe proche de I'ektacytométrie sauf qu’il rdypas de gradient osmolaire, est réalisé et
révele une diminution importante de la déformabilites érythrocytes, en réponse a une

augmentation des forces de cisaillement dans l&repitose héréditaire (figure 18).
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Figure 18. Test d'élongation Lorca®
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5.2.3. Méthode de cytométrie en flux apres marquiegeglobules rouges avec
I'éosine-5’-maleimide (EMA)

Ce nouveau test, basé sur la mesure de l'intetisité fluorescence des globules rouges apres
incubation avec I'éosine-5-maleimide (EMA), a épéoposé pour le diagnostic de la
sphérocytose héréditaire en 2000 par I'équipe e &t coll.

La liaison de 'EMA a la lysine-430 sur la premidveucle extracellulaire de la protéine
bande 3 est responsable d’environ 80 % de la ftweree (figure 195 7. Le reste de la
fluorescence est imputable a la liaison de 'EMAe@wdes groupements sulfhydryles a la
surface des globules rouges. La liaison de I'EMAtrais molécules contenant des
groupements sulfhydryles appartenant au « compRixe a été recemment montrée : CD47,
RhAG et le polypeptide Rh. Une diminution de cedénuales a la surface des globules rouges
a été démontrée dans la sphérocytose héréditail@utr®s protéines contenant des
groupements thiol pourraient étre encore impliquéesliaison de 'EMA a ces protéines
(bande 3, CD47, RhAG et polypeptide Rh) qui sordgiggment associées au cytosquelette du
globule rouge, explique la spécificité élevée detast. Bien que 'EMA n’interagisse pas
directement avec la spectrine, I'ankyrine et latgine 4.2, la liaison de 'TEMA au CD47, au
polypeptide Rh et a la RhAG est un reflet indiretdt fiable de la composition du

\XXX} 3 {RhAG L;E?f

A |
‘ -.-.‘. fﬂ 1

cytosqueletté.

bande 3 bande 3

~ spectrineg

Figure 19. Liaison de 'EMA avec la protéine bafde
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Ce test présente de nombreux avantages : rapiit2 feures), spécificité (99,1 %) et
sensibilité (92,7 %). De plus, il utilise de trés faibles quantitéssdag et a I'avantage sur les
tests précités de pouvoir étre différé de plusigatss. Plusieurs études confirment les
résultats précédents et proposent cette méthodmeam test de dépistage de la sphérocytose
héréditairé® ® 8. Cependant, deux patients avec un déficit en amdyisolé avaient une
fluorescence normale dans I'étude de King et tdDr le déficit en ankyrine est 'anomalie
membranaire la plus freqguemment retrouvée en Frdbes faux-positifs ont été retrouves
dans d’autres anomalies membranaires (pyropoikidseyhéréditaire, CDA Il et ovalocytose
du sud-est asiatique). Ce test semble donc insessais nécessite d’étre mieux évalué en
France.

Les cytometres en flux étant différents d’'un lalaira a l'autre, il est important que chaque

laboratoire établisse ses propres valeurs de rafére

5.2.4. L’électrophorese des protéines de la menebdas globules rouges en gel
de polyacrylamide (SDS-PAGE)

Il s’agit d’une technique ayant pour but de sépatgrun méme gel les protéines majeures de
la membrane érythrocytaire afin de calculer leunrpentage respectif. Cette analyse permet
de quantifier chacune des protéines par une étedgitdmétrique du gel et permet également
de mettre en évidence I'absence ou la diminutiodadbande de migration de la protéine
déficitaire ou encore une bande de migration ankeiffigure 20).
Cette technigue reposant sur les travaux de Faisbeamprend plusieurs étapes :
1. une extraction des protéines totales de la membéayihrocytaire par une lyse
ménagée (osmotique et chimique) des globules rasge® d’'une ultracentrifugation
et d’'un lavage permettant ainsi d’obtenir uniqguentesn membranes érythrocytaires
2. un dosage des protéines membranaires par méthtmtenegrique
3. une dissociation des protéines de membrane obtpaueadjonction de sodium
dodécyl sulfate (SDS). Il s'agit d'un détergentigue qui déroule les protéines en
chaines polypeptidiques allongées. Son action@abimée a celle d’'un réducteur de

ponts disulfures qui sépare les sous-unités deéipes complexes
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4. une électrophorese réalisée sur gel de polyacrgartitAGE). L'acrylamide apres
polymérisation forme un gel en réseau permettartamisage des protéines. Les gels
utilisés peuvent étre fabriqués par les laboratodtex-mémes. Il existe également des
gels préts a 'emploi commercialisés. On distindaax types de gels :

- des gels avec gradient linéaire d’acrylamide :nkadlles du réseau sont d’autant plus
serrées que la concentration en acrylamide est @lexsee. Les protéines toutes
chargées négativement par fixation de moléculedétergent migrent de la cathode
vers I'anode. Elles vont étre piégées par les sgdu réseau en fonction de leur poids
moléculaire. Ainsi un réseau peu serré en débugetipermet aux protéines de haut
poids moléculaire de se séparer, et un réseausgug en fin de gel retient les
protéines de bas poids moléculaire (méthode de trdigm

- Des gels avec gradient exponentiel d’acrylamidemptiant de mieux séparer les
protéines érythrocytaires de poids moléculairesinei(spectrine et 3, et ankyrine)
(méthode de Fairbanks)

5. une révélation des protéines par un colorant tellguleu de Coomassie

P N

a spectrin <_
f spectrin ~_
Band 2.1 — §

B' spectrin /—
Band 2.2 7

Band 3

Protein 4.1 — 58
Protein42 — =

ey
e

Figure 20. Analyse des protéines de la membranegibésiles rouges : noter la bande
supplémentaire chez le patient (P) comparé a Viddinormal (N) qui correspond a une

spectring} tronquéé?
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Bien que cette technique ne soit ni tres préciséses sensible, elle permet d’'identifier la
protéine membranaire déficitaire dans environ 6@€% cas de sphérocytose héréditaire. Les
anomalies les plus fréquentes sont liées a unetioi@du gene ANK1 qui entraine un déficit
en ankyrine, associé a un déficit secondaire e@ip®4.2 et/ou en spectrine, protéines toutes
deux liees a l'ankyrine. Ce déficit en ankyrineil €st modeste, peut-étre masqué par
'augmentation des réticulocytes, riche en cettetgne. L’électrophorese doit donc étre
interprétée en fonction du taux de réticulocytess mutations du géne EPB3 entrainent un
déficit en bande 3 avec une diminution secondagrdadprotéine 4.2, liée a la bande 3. Il
existe plus rarement des déficits primaires engmet4.2 ou en spectrimeou 3. Il est admis
que le phénotype des déficits en spectrine est gBusre que celui des déficits en protéine
bande 3 et que le taux résiduel de spectrine esrsament corrélé avec la sévérité de
I'anémieé®. L'électrophorése peut ne pas détecter la protéiéficitaire dans les formes
légeres de la maladie. Il semble que cette teclensgit plus sensible lorsqu’elle est réalisée

chez des patients splénectomisés.
Il s’agit d'une technique délicate réservée a dbsiatoires spécialisés.

Dans les sphérocytose héréditaires, lorsque le rdedeansmission est dominant et que le
diagnostic a été confirmé par les tests convendlsnnl’électrophorese des protéines
membranaires n’est pas indiquée. En revanche tili@®e de faire systématiguement cet
examen dans les formes non dominantes afin de siengaonnaitre un éventuel CDA II.

L’électrophorese des protéines membranaires eskerdgat indiguée dans les formes
atypiques de sphérocytose héréditaire avec anémieogytaire et test de Coombs négatif a
plusieurs reprises. Enfin, ce type d’examen a tgat@lace pour I'exploration familiale des

rares formes trés séveres, homozygotes ou héténesygomposites, ainsi que pour les
familles qui associent une sphérocytose hérédigtirane autre pathologie érythrocytaire
pouvant masquer certains signes biologiques derepyiése comme, par exemple, les

familles cumulant une sphérocytose héréditairsmefuthalassémie hétérozygtle
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Une nouvelle méthode de séparation des protéinesa dmembrane érythrocytaire par
électrophorése capillaire sur gel (SDS-CGE) a éitd®*. Un capillaire est rempli avec un
polymeére. Celui-ci peut étre un gel réticulé ou wmution d'un polymere linéaire non
réticulé. Les protéines dénaturées en présenc®8esBnt séparées suivant leur masse. Sept
protéines de la membrane érythrocytaire (spectrie€f, ankyrine 2.1, protéine bande 3, 4.1
a et b, et 4.2) ont été séparées et identifiées SE2B-CGE. Cette méthode est tres
reproductible et pourrait remplacer le SDS-PAGE sdén diagnostic de la sphérocytose
héréditaire.

5.2.5. Etude moléculaire

L’étude du déficit moléculaire est possible pahteque SSCP (Single-Strand Conformation
Polymorphism) ou par PCR amplifiant ’TADNc ou I’ADgénomique.

Aucune équipe ne réalise en routine le séquencaderm des cinqg genes impliqués dans la
sphérocytose héréditaire. L'indication d’'une étma@éculaire est exceptionnelle et réservée

au conseil génétique dans des cas de sphérocyosdithire trés sévere.
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5.3. Recommandations 2004 du British Journal ofrkaelogy pour
le diagnostic de sphérocytose héréditaire

1. En présence d’antécédents familiaux de sphéseyhéréditaire et de signes cliniques

évidents, I'étude de I'hnémogramme et des indicgthéscytaires avec compte des cellules

hyperdenses est, en général, suffisante pour plertgiagnostic de sphérocytose héréditaire
chez un patient ayant une anémie hémolytique eordate la période néonatale (niveau 3,

grade B).

2. Un test spécifique est nécessaire si le diagnest équivoque (par exemple, présence de
quelques sphérocytes sur le frottis sanguin sansnaantécédent familial, et sans aucun signe
clinique et biologique). Les tests recommandés kotast de cryohémolyse ou la méthode de
cytométrie en flux apres marquage des globulesemagec 'EMA (niveau 2a / 3, grade B).

3. Un diagnostic de confirmation peut étre nécessians certains cas et la méthode de choix
est I'électrophorése des protéines membranairesedni3, grade B).

4. L'étude moléculaire n'est pas requise pour lagdostic de la sphérocytose héréditaire

(niveau 3, grade B).

NB : Grade des recommandations

Le grade d'une recommandation est établi a pautinideau de preuve scientifique et de l'accordgssibnnel
sur le sujet. La validité scientifique d'une étedé fonction de la qualité de la méthodologie esaeéalisation,

de l'analyse de ses résultats et de la pertinemsesiconclusions.

Grade A des recommandations = preuve scientifique établie = prouvé

Niveau 1 de preuve scientifique fournie par laéfdture : essais comparatifs randomisés de fortsgmce,

méta-analyse d'essais comparatifs randomisés,sendéydécision basée sur des études bien menées.

Grade B des recommandations = présomption scientifique = présumé

Niveau 2 de preuve scientifique fournie par |2tdture : essais comparatifs randomisés de failiksgnce,

études comparatives non randomisées bien menédsséte cohorte.

Grade C des recommandations= faible niveau de preuve scientifique = admis

Niveau 3 de preuve scientifique fournie par la éfdture: études cas témoins.
Niveau 4 de preuve scientifique fournie par l&fdture : études comparatives comportant des ibigisrtants,

études rétrospectives, séries de cas, études épldgiques descriptives (transversale, longitudihal
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6. Diagnostic différentiel

La présence de sphérocytes, une fragilité osmotamgmentée ou l'existence de cellules
hyperdenses ne sont pas pathognomoniques de laosptoSe héréditaire. Elles existent
également au cours des pathologies suivantes :

6.1. L’anémie hémolytique acquise d’origine immiine

Elle peut étre auto-immune ou liée a une incompiéitmaternofoetale. La formation des

sphérocytes est liée a une perte de membrane pgogytose partielle, par les macrophages,
du complexe antigéne-anticorps ancré sur la mereldarglobule rouge. Les résultats donnés
par les automates, I'examen du frottis, I'étuddadeesistance globulaire et I'ektacytométrie

sont indiscernables de ceux de la sphérocytosaditagiré. Mais le contexte est différent

(notion d'un test de Coombs direct érythrocytaiasifif ou, chez le nouveau-né, d’'une

incompatibilité, le plus souvent ABO) et ces andesarégressent avec le traitement ou le
temps. Il faudra cependant chez le nouveau-né séerméle I'association d’une

incompatibilité ABO et d’'une sphérocytose hérédiai
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6.2. Les elliptocytoses héréditaires (HE) séveres

Elles sont aussi liees a une anomalie des protéimés membrane érythrocytaire, notamment
spectrine et protéine 4.1. Il peut exister desutesdl hyperdenses et des microsphérocytes
provoqués par fragmentation. Dans ce cas, I'histogne des volumes montre une sous-
population microcytaire avec une courbe en doubdssé; la fragilité osmotique est
augmentée. Le frottis révele, outre la présencellygiecytes, une fragmentation
erythrocytaire (figure 21). La courbe d’ektacytorreéest anormale avec une diminution de la

déformabilité et un aspect trapézoidal, caractétistde I'ellyptocytos¥.

Figure 21. Elliptocytes sur frottis sanguin. MGG00 (photo d’apres le CD « Collection
Tutorial de Pathologie Editeur : TRIBVN © 2003 An@&s- Anomalies érythrocytaires »)
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La pyropoikylocytose héréditaire (HPP) est congidésomme une forme sévere d’'HE. A la

différence des globules rouges de I'HE pour lelliatensité moyenne de fluorescence est

normale aprés marquage a 'EMA, une réduction maegle fluorescence est observée dans

I'HPP (figure 22). Cette réduction de fluorescemzns I'HPP est plus basse que celles

observées dans les sphérocytoses héréditairesdQurensité moyenne de fluorescence est

au-dessous de lintervalle inférieur de référencairpla sphérocytose héréditaire, c’est

probablement une HPP si le VGM est inférieur ou @gd0 fL. Une analyse de la spectrine

est alors recommandée pour confirmer le diagritstic
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Figure 22. Overlay des histogrammes de fluorescdaseglobules rouges marqués a 'EMA

d'un patient normal, d'un patient atteint de sptyose héréditaire (HS) et d'un patient atteint

d'HPP®
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6.3. La stomatocyto$e

La stomatocytose héréditaire est secondaire ammwaies de la perméabilité passive aux
cations monovalents (NaK®). Ces anomalies peuvent entrainer soit une hypeatgtion

des cellules (hydrocytose), soit une déshydratgiérocytose). La présentation clinique peut
étre proche de celle d’'une sphérocytose héréditaire

La stomatocytose ne devrait guere préter a confusiar I'aspect sur le frottis des
stomatocytes est caractéristique (figure 23). Danrme avec cellules hyperhydratées, il
existe une macrocytose et la fragilité osmotiqgueaggmentée. Elle est diminuée dans la
xérocytose ou existent des cellules hyperdensess [2a deux cas, les aspects de la courbe de
I'ektacytométrie sont trés évocateurs. Ce diagnodifférentiel est important: la
splénectomie dans ces deux affections est peuaefficet source de complications

thrombotiques graves.

£

Figure 23. Stomatocytes sur frottis sanguin. MGIDR (photo d’apres le CD « Collection
Tutorial de Pathologie Editeur : TRIBVN © 2003 Aniés1- Anomalies érythrocytaires »)

La cryohydrocytose héréditaire (CH) est une anévéiaolytique rare considérée comme une
variété de la stomatocytose héréditaire. L’'élémeartactéristique est une fuite des ions
sodium et potassium par la membrane érythrocytairgérature-dépendante. Cette fuite ne
s'observe pas a 8°C — 10°C, mais est présenteg 2Btine fuite importante apparait a froid.
Ainsi, si le sang total hépariné ou prélevé sur BDEGt conservé sur glace durant la nuit,

environ 50% des érythrocytes seront lysés.
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6.4. L'ovalocytose du sud-est asiatique (SAO)

Il s'agit d'un trait asymptomatique a I'état hétggmte, tres répandu dans une région
s'étendant de la Thailande a la Mélanésie. Il sactaise par la présence de stomato-
ovalocytes sur le frottis sans autre anomalie hélogiue (figure 24), avec une perte totale

de déformabilité élastique a I'ektacytométrie.

( /” 1[ ( /

Figure 24. Stomato-ovalocytes sur frottis sangMGG x 100 (photo d’apres le CD
« Collection Tutorial de Pathologie Editeur : TRIBVO© 2003 Anémies - Anomalies

érythrocytaires »)
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6.5. La dysérythropoiése congénitale de type I1AQD®* &

Le CDA II, de transmission autosomique récessive lesmémie dyseérythropoiétique
congénitale la plus fréquente. Le CDA Il est cesaient sous-estimé car frequemment
confondu avec la sphérocytose héréditaire a cagd@amnémie hémolytique chronique avec
splénomégalie, la fragilité osmotique augmenték girésence de microsphérocytes. Or ce
diagnostic différentiel est important afin de pnévdes surcharges en fer sévéres qui sont
fréequentes dans le CDA 1l et rares dans la sphé&seyhéreditaire.

L'identification d'un CDA repose sur I'examen dwtfis sanguin qui révele la présence
d’érythroblastes bi ou multinucléés et sur I'exardenla moelle au microscope optique qui
met en évidence une hyperplasie meédullaire et Esqmce d'érythroblastes binucléés.
L'électrophorese des protéines de la membranerécyttaire montre un aspect pincé de la
bande 3 (transporteur des anions), et la présemgeodéines du réticulum endoplasmique (la
calréticuline, la protéine 78 de régulation du gke et la disulfide isomérase, de 74, 59 et 58

kDa, respectivement).
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7. Prise en charge

7.1. Suivi médical et biologique

7.1.1. Durant la période néonaféle

La surveillance clinique et hématologique doit §ieeticulierement attentive, du fait de la
diminution rapide du taux d’hémoglobine, le plusuent normal a la naissance. La
surveillance, au moins hebdomadaire, de I'hémograndwoit étre recommandée chez le

nouveau-né jusqu’a obtention d’'un taux d’hémoglelstable bien toléré cliniquement.

7.1.2. Chez I'enfant en dehors de la période natgiat

Une consultation d’hématologie pédiatrique est sgaiee une a trois fois par an en fonction
de la sévérité de la maladie chez les enfants yrsrte'une anémie avec un taux

d’hémoglobine inférieur a 10 g/dL ; elle comporteeuappréciation de I'état général, de la
tolérance a I'exercice physique, de la taille deal, la recherche d’'une douleur provoquée
de I'hypochondre droit et d'un ictere conjonctivale rythme de réalisation des

hémogrammes est fonction de la symptomatologiéjcie

Dans les autres cas, un suivi par un pédiatre ldogate et une surveillance de

I’'hémogramme tous les ans a tous les deux anshatag de symptomatologie évocatrice
d’'une accentuation de I'anémie, est préconisé. Apm@énectomie, un suivi clinique annuel

est recommande.

Des explications doivent étre données aux familes la maladie et ses complications
potentielles :

- aggravation de 'anémie ou survenue d’'une anéngigéainotamment lors d’épisodes
infectieux dont I'érythroblastopénie secondairepanvovirus B19 pouvant nécessiter
une transfusion ;

- survenue de lithiase vésiculaire ou encore de olgala Des signes évocateurs de
lithiase vésiculaire doivent étre recherchés a wkagonsultation. L'échographie

biliaire doit étre effectuée en cas de symptomaielalinique évocatrice ; elle est
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systématique a partir de I'age de quatre ans été&épavec un intervalle de un a trois

ans, et avant splénectomie.

7.1.3. Chez l'adulfé

Une visite annuelle pour les formes modérées daealadie n’est pas recommandée. Ceci dit
un suivi régulier permet de surveiller I'apparitida signes évocateurs de lithiase vésiculaire
et d’assurer un suivi post-splénectomie (revacmnatantibioprophylaxie). Cela peut valoir

la peine également de surveiller le statut mantia fois par an chez les patients non

splénectomisés, afin de prévenir les surchargésren

7.2. Thérapeutique

7.2.1. Supplémentation en folates

Il est recommandé une supplémentation en folates & formes séveres et modérées de la
sphérocytose héréditaire, a la dose de 2,5 mgopaayant 'age de cing ans et 5 mg par jour

apres.

La supplémentation en folates est préconisée ehfrime enceinte quelque soit le degré de

sévérité de la maladie.

7.2.2. L’érythropoiétine

L’érythropoiétine recombinante administrée précam@imchez le nouveau-né anémique
atteint de sphérocytose héréditaire pourrait pdrméde diminuer les besoins transfusionnels.
Dans une étude ouverte multicentrique menée cheznfénts atteints de sphérocytose
héréditaire avec anémie sévere et agés de 16 ot un traitement par I'époetine béta
(Néorecormon®) (1000 Ul/kg par semaine en troiedtipns par vois sous-cutanée) a permis
une ascension rapide du taux de réticulocytes aémlde la premiére semaine chez 13
enfants sur 16, rendant ainsi ces enfants indépéndés-a-vis des transfusions. Pendant la
durée du traitement, la concentration d’hémoglolasierestée stable et 10 de ces 13 enfants
n‘'ont pas nécessité de transfusion sanguine. Lesesdod’érythropoiétine ont été
progressivement décroissantes, puis le traitemeut &re interrompu avant 'age de 9 mois
en raison de la stabilité de la concentration kiénfioglobine malgré la décroissance des doses
d’érythropoiétine. Chez un nouveau-né atteint degytose, les auteurs recommandent de
débuter un traitement par érythropoiétine uniqueérsefhémoglobine est inférieure a 8 g/dL
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et les réticulocytes inférieurs & 200 H/LUne étude randomisée est nécessaire pour confirme
cette indication.

Cependant ['utilisation de [I'érythropoiétine pariezosous-cutanée comporte un risque
théorique d’érythroblastopénie auto-immune lié&pparition d’anticorps anti-EPO agissant
a la fois sur I'érythropoiétine exogene et surykiropoiétine endogene. En raison de ce
risque méme infime, il est difficile & ce jour, decommander ce traitement en premiere
intention chez le nouveau-né atteint de sphéroeyh@séditaire tant que I'on ne disposera pas

d’informations complémentaires.

7.2.3. Splénectomie

La rate constituant le site de destruction privéédes sphérocytes, la splénectomie permet
une diminution de I'hémolyse quelgue soit le défigrotéique impligué avec une
augmentation franche de la durée de vie des glsboleges mais seulement dans les déficits
en spectrine et en ankyrfileLa sphérocytose héréditaire n'est pas une iridic&n soi a la
splénectomie. Avant toute splénectomie, il est r@gded’avoir éliminé le diagnostic de
stomatocytose héréditaire, maladie rare se congligupresque constamment de
complications thromboemboliques aprés splénectomie.
L’indication de la splénectomie dépend de l'impoda de I'anémie et de sa tolérance
clinique. Si on reprend la classification d’Eberagf"la splénectomiest indiquée dans les
formes séveres ; elle est souvent indiquée dan®ieses modérées selon le degré d’anémie
et son retentissement sur I'état général ; ellstpas indiquée dans les formes minimes et
asymptomatiques. L'indication de la splénectomiezchn patient ayant une lithiase biliaire,
sans anémie profonde ou mal tolérée est controve@egtte indication est retenue dans les
recommandations anglai$és.'analyse respective des risques de survenue sBpsis aprés
splénectomie ne plaide pas en faveur de la réalisafune splénectomie pour prévenir la
récidive de lithiases biliaires. L'existence deidées de lithiase biliaire apres splénectomie,
méme rares, et les risques infectieux secondairesllé-ci incitent les recommandations
francaises a ne pas proposer de splénectomie cheatient porteur de lithiase biliaire, en
I'absence d’indication hématologidfiie
Différents types de splénectomie peuvent étre mé&po

- La splénectomie totale semble étre la techniquehdéx. Les complications telles que

I'anémie et la lithiase vésiculaire diminuent ddes formes séveres de sphérocytose

87



héréditaire et sont abolies dans les formes mogé@apendant la splénectomie totale
expose les patients splénectomisés a un risquetigfi& important.

- La splénectomie partielle peut étre proposée coralteznative a la splénectomie
totale dans certaines indications (enfants tresggwavec une forme trées sévere de la
maladie), et permettrait de diminuer le risque dtiBaix postsplénectomie. La
splénectomie subtotale permet de diminuer I'héneo(gsun degré moindre cependant
gu’'une splénectomie totale) et probablement deepvés la fonction splénique de
phagocytose. La croissance du moignon spléniqueossttante, mais n’entraine pas
toujours une aggravation de 'hémol§se

La prophylaxie anti-infectieuse au décours d’uniérsgctomie est I'un des points majeurs de
la prise en charge des patients atteints de spjtésechéréditaire. La splénectomie entraine
un risque d’infections, principalement a pneumo&sqlCe risque est particulierement élevé
chez les enfants de moins de 5 ans et lors deeraipre année suivant la splénectomie mais il
persiste toute la vie. La splénectomie doit dotre éepoussée le plus tard possible, de
préférence apres I'age de 6 ans, mais avant lariguli& prophylaxie anti-infectieuse repose
sur I'éducation des patients et de leur familles l@ccinations avant la splénectomie et
I'antibiothérapie prophylactique.

Enfin, la splénectomie pourrait favoriser la sutverle complications thromboemboliques ou

d’hypertension artérielle pulmonaire a I'age adulte

7.2.4. Cholécystectonffe

Les indications sont :
- Il'existence de complications secondaires a la pi@sde calculs
- l'existence d'une lithiase, méme asymptomatiquemaument de la réalisation d’'une
splénectomie.
La réalisation d’'une cholécystectomie systématiquéoccasion d’'une splénectomie est
controversée en I'absence de lithiase biliairenditation d’'une cholécystectomie en cas de
lithiase asymptomatique de découverte fortuiteégatement sujette a discussion.
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7.2.5. Transfusioni$

La carte de groupe sanguin phénotypé doit étreseerau patient ou a ses parents. Une
transfusion de culot érythrocytaire phénotypé ebgatible dans les systemes Rhésus et Kell
doit étre effectuée en cas d'anémie mal tolérémiquiement et d’anémie aigué avec
érythroblastopénie. Dans les autres cas, il n'exiaticune étude définissant un seuil
transfusionnel optimal ; le seuil du taux d’hémdgh® recommandé pour indiquer une

transfusion est généralement de 7 a 8 g/dL.
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Partie Il : Evaluation du diagnostic de la sphgtose

héreditaire par cytométrie en flux
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1. Introduction

Récemment, une nouvelle méthode utilisant la cytoené&n flux a été proposée pour le
diagnostic de la sphérocytose héréditaire. Cetthnique est basée sur la mesure de
l'intensité de fluorescence des globules rougesesapncubation avec de I'éosine-5'-
maleimide (EMA) qui se lie principalement avec leotgine bande 3. L'intensité de
fluorescence des globules rouges des patientatattde sphérocytose héréditaire est diminuée
par rapport a I'intensité de fluorescence d’ungrdtnormal.

L'objectif de ce travail est d’évaluer cette nodeeméthode, de déterminer le seuil de la

méthode et de proposer un arbre décisionnel paliatgostic de sphérocytose héréditaire.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Groupes de patients

Tous les patients avec un diagnostic de sphérceytétditaire basé sur les critéres suivants :
anémie hémolytique, résistance globulaire anormierésence de sphérocytes sur le frottis
sanguin et/ou une électrophorése des protéinesnal®iont été inclus dans I'étude sur une

période allant du 15 octobre 2007 au 15 septembBf@8.2Tous les patients avec des

antécédents connus de sphérocytose héréditaires v@mwconsultation dans le service de

meédecine infantile 2 pendant cette période ontedganht été inclus.

De plus, les patients atteints d’ellyptocytose tiagre (n=3) et de CDA Il (n=1) ont été

inclus ainsi que les anémies hémolytiqgues de daespliquée (n=2) (tableau 6).

Groupes de patients Nombre de patients
- Groupe 1 : controle 44
- Groupe 2 : sphérocytose héréditaire 21

- Groupe 3 : elliptocytose héréditaire 3
- Groupe 4 : thalassémie 1
- Groupe 5 : drépanocytose 3
- Groupe 6 : déficit en G6PD 4
- Groupe 7 : CDAIl 1

2

- Groupe 8 : hémolyse de cause inexpliquée

Tableau 6. Classification des patients de I'étude

Les sujets normaux (n = 44) proviennent de voloesasains ou de patients hospitalisés
présentant un hémogramme normal. Des groupes ienfsaprésentant des anémies sans
relation avec des défauts du cytosquelette soemgat inclus afin de tester la spécificité de
la méthode.

Tous les échantillons ont été prélevés sur desstabatenant de 'EDTA et conservés a +
4°C.
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2.2. Parameétres de 'lhémogramme

Les parametres de ’hémogramme ont été détermusgsliautomate Advia 2120 (Siemens).
Avec cet automate, les globules rouges sont armlyaé diffraction laser deux angles. La
mesure de la diffraction laser grand angle perrtaitenir la concentration en hémoglobine.
L’automate rend donc une CCMH calculée et une CQOk#s$urée. Un écart entre la CCMH
calculée et la CCMH mesurée supérieur ou égal ackedche une alarme. Cette alarme est
retrouvée en cas de lactescence, d’hémolyse dmalasn cas d’agglutinines froides ou de
sphérocytose héréditaire.

L’automate signale la présence de cellules hypeatepar une alarme « HYPER ».

2.3. Résistance osmotique globulaire

Le patient ne doit pas avoir été transfusé dan3 hasis qui précedent la demande.

Le sang veineux périphérique est recueilli danstulre contenant de I'héparine-lithium
(bouchon vert) et conservé a +4°C.

L’examen doit étre démarré le jour du prélevemeninetémoin est toujours préleveé et traité

en paralléle.

2.2.1 Test avant incubation :
L’analyse d’un témoin est réalisée systématiqueraemgaralléle.

= Etablir une gamme de solutions salines allant g&-@10 g/L selon le tableau (=14 tubes)

Tubes 1] 2]3]4]5]6]7]8]9]1w]11]12]13] 14
Solution fille (mL) 0 |14|16|18|20|22|24|26|28|30|32|34|36]| 5
Eau purifiée (mL) 5 | 36[34(32|30|28|26|24[22|20|18|16]|14]| 0

NaCl eng/L
. |0 |28|32(36|40|44|48|52|56/|60]64]|68]|72]| 10
(concentration estimée)

= Distribuer la solution fille, puis lI'eau purifiéet homogénéiser chaque tube par 3
retournements successifs.

= Ajouter 50uL de sang dans chacun des tubes.

= Mélanger de nouveau par retournements (au moins 3)

= Laisser 30 min au repos a la température du |amioza

= Centrifuger a 1730 g durant 5 min a 20°C.

= Lire la DO (absorbance) du surnageant de chadnegeab40nm.
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2.2.2.Test apres incubation 24h a 37 °C :
Les tubes de sang témoin et patient sont maint@dasdans un bain-marie a 37°C. La

résistance osmotique des hématies incubées a 3a@t®R4h est considérablement altérée.
Le test est réalisé de facon identique, mais ihésessaire d’inclure 3 tubes supplémentaires
alagamme (7,6 - 8- 8,4 g/L)

Tubes 1234567 [8]910]11]12]13[14[15[16]17

Solution fille (mL) 0(14|16[18]20(22|24|26|28|30(32|3,4/36(38|40[42| 5

Eau purifiée (mL) 5136/34(32(30(28(26[24[22|20[18|16|1,4[12| 1 |08]| 0

NaCl en g/L

(concentration estimée

L4
N—r

2.2.3.Calcul des pourcentages d’hémolyse :
Le pourcentage d’hémolyse est calculé pour chaamtdbes avant et apres incubation a

37°C : Pourcentage hémolyse = (DO échantillon /tDig2 témoin ou patient) x 100.

Les résultats sont rendus sous la forme d'un ggaghicomportant en abscisse la
concentration en NaCl et en ordonnée le pourcentdgémolyse. Le programme Excel
représente la résistance osmotique du témoin gtatlant et calculeautomatiquement les
concentrations en NaCl correspondant a ’lhémolggelie, I'hnémolyse a 50% et I’'hémolyse
totale pour le témoin et le patient avant incubragbapres incubation 24h a 37°C.

Les « valeurs habituelles avant et apres incubatiobtenues au laboratoire par analyse de
séries de sangs téemoins, apparaissent en grisé graphique. Lorsque les courbes obtenues
sont situées dans ces valeurs la résistance apraales hématies est normale. Lorsque les
courbes obtenues sont situées en avant de cegssiderésistance osmotique des hématies
est diminuée. Lorsque les courbes obtenues saomdesiten arriere de ces valeurs la résistance

osmotique des hématies est augmentée (figure 25).

94



RESISTANCE GLOBULAIRE OSMOTIQUE |
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Figure 25. Etude de la résistance globulaire ogjuetd’un témoin et d’'un patient atteint de
SH

2.4. Liaison des globules rouges avec 'EMA et gsmlen cytométrie

en flux

Les échantillons des patients sont traités enllplravec 6 témoins ayant des parameétres
hématologiques normaux, pour chaque nouvelle série.

Les globules rouges sont lavés 3 fois avec de l@asiologique a 0,9 % de chlorure de

sodium. 5 pL du culot globulaire sont alors incubgec 25 uL d’'EMA pendant 1 heure a

I'abri de la lumiére et a température ambianteshes globules rouges sont lavés 3 fois avec
500 pL de mélange PBS/BSA (albumine bovine fraciyra 0,5 % et remis en suspension

dans 500 pL de PBS/BSA. Pour l'analyse en cytomé&ni flux, 100 uL de cette suspension

sont dilués dans 2 mL de PBS/BSA. L'intensité deofiescence en unités IMF (Intensité

Moyenne de Fluorescence) est déterminée pour 15@@0ements dans la fenétre des
globules rouges dans le canal FL-1 du cytometre $@a&libur (Becton Dickinson).

L’acquisition se fait & I'aide du logiciel CellQues

95



Chaque échantillon est passé en double. La fluenegc du patient est comparée a la
moyenne de fluorescence des 6 témoins et un pdagenle réduction de fluorescence est

calculé avec la formule suivante : (IMF témoin -HNhalade)/ IMF témoin.

400

Figure 26. Overlay des histogrammes de fluorescdaseaglobules rouges marqués par I'EMA

d'un sujet témoin et d'un patient atteint d'une SH

2.5. SDS-PAGE

Le sang veineux périphérique est recueilli danautZs contenant de I'héparine lithium
(bouchon vert) et conservés a +4°C. L'analyse paatdifférée jusqu’ 5 jours. Un témoin est
toujours prélevé et traité en parallele.
- Lavage des globules rouges
- Préparation des stromas :

a) Isolement des culots de stromas

b) Dosage des protéines du stroma par spectrapiétie

Il faut ajuster la concentration du culot de stagm 4 g/L en protéines totales.

c) Congélation de la suspension de stromas

La suspension de stromas ajustée a 4 g/l de pestéotales est repartie en aliquotes

de 1 mL dans des microtubes et congelée a -8&uija utilisation.
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- Preéparation des gels avec gradient linéaire d8 %ed’acrylamide par le laboratoire

Figure 27. Photographie du systéme de préparateangels d’acrylamide au laboratoire
d’exploration fonctionnelle cellulaire au CHU deridg

- Electrophorése
a) Prémigration sous circulation basse pendamifbites a 120 mA
b) Dépbts et migration des échantillons de stroma
c) Coloration par du bleu de Coomassie et déctbora
d) Lecture des gels avec le densitomeéetre Hyrys ébidS on obtient un
protéinogramme pour chacun des dépbéts.
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Figure 28. Photographie d’'un gel d’acrylamide aprigration et coloration par du bleu de

Coomassie

- Résultats

Un programme Excel calcule pour chaque protéinatiept » le pourcentage d’écart par

rapport a la valeur témoin a partir des valeesalres (intégrale) « témoin » et « patient ».

A I'état physiologique, les principales protéines dytosquelette mises en évidence par

électrophoréses sont :

Protéine % 26 (n=12)
Spectrine alpha 14,4 - 20,0
Spectrine béta 10,3-17,1
Ankyrine (protéine 2.1) 26-4.2
Bandes de dégradation de I'ankyrine (protéines 2.3 - 2.6) 3,8-54
Protéine bande 3 20,0-32,9
Protéine 4.1 3,4-6,0
Protéine 4.2 28-5,0
Protéine 4.9 3,8-6,0
Bande 5 3,0-7,2
Bande 6 3,3-55
Bande 7 19-49
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2.6. Analyse statistique

Les résultats de la cytométrie en flux sont expsireie IMF. L’intervalle de confiance a 95 %

correspond a la moyenne + (1,96 x écart-type).

Quand un test conduit a des résultats quantitatfgtinus (cas de la majorité des tests
biologiques), il est nécessaire de définir un séaul valeur seuil) permettant de classer le
résultat en normal (S-) ou anormal (S+). Le cho& aktte valeur seuil influencera la
sensibilité et la spécificité du test et donc salews prédictives. Dans le cas hypothétique
d’'un test parfait, les distributions des résulidstest chez les sujets malades (M+) et non
malades (M-) ne se superposent pas et la valeur deuest est située entre ces deux
distributions. Tous les sujets seront classés cameent a I'aide du test : la sensibilité et la
spécificité sont de 100 %. Malheureusement, poumagorité des tests, les distributions des
résultats des sujets (M+) et (M-) présentent ume zte chevauchement. Tout choix de valeur
seuil conduira des lors a des erreurs de classdita: certains sujets malades (M+) seront
classés non malades (S-), d'autres seront consid@@me malades (S+) alors qu’ils ne le
sont pas (M-). Une diminution du seuil entraine diminution du nombre de faux négatifs
(d’ou une augmentation de la sensibilité) mais iause augmentation du nombre de faux
positifs (donc une diminution de la spécificité)vérsement, une augmentation du seuil est
accompagneée d’'une diminution des faux positifs if@@rgation de la spécificité) et d’'une
augmentation des faux négatifs (diminution de las#®lite). Ainsi, sensibilité et spécificité
varient inversement. Chaque seuil possede desrgalieusensibilité et de spécificité qui lui
sont propres et qui ne décrivent en aucun cas de®rmances du test a d’autres valeurs
seuils.

La courbe ROC (Receiver Operating Characterisgst)une représentation graphique de la
relation existante entre la sensibilité et la dp@té d’'un test pour toutes les valeurs seuils
possibles. L'ordonnée représente la sensibilit€adiscisse correspond a la quantité (1 —
spécificité). Sa construction est facilitée pamf#oi d’'un logiciel de calcul spécialisé. Pour
construire notre courbe ROC, nous avons utilidédeiel informatique SPSS 13.0.

Dans tous les cas, la méthode de travail est igigmtiLes résultats du test sont classés par
ordre croissant et pour chaque valeur, un tableagodtingence identique au tableau 9 est
réalisé. On en déduit la sensibilité et la spétifidu test pour chaque valeur obtenue. Les
couples {1 — spécificité, sensibilité} sont alorages sur la courbe. Leur jonction par des

lignes droites conduit & un tracé en marches diessaeliant le coin inférieur gauche du
99



graphique (Se = 0 et Sp = 1) au coin supérieutt @8 = 1 et Sp = 0). Pour chaque valeur
seuil, I'inclusion d’un vrai positif accroit la s&bilité du test. Graphiquement, la jonction du
nouveau point avec le point précédemment obtenuuest ligne verticale. A linverse,
I'inclusion d’un faux positif, a I'origine d’une diinution de la spécificiteé, produit une ligne
horizontale. La résultante au niveau de la cour@CRest une diagonale, c’est-a-dire la
combinaison d’une ligne verticale et d'une ligneibontale.

L’exploitation d’'une courbe ROC débute par une étutk son allure générale et par la
détermination de I'aire sous la courbe (ASC) agsaci

Dans le cas d'un test parfait (comme celui prégetdécourbe ROC passe par le point de
coordonnées {0, 1} (Sp = 1, Se = 1), l'aire sousdarbe associée est 1. A l'inverse, si les
distributions des résultats des sujets maladesssujets sains se superposent parfaitement, la
sensibilité est égale a la quantité (1 — spédafjqitour toutes les valeurs du test. La courbe
ROC résultante est une diagonale reliant I'extrénmtérieure gauche a I'extrémité supérieure
droite du graphique. La surface sous la courbde§t5 : le test est qualifié d’apport nul. Une
surface inférieure a 0,5 est obtenue pour un st ld réponse est inversée (un sujet malade
présente un résultat inférieur a un sujet non negJaghe surface nulle étant caractéristique
d’'un test inversé parfait.

L’aire sous la courbe permet d’évaluer l'intéréghostique d’un test. On distingue les tests
d’apport nul (ASC = 0,5), peu informatifs (BASC < 0,7), moyennement informatifs (&7
ASC < 0,9), trés informatifs (0 9ASC < 1) et parfaits (ASC = 1).

La courbe ROC permet également de déterminer lauwvaseuil optimale d'un test.
Intuitivement, celle-ci peut étre identifiée com#étant le point de la courbe le plus éloigné de
la diagonale représentant le test d’apport nulp@et correspond également au maximum de
I'indice de Youden (Se + Sp —1). Cependant, laeethe d’'un seuil nécessite idéalement la
prise en compte de données épidémiologiques (mméeml de la maladie) et médico-
économiques (colt du traitement, colt des effeldésimables du traitement...). Si une maladie
possede un traitement onéreux aux effets secosdairtentiellement graves, il convient de
limiter au maximum le nombre de faux positifs, date choisir une spécificité élevée. La
valeur seuil sera située dans ce cas dans la pafiéeure gauche de la courbe ROC. A
I'inverse, certaines maladies possédent des coatiglits graves qui peuvent étre évitées si un
traitement simple est mis en place précocementesiedoit posséder une sensibilité élevée.

La valeur seuil se situera au niveau de la paméseure droite de la courbe RBC
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3. Résultats

3.1. Reproductibilité

La reproductibilité des résultats est dépendantka dtabilité de 'TEMA, de la concentration
utilisée, du temps d’incubation, des conditionscdeservation des échantillons de sang et du
délai avant le passage sur le cytometre des glslialeges marqués. Tous ces paramétres ont
déja été étudiés par King et cdlla solution d’'EMA a 1 mg/mL dans du PBS est statile
elle est conservée a -20°C jusqu’a 4 mois. La aunatton d’EMA recommandée est 0,5
mg/mL et le temps d’incubation est d’'une heure foatériels et méthodes). L'intensité de
fluorescence des échantillons de globules rougequéa par 'EMA dans du PBS/BSA reste
stable & 4°C pendant 48 heures. Kedar et tolit démontré que la solution d’EMA dans du

PBS en petits aliquots conservés a — 80°C dansileeste stable plus de 4 mois.

3.1.1. Etude de la stabilité de 'EMA au cours emps

L’EMA (laboratoire Molecular Probe) est conditioneé poudre. Le flacon se conserve au

congélateur a — 20°C.

Une solution a 0,5 mg/mL est préparée a partidatoh de poudre dans du PBS. La solution
est aliquotée dans des cupules en plastique dgu#lOQes aliquots préts a I'emploi sont
conserves au congélateur a — 80 °C. La solutiberasron stable 4 mois ou plus. Toutefois,

il faut surveiller la diminution de la fluorescence

6 contréles (patients du jour normaux) sont papsés chaque aliquot décongelé. Un aliquot
décongelé ne se conserve pas. Une perte de fleomsae 40 a 60 % est observée en
utilisant un aliquot d’EMA décongelé la veille (@xe 1). La moyenne et I'écart-type sont
calculés. Les contrdles ne doivent pas sortir idéelvalle de valeurs compris entre (m +)2
et(m- ).
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La courbe ci-dessous (figure 29) montre une bogpartition des valeurs de chaque c6té de

la moyenne.

Stabilité de lTEMA

30 A EMA fraichement reconstituée

0 T T T T T T T T T

0
\O

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
témoins

50

Figure 29. Contréle de la stabilité de la fluoremeede 'EMA (m : moyenne = 92,4;:
écart-type = 13,6 ; m + 2 = 119,5; m — & = 65,1 ; points entourés en rouge = solution
d’EMA fraichement reconstituée)

Il est intéressant de noter que lorsque la solui®@MA est fraichement reconstituée, les
valeurs d'IMF sont plus basses. La solution d’EMAeut-étre besoin de se stabiliser avant

utilisation. Cependant, cela n’affecte pas lesltéwucar il s’agit d’'un rapport entre les IMF

du patient et des témoins.

3.1.2. Etude de la stabilité de 'TEMA aprés maraudgs globules rouges

Nous avons étudié la stabilité de lintensité deorfescence des échantillons de globules
rouges marqués par 'EMA dans du PBS/BSA apresedisds a 4°C.

témoin IMF IMF + 48 h moyenne écart-type CVv
1 102,25 103,14 102,70 0,63 0,6
2 104,70 108,60 106,65 2,76 2,6
3 102,78 104,29 103,54 1,07 1,0
4 96,04 98,70 97,37 1,88 1,9
5 105,60 108,66 107,13 2,16 2,0
6 100,36 102,36 101,36 1,41 1.4

Tableau 7. Stabilité de I'intensité de fluorescedees témoins apres marquage des globules

rouges par 'lEMA et conservation 48 heures a 4°C

Les coefficients de variation obtenus varient efiteet 2,6 %, ce qui est faible. L'intensité
de fluorescence reste donc stable 48 heures apt&s e marquage par 'lEMA.
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3.1.3. Variation intra-individuelle

Un méme échantillon a été passé plusieurs foislgpanéme technicien dans les mémes
conditions techniques.
On obtient un coefficient de variation moyen de & qtableau 8). Cette technique est donc

trés reproductible.

témoins IMF 1 IMF 2 moyenne écart-type CV (%)
1 111,94 107,87 109,9 2,9 2,6
2 118,18 113,81 116,0 3,1 2,7
3 122,78 125,71 124,2 2,1 1,7
4 101,71 111,76 106,7 7,1 6,7
5 111,34 109,17 110,3 1,5 1,4
6 100,05 100,37 100,2 0,2 0,2
7 103,58 103,18 103,4 0,3 0,3
8 93,71 94,33 94,0 0,4 0,5
9 89,21 93,55 91,4 3,1 34
10 106,47 100,76 103,6 4,0 3,9
11 114,52 116,38 115,5 1,3 1,1
12 79,18 77,57 78,4 1,1 1,5

Tableau 8. Etude de la variation intra-individuelle

3.2. Résultats des différents groupes de patients

Les parametres de I'hémogramme, les résultats désliatance globulaire osmotique, de
I'électrophorese des protéines de la membrane let dgométrie en flux sont résumés dans le
tableau de I'annexe 3 pour les différents groupepatients inclus.

L’age moyen des patients atteints de sphérocyt@ésédhaire inclus est de 9,16 ans. 12
patients atteints de sphérocytose héréditaire s@sdt 57 %) présentent une anémie. Chez la
moitié de ces patients, 'anémie est microcytalr@. patients sur 21 (soit 62 %) ont une
CCMH calculée supérieure a 36 g/dL, par contre aflepts sur 20 (soit 95 %) ont une
CCMH mesurée supérieure a 36 g/dL. 7 patients Sufs@it 35 %) présentent un écart
supérieur ou égal a 2 entre les CCMH mesurée etléal. 100 % des patients ont un taux de
cellules hyperdenses déclenchant l'alarme « HYPERB>patients sur 20 (soit 90 %) ont un
taux de réticulocytes supérieur a 120 G/L.

Chez tous les patients atteints de sphérocytositgéire, des sphérocytes ont été observés
sur le frottis sanguin coloré au MGG.

L’électrophorése des protéines membranaires n'aé&tiisée que chez 7 patients et met en
évidence 4 déficits en ankyrine (soit 57,1 %), 2peotéine bande 3 (soit 28,6 %) et 1 en
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spectrine (soit 14,3 %). Ces résultats retrouvemtcdpar ordre décroissant de fréquence :
déficit en ankyrine, déficit en protéine bande 8éficit en spectrine ce qui est en accord avec
la littératuré?

Le graphe ci-dessous (figure 30) représente lesvalles de confiance a 95 % des intensités
moyennes de fluorescence par groupe de patientsc ® % de confiance, le groupe
contréle (n = 44) a une IMF moyenne de 92,3 = BcDvaleur moyenne d’'IMF du groupe SH
(n = 21) est significativement plus basse avec &3}8. Le groupe HE (n = 3) a un intervalle
de confiance qui chevauche le groupe contréle gtdape SH. L'IMF du seul CDA Il inclus

est tres diminuée par rapport au groupe controle.

Intervalles de confiance a 95 % des groupes de
patients
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Figure 30. Intervalles de confiance a 95 % desnsités moyennes de fluorescence des 8
groupes étudiés. (1) contrdles (n = 44), (2) SH @1), (3) HE (n = 3), (4) thalassémie (n =
1), (5) drépanocytose (n = 3), (6) déficit en GGRE: 4), (7) CDA Il (n = 1), (8) hémolyse de
cause inexpliquée (n = 2).

Les IMF ne sont pas diminuées chez les patientgsntdtde thalassémie, drépanocytose,

deéficit en G6PD et hémolyse de cause inexpliquée.
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Parmi les patients atteints de sphérocytose, lemiad4 (annexe 2) a regu une transfusion 1
mois avant I'analyse par cytométrie en flux. Unildle pic est observé sur I'histogramme de
fluorescence (figure 31) correspondant aux hémaliesujet et aux hématies transfusées.
L’'IMF du pic correspondant aux hématies du patesitdiminuée (69,4) et le pourcentage de
réduction de fluorescence calculé est de 32 %.ttaémsfusion récente n’empéche donc pas le
diagnostic de la sphérocytose héréditaire par cgtoenen flux, contrairement a la résistance
osmotique et a I'électrophorése des protéines memabres.
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Figure 31. Histogramme de fluorescence des globuleges marqués a 'EMA d’un patient

atteint de SH transfusé 1 mois avant I'analyse

Un contrdle est réalisé 2 mois apres et montrésjaadition du double pic de fluorescence.
Pour chaque patient testé, le pourcentage de iédude la fluorescence est calculé. La

moyenne + écart-type de ce pourcentage dans |@@rdH est de 28,7 + 4,3 %.
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3.3. Détermination du seuil optimal et caractéyistis du test

L’aire sous la courbe (ASC) est de 0,95.
La valeur seuil 19,5 % (sensibilité = 1 et spéidic= 0,931) est obtenue en recherchant le

point de la courbe le plus éloigné de la diagoifidpire 32) représentant le test “d’apport
nul”.

Seuil = 19,5 % ROC Curve
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Figure 32. Courbe ROC obtenue avec le logiciel SB$8 (les coordonnées de la courbe
ROC sont présentées dans le tableau de I'annexe 3)
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La technique par cytométrie en flux a une sensgibdie 100 % et une spécificité de 93,1 %
avec le seuil choisi de 19,5 % (tableau 9).

SH Non SH Total
Test positif a(n=21) b(n=2) a+b(n=23)
Test négatif c(n=0) d (n=27) c+d(n=27)
Total a+c(n=21) b+d (n=29) 50

Tableau 9. Sensibilité et spécificité de la cytaimeétn flux : sensibilité =a / (a + ¢) x 100 =
100 % ; spécificité =d / (b + d) x 100 = 93,1 %

L’indice de Youden (Se + Sp — 1) est de 0,931. Rkisindice se rapproche de 1, plus

I'examen est parfait.

La probabilité que le sujet soit réellement maladehant que son test est positif s’appelle la
valeur prédictive positive. De fagon analogue, deur prédictive négative correspond a la
probabilité que le sujet soit réellement indemnsosi test est négatif.

La valeur prédictive positive (VPP) du test est VPR / (a + b) x 100 = 91,3 % et la valeur

prédictive négative (VPN) est VPN =d / (c + d)001= 100 %.

107



3.4. Corrélation entre la cytométrie en flux etdaistance globulaire

Dans le groupe SH, 7 patients ont eu une résistasg®tique. Seul un patient sur les 7
présente une résistance globulaire normale.1009fpakents de ce groupe sont au-dessus du
seuil de 19,5 % pour la cytométrie de flux (annéke

Il existe une corrélation entre la cytométrie emxflet la résistance osmotique globulaire
(figure 33, r = 0,64).

corrélation entre la cytométrie en flux etlarésis  tance globulaire
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Figure 33. Corrélation entre la cytométrie de flta résistance globulaire : r = 0,64
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4. Discussion

Le diagnostic de la sphérocytose héréditaire differenciation des autres causes d’hémolyse
sont importants pour la prise en charge du pati€et.diagnostic peut étre difficile dans

plusieurs situations, par exemple, dans l'assariatiune sphérocytose héréditaire et d’'une
incompatibilité ABO chez le nouveau-né ou encoreesune transfusion sanguine, ou dans

des formes tres modérées de sphérocytose héréditair

Jusqu'a présent au laboratoire d’hématologie du C#J Nancy, le diagnostic de la

sphérocytose héréditaire reposait sur I'examen rotti sanguin, le test de résistance
osmotique, le test d’élongation et éventuellememt électrophorese des protéines de la
membrane du globule rouge. Ces trois tests sogsl@plusieurs jours) et délicats a réaliser.
De plus ils demandent des quantités de sang imgegat ne peuvent étre réalisés dans les

trois mois suivant une transfusion.

Parmi les tests utilisés en routine pour le diagoake la sphérocytose héréditaire, le test de
fragilité osmotique détecte seulement 66 % despitiatteints de sphérocytose héréditaire
non splénectomisés, le plus souvent a cause divnd@ réticulocytes élevé. De plus ce test a
une tres mauvaise spécificité. Cependant on re¢rone corrélation entre le test de résistance
osmotique et la cytométrie en flux (r = 0,64), ce igdique que les deux tests sont utilisables
pour identifier les sphérocytoses héréditaires maiec des sensibilités différentes
(respectivement 66 % et 100 %).

L’électrophorése des protéines (SDS-PAGE) est gécifigue mais a une sensibilité
moyenne. Cette technique est tres délicate a eéak$ nécessite plusieurs jours de

manipulation. Elle ne peut étre réalisée systématitent.

Le diagnostic de la sphérocytose héréditaire paonogtrie en flux apres marquage des
globules rouges par 'EMA supplante donc tous essstavec une excellente sensibilité et
spécificité, une mise en ceuvre rapide (moins dewds) et facile, a condition de disposer

d’'un cytométre en flux. De plus I'analyse peut &iféérée de plusieurs jours. Cette technique
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est tout a fait adaptée aux nouveaux-nés car ébessite de faibles quantités de sang (10
uL). Les résultats sont facilement reproductibliete orotocole de marquage des globules
rouges et les conditions de stockage de la solui&MA sont respectés car TEMA est

photosensible et s’hydrolyse dans un tampon aqu€exte méthode est également plus
sensible pour détecter une double population deutgs rouges (par exemple aprés une
transfusion) car la cytométrie en flux analysellarfescence des globules rouges, cellule par

cellule.

Parmi les groupes de patients étudiés, un patest ane elliptocytose héréditaire et un
patient avec un CDA Il présentent une diminutiodal8uorescence significative. Cela vient
confirmer des études antérieures décrivant desndiioins significatives de fluorescence pour
des cas d’elliptocytose héréditditede CDA I, de SAO et de cryohydrocyt@seDans notre
étude, les 2 autres patients avec une elliptocytéséditaire ne présentent pas de diminution
de la fluorescence et aucun patient atteint de 84A0e cryohydrocytose n'a pu étre testé.

La technique de cytométrie en flux est basée sliaiton entre 'EMA et le groupement NH2
de la lysine-430 de la premiere boucle extracailielde la protéine bande 3. Donc une
réduction de lintensité de fluorescence indique udduction quantitative de cette protéine.
Cependant l'intensité de fluorescence est égalendiminuée dans les autres déficits
guantitatifs des protéines de la membrane et desismomalies membranaires qualitatives
dues a une protéine bande 3 aberrante (SAO, CDAleffet, la fluorescence est également
due a la liaison de 'EMA avec des protéines dumgemne Rh. Or la quantité de ces protéines
est diminuée dans les sphérocytes par rapportlabulgs rouges normaux, ce qui explique la
diminution de la fluorescence dans les autres id&fen plus de I'agrégation des protéines
bande 3 due aux modifications de I'associationytasguelette avec la membrane. Toutefois,
il existe une controverse sur le déficit en ankgriking et coll® trouvent dans leur étude que
les sphérocytoses héréditaires par déficit isolartyrine ne sont pas détectées. Ces auteurs
suggerent soit un emplacement de I'ankyrine adtieur du cytosquelette trop éloigné des
sites de liaison de 'EMA, soit une « immobilisatio de I'ankyrine dans le cytosquelette.
Inversement, plus récemment, Girodon et athontrent que tous les patients avec un déficit
en ankyrine présentent une réduction de la fluerese significative. Dans notre étude, les 4
patients avec un déficit en ankyrine sont déteuééda cytométrie en flux. Mais 3 d’entre eux
ont un déficit combiné avec la protéine 4.2 (dintimm secondaire de la protéine 4.2

témoignant de sa liaison a I'ankyrine).
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Le cas du CDA Il illustre bien les anomalies qudiites de la protéine bande 3 entrainant une
diminution de la fluorescence comparable a cellmueée dans la sphérocytose héréditaire
mais sa présentation clinique et les images sfrots sanguin sont trés distinctes de celles
de la sphérocytose héréditaire. La réduction ddldarescence dans les CDA Il est

vraisemblablement due a l'inaccessibilité de I'ElAes sites de liaison.

Tous les patients atteints de sphérocytose hémeditstés (21 / 21) présentent des valeurs
d’'IMF diminuées par rapport aux témoins. Il est artpnt d’utiliser les globules rouges de
plusieurs témoins (n = 6) en parallele du ou de®ma a tester dans chaque série afin de

réduire la variation intra-essai.

Les valeurs d’IMF des témoins sont trés variablaselétude a l'autre. King et cdlkapporte
une moyenne + écart-type de 53,91 + 3,24 chez delea normaux, tandis que Kedar et

coll.”®

trouve une moyenne * écart-type de 288 + 28. Nomsvons dans cette étude une
moyenne + écart-type de 92,3 + 13,6 dans notrepgrole patients témoins. Ceci montre bien
gu'’il est important que chaque laboratoire établisss propres valeurs car les cytometres en

flux et leurs réglages varient d’'un laboratoirenaautre.

Girodon et colf* trouvent une diminution de la fluorescence de 321® % dans le groupe
SH (moyenne * écart-type). Nous retrouvons une muget écart-type de 28,7 + 4,3 %.
Selon l'analyse de leur courbe ROC, ils établissenseuil de 21 % avec une spécificité de
96 % et une sensibilité de 89 %. Ils ont une zomeettitude entre 16 et 21 %. La sensibilité
et la spécificité trouvées dans notre étude sameaivement de 100 % et de 93,1 %, ce qui
est en accord avec celles rapportées par kingllet goi trouvent une sensibilité de 92,7 % et
une spécificité de 99,1 %. Avec ce seuil, la valeddictive négative est de 100 %, ce qui
nous permet d’exclure le diagnostic de sphérocytoseditaire pour tous les résultats
inférieurs au seuil de 19,5 %. Nous n’avons dorg ¢mzone intermédiaire contrairement a
Girodon et colf?, King et coll® et Stoya et coff®. Cependant il faut rester prudent sur nos

résultats car notre cohorte est de 21 patientstttede sphérocytose héréditaire seulement.

Bien que cette technique soit hautement prédicfiver le diagnostic de sphérocytose

héréditaire (ASC = 0,95), elle n’est cependantquasélée & la sévérité de la malddie
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Une nouvelle stratégie diagnostique est élaboréaiaie ces résultats (figure 34). La mesure
par la cytométrie en flux de la fluorescence apn@squage des globules rouges par I'EMA
est proposée en premiere intention comme diagnabagclusion de la sphérocytose
héréditaire. Si le résultat est inférieur a 19,5l84liagnostic de sphérocytose héréditaire est
éliminé. Si le résultat est supérieur ou égal & 98, le frottis sanguin doit étre examiné afin
d’éliminer une elliptocytose héréditaire ou une loggtose du sud-est asiatique. En cas de
doute, une électrophorese des protéines de la na@mloiu globule rouge sera réalisée. Cette
stratégie est en accord avec les récentes reconatiamgl pour le diagnostic et la prise en

charge de la sphérocytose héréditaire émises [Baitish Journal of Haematologfy

Cytométrie en flux

en 1°' intention

Résultat < 19,5 % Résultat> 19,5 %

A 4 A\ 4
Sphérocytose exclue a 100 % Sphérocytose probable

\ 4

En cas de doute : SDS-
PAGE

Figure 34. Stratégie diagnostique proposée
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En conclusion, ce travail montre que la cytoméaie flux est un outil efficace pour le
diagnostic de la sphérocytose héréditaire, quedgitda nature de la protéine impliquée. Elle
est plus sensible que les tests conventionnelgmment dans les cas de transfusions
récentes. De plus, cette technique est particatient adaptée aux nouveau-nés en raison des
faibles quantités de sang nécessaires et de lditeapiobtention des résultats. Par contre, il
est essentiel que chaque laboratoire établisseagaepvaleur seuil a cause de la grande
variabilité dans la configuration des cytometredlex d’'un laboratoire a un autre. De méme
le protocole adapté de celui décrit par King etl.taloit étresuivi de maniére stricte
(conditions de conservation des échantillons etatigaots de solution d’EMA ; utilisation de

6 témoins adultes comme contrble a chaque série).

La cytométrie en flux apparait donc étre une tegimide choix en premiere intention dans le
diagnostic de la sphérocytose héréditaire, évithlntnombreux examens chronophages et

moins sensibles et spécifiques.
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ANNEXES :

ANNEXE 1 : étude de la stabilité de 'EMA décongele

IMF EMA du
témoins jour IMF EMA+24H % d'écart
A 101,68 62,04 40
B 99,6 60,43 40
C 106,82 43,25 60
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ANNEXE 2 : résultats pour les patients atteintsSi¢, HE,

CDA Il, hémolyse de cause inexpliquée, drepanoeytos

thalassémie et déficit en G6PD

Patient | Hb VGM | CCMHc | CCMHm | Cell. | Réticulo | RG | Réd | SDS- Diagnostic
(dge) | (g/dL) | (fL) (g/dL) (g/dL) hyper | (G/L) fluo | PAGE
dense (%)
1(2a) |8,2 68,8 | 33,2 34,0 273 NR | 2 NR drépanocytos
2(6a) | 12,5 81,6 | 36,2 38,8 NR 195 NR |31 | NR SH connue
3(Ba) |72 59,6 | 31,2 33,2 + 103 NR <1| NR B-thalassémie
4(6m) | 8,0 77,6 | 37,7 38,5 +++ | 264 29 | ankyrine | SH connue
VU vz
5(16a) | 10,8 68,5 | 33,4 34,5 + ND NR 2 NR drépanocyto
6(15a) | 13,8 85,9 | 34,9 37,1 +++ | 491 NR | 23 | ankyrine | SH connue
+4.2
7@a) |95 72,8 | 35,5 35,0 94 NR 5 NR déficit €
G6PD
8(11a) | 10,3 [81,8 | 33,6 34,3 + 58 NR 29 NR CDAII
9 9,8 71,2 | 35,5 37,1 +++ | 277 NR | 33 | bande 3 | SH connue
(5a) +4.1
10 11,7 79,2 | 34,8 37,3 +++ | 410 l 33 | bande 3 | SH connue
(4a) +4.2
11 14,6 105 | 31,8 30,9 50,4 Nl <1 NR hémolyse
(38a) inexpliquée
12(9a) | 11,5 [83,6 | 355 36,9 +++ | 167 l 35 | NR SH probable
13 NR NR NR NR 124 NR | <1 | NR déficit en
(30a) G6PD
14 NR NR NR NR 104 NR | <1 | NR déficit en
(27a) G6PD
1509a) | 11,3 60,1 | 30,0 33,6 + 203 NR | 37 | NR HE
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16(4a) | 1,8 1104 | 31,4 31,7 NR <1
17(8a) | 10,0 |80,3 | 35,2 37,5 +++ | 496 l 23 | NR SH
18(10a)| 11,9 70,6 | 34,6 38,1 +++ | 95 NR| <1 | NR drépanocytose
19(8m) | 11,2 | 85 38 NR NR NR N |32 | NR SH probable
20(8m) | 7,9 88,8 | 36,6 38 +++ | 115 l 29 | NR SH probable
21(%9a) | 11,3 72,8 | 37,0 37,9 +++ | 563 l 35 SH connue
22(7a) | 10,8 78,6 | 36,5 38,0 +++ | 372 23 SH connue
23(1a) | 12,3 86,9 | 34,8 35,4 ++ | 563 l 36 | ankyrine | SH
+4.2

24(17a)| 13,2 88,4 | 36,5 37,1 +++ | 161 24 | spectrine| SH connue
25(12a)| 13,7 85,3 | 37,1 37,7 +++ | 249 NR | 27 | NR SH connue
26(18a)| 14,8 | 87,5 | 36,7 38,4 +++ | 370 NR |26 | NR SH connue
27(71a)| 12,6 90,9 | 35,0 34,2 296 N | <1 |NR hémolyse

inexpliquée
28(16a)| 13,9 96,1 | 34,8 36,3 ++ 408 N (7 NR HE
299a) | 10,9 |834 | 359 38,0 +++ | 487 NR | 27 | NR SH connue
30(17a)| 12,7 87,5 | 36,7 39,1 +++ | 195 l 28 | NR SH probable
31(40a)| 12,1 91,0 | 36,1 38,5 +++ | 199 l 26 | NR SH probable
32(84a)| 8,8 85,1 | 30,8 32,3 100 N| 16/ NR HE
33(13a)| 13,8 84,4 | 36,7 38,5 +++ | 212 l 23 | bande SH connue

2.2

34(2m) | 7,6 82,9 |37,3 37,6 +++ | 100 NR|32 | NR SH probable
34(4m) | 9,4 77,2 | 34,4 36,9 +++ | 447 NR |28 | NR SH probable
a:ans; m: mois; CCMHc : CCMH calculé ; CCMH@CMH mesuré ; N : normal ; NR : non réalise¢ ;
RG : résistance globulaire
* : patient transfusé 1 mois avant
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ANNEXE 3 : Coordonnées des points de la courbe ROC

% reduction fluorescence Sensibilité 1 - Spécifiait
-31,0000 1,000 1,000
-27,5000 1,000 ,966
-18,0000 1,000 ,931
-10,0000 1,000 ,897
-8,0000 1,000 ,862
-6,5000 1,000 ,828
-4,0000 1,000 ,793
-1,5000 1,000 724
-,5500 1,000 ,655
,1500 1,000 ,621
,5000 1,000 ,586
1,3000 1,000 ,552
2,5000 1,000 448
4,0000 1,000 414
5,5000 1,000 ,345
6,5000 1,000 ,310
9,5000 1,000 241
12,5000 1,000 ,207
13,5000 1,000 172
14,5000 1,000 ,138
15,5000 1,000 ,103
19,5000 1,000 ,069
23,5000 ,842 ,069
25,0000 ,789 ,069
26,5000 ,684 ,069
27,5000 ,579 ,069

117



28,5000 ,526
30,0000 421
31,5000 ,368
32,5000 ,263
34,0000 158
35,5000 ,053
36,5000 ,000
38,0000 ,000
ANNEXE 4 : coordonnées

corrélation

,069
,034
,034
,034
,034
,034
,034

,000

des points de la droite

% réduction courbe RG

% réduction fluorescence

-8,6 -0,6
3,4 57
-11,3 -0,7
0,0 -5,9
19,3 35
44,8 23
51 32
20,0 29
-6,5 -0,1
6,5 35
10,3 15
6,7 7
1,7 2
-3,4 5
9,7 28
24,1 26
3,3 16
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RESUME : 240 mots, 2000 caracteres

La sphérocytose héréditaire, appelée aussi maledidinkowsky-Chauffard, est la maladie
constitutionnelle du globule rouge la plus frégeesrt Europe du Nord et en Amérique du
Nord avec une prévalence de 1/5000 naissanced. iesnaladie trés hétérogene en ce qui
concerne la sévérité clinique, les déficits pratéget le mode de transmission. Le diagnostic
repose sur la clinique, les antécédents familikugrésence de sphérocytes sur le frottis
sanguin et des tests de confirmation réaliséskaradsoire. Les tests couramment utilisés, tels
gue le test de résistance osmotique, le test didgatolyse, le test de lyse au glycérol acidifié
(AGLT) ou le pink test, sont basés sur I'étudeal&dgilité osmotique. Ces tests manquent de
spécificité et de sensibilité et peuvent passéit@ des formes de sphérocytose héréditaire
modérées ou atypiques. La confirmation du diagoakisphérocytose héréditaire par SDS-
PAGE peut étre utile dans certains cas mais cetestt pas adapté a la routine et est réalisé
dans des laboratoires spécialisés. Récemmentsupaecytométrie en flux basé sur la
mesure de la fluorescence due principalementiaitah de I'’éosine-5’-maleimide avec la
protéine bande 3 a été proposé comme test de agpidtous avons évalué cette technique en
routine au laboratoire et avons établi un seull@® % avec une sensibilité de 100 % et une
spécificité de 93,1 %. En conclusion, nous propssmatte technique trés reproductible avec
une sensibilité et une spécificité excellentes|ergant facile et rapide a mettre en ceuvre, en
premiére ligne pour le diagnostic de la sphéroeytuséditaire.

MOTS CLES : sphérocytose héréditaire, maladie dekMivski-Chauffard, anémie
hémolytique congénitale, cytométrie en flux, éodbienaleimide, cytosquelette du globule
rouge.



	thèse ROUVIERE DES.pdf
	RESUME THESE ROUVIERE.pdf



