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Introduction générale

Chaque année, environ trois millions de dons de sang sont collectés en France, pour plus
de 1,6 millions de donneurs. En 2018, les produits sanguins labiles (PSL) ont été transfusés a
519 176 receveurs dont 51% de femmes et 49% d’hommes. Le taux de transfusion en France
est de 7,7 receveurs pour 1000 habitants [1,2].
Les PSL sont encadrés par des régles strictes de préparation, de conservation, de transport et
d’utilisation dans le but de sécuriser le circuit transfusionnel. Les milieux de conservation
utilisés ainsi que les conditions de stockage permettent de ralentir le vieillissement des
érythrocytes au cours du stockage. Malgré cela, des 1ésions apparaissent progressivement au
fur et a mesure du stockage, ce sont les 1ésions dites de stockage. Elles se traduisent notamment
par des altérations métaboliques et morphologiques érythrocytaires.

Les PSL sont soumis a des contrdles-qualité réglementés, notamment en mesurant le taux
d’hémolyse a la fin du stockage. Actuellement, c’est le seul controle qualité représentatif des
Iésions de stockage. Il serait intéressant d’utiliser un autre parameétre, facilement réalisable en
laboratoire de routine et reflétant les Iésions de stockage dans le but d’améliorer le contrdle
qualité des poches de sang. La mesure de la fragilit¢ osmotique pourrait correspondre a ces
critéres. En effet, elle représente la fragilité¢ des globules rouges a I’hémolyse soumis a un
environnement hypotonique. Elle dépend de plusieurs facteurs, comme 1’intégrité
membranaire, le ratio surface/volume érythrocytaire mais aussi le métabolisme énergétique,
facteurs qui sont altérés au cours du stockage.

Le but de ce travail a été d’étudier la fragilité osmotique des concentrés de globules rouges
(CGR) au cours du stockage, en utilisant ’Osmocells® (congu et commercialisé par SD
Innovation) au sein du laboratoire d’Hématologie au CHRU de Nancy. Nous avons suivi le
vieillissement des concentrés érythrocytaires dans des conditions de stockage identiques en
mesurant la fragilit¢ osmotique de neuf CGR a J+1, J+20 et J+40 du stockage.

L’intérét de mesurer la fragilité osmotique le jour méme du don serait de dépister des donneurs
ayant une susceptibilité a I’hémolyse osmotique augmentée et donc une moindre performance
de stockage.

Nous allons dans un premier temps nous intéresser aux PSL, en décrivant leur mode de
préparation ainsi que les transformations et qualifications applicables. Nous détaillerons dans
un second temps les 1ésions de stockage touchant les CGR et plus particulierement la fragilité
osmotique. Pour terminer, nous présenterons nos manipulations, nos résultats et nos
discussions.
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PARTIE I : GENERALITES SUR LES PRODUITS
SANGUINS LABILES
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Introduction

Les produits sanguins regroupent les PSL et les médicaments dérivés du sang (MDS),
anciennement nommés les Produits Sanguins Stables.
Les PSL sont issus de dons de sang bénévoles, volontaires et anonymes, selon la loi du 4 janvier
1993. Deux types de dons existent, le don de sang total qui reste majoritaire et le don en
aphérése. Les PSL regroupent les Concentrés de Globules Rouges (CGR), les Concentrés de
Plaquettes (CP), les Plasmas Frais Congelés (PFC) et les granulocytes. En 2018, 3 002 160 PSL
ont été délivrés dont environ 80% de concentrés de CGR, 10% de CP et 10% de PFC.
Deux organismes sont en charge de la collecte, de la préparation, de la qualification et de la
distribution des PSL, il s’agit de 1’établissement francais du sang (EFS) et du centre de
transfusion des armées (CTSA).

On distingue les PSL homologues (destinés a une autre personne que le donneur) et les PSL
autologues (destinés au donneur lui-méme).

Les grandes étapes depuis le don jusqu'a la délivrance du PSL sont réglementées et
comprennent :

- L'entretien pré-don et le prélévement

- Le processus de préparation par le plateau technique

- La qualification biologique du don

- La délivrance

1. Le don

Les prélevements proviennent a 84% de dons de sang total et & 16% de dons d’aphérese [2].

1. Don de sang total [3-10]

Environ 400 a 500 mL de sang veineux sont prélevés aseptiquement dans un dispositif stérile
constitu¢ de plusieurs poches souples en plastique (Polychlorure de vinyle, PVC et
Diethylhexyl phthalate, DHEP) reliées entre elles par des tubulures. Certaines poches sont
munies de filtres permettant la déleucocytation. Les dispositifs de prélévement sont des
dispositifs médicaux a usage unique (DMU) composés de tous les €éléments nécessaires a la
préparation du « produit fini », ce qui garantit un circuit stérile et clos. Deux dispositifs existent,
selon le PSL voulu :

» Le DMU a quadruple poches (figure 1) : dispositif avec filtre intégré pour le sang total
qui retient les plaquettes et la majeure partie des leucocytes. Permet 1’obtention d’un
CGR et d’une unité de plasma.
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Figure 1 : Dispositif a quadruple poches [10]

Dispositif constitué de quatre poches: une poche de recueil du sang total contenant un
anticoagulant (Citrate Phosphate Dextrose, n°1), une poche de recueil du sang total filtré (n°2),
une poche de recueil du plasma (n°3), une poche contenant la solution de conservation (environ
100 mL de solution SAG-M) composée de sodium, d’adénine, de glucose et de mannitol (n°4).
Le citrate de sodium joue le role d’anticoagulant et de tampon, le glucose sert de substrat
énergétique. L’adénine permet de maintenir des niveaux de 2-3 DPG et d’ATP suffisants au
métabolisme des globules rouges. Pour finir, le mannitol permet de stabiliser la membrane
érythrocytaire et de retenir les radicaux libres[11, 12, 13].

» Les DMU a quintuple poches : possédent des filtres intégrés pour le CGR et le plasma,
permettant d'obtenir un CGR et une unité de plasma déleucocytés ainsi qu'un CP non
déleucocyté. Ce dispositif permet le recueil de la couche leuco plaquettaire qui sera
destinée par la suite au poolage de plusieurs CP.

Dispositif constitué de cing poches: une poche de recueil du sang total contenant un
anticoagulant (CPD), une poche de recueil de la couche leuco plaquettaire, une poche de recueil
du CGR déleucocyté, une poche de recueil du plasma déleucocyté et une poche contenant la
solution de conservation.

2. Don en aphérése [3-9]

L’aphérese se fait grace a un séparateur automatisé de cellules qui permet la centrifugation et
la séparation des composants du sang au moment du don et qui réinjecte les composants du
sang non utilisés au donneur. Ce mode de prélévement a comme avantage de prélever un plus
grand volume. On distingue 1'aphérése simple qui permet le recueil d’un seul produit dans le
but d’en préparer deux unités et l'aphérése combinée permet le recueil de deux produits
distincts.
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II.  Préparation des PSL [3-9]

La préparation des PSL regroupe I’ensemble des étapes nécessaires a la transformation du
sang total recueilli en produit fini. Les prélévements issus d'aphérése ne seront pas détaillés
dans ce travail étant donné que l'automate d'aphérése réalise lui-méme les étapes de préparation
du PSL (séparation, filtration).

La préparation du PSL doit étre réalisée dans les 2 a 24 heures aprés le prélévement et le sang
total peut étre maintenu avant séparation a une température comprise entre +18°C et +24°C. En
cas de préparation au-dela de 24 heures apres le prélévement (et au plus tard dans les 72 heures),
le sang total est maintenu entre +2°C et +10°C.

Ce chapitre sera divisé¢ en trois parties : la préparation primaire, la transformation et la
qualification biologique.

1. Préparation primaire [3-9]

Le plateau technique de préparation réceptionne le sang « matiére premiere », vérifie la
concordance des informations transmises par le centre de prélévement, pése et mesure le
volume de chaque poche. La prise en charge des prélévements différe selon le type de support
utilisé pour le prélévement.

a) Préparation du sang total prélevé sur un DMU a quadruple poches
Les étapes de préparation sont réalisées dans l’ordre suivant : filtration du sang total,
centrifugation, séparation, ajout de la solution de conservation.

> La filtration

La filtration du sang total consiste a transférer par gravité le sang total dans une deuxiéme poche
a travers un filtre intégré au dispositif (figure 2). Le filtre permet de retenir une grande majorité
des leucocytes et des plaquettes. La déleucocytation des PSL est une obligation réglementaire
depuis 1998 et doit étre réalisée au plus tard 24 heures aprés le prélévement.

Figure 2 : Filtration des CGR [7]

Le but de la déleucocytation est de prévenir la transmission d’agents pathogenes tels que les
virus, les bactéries mais aussi de prévenir I'immunisation HLA (Human Leukocyte Antigen).
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Chez les donneurs de sang, la prévalence de nombreux agents pathogénes est inférieure a celle
de la population générale. Le risque résiduel est défini comme étant le risque de ne pas repérer
un donneur infecté, soit a cause de la fenétre sérologique (phase de séroconversion) ou soit a
cause du délai entre la contamination et 1’apparition de la positivité en biologie moléculaire. La
fenétre sérologique est estimée a 9 jours pour le VIH, 7 jours pour le VHC et 22 jours pour le
VHB [2, 14]. Le tableau ci-dessous expose les risques résiduels des virus les plus impliqués
dans la transmission transfusionnelle (tableau I).

Tableau I: Evolution du risque résiduel viral d’apreés [2, 14]

Virus Risque résiduel (RR)
Avant DGV (RR/million de don) Aprés DGV
1992-1994 1998-2000 2014-2016 [14]
VIH 1,67 0,73 1/3,6 millions de dons
VHB 8,87 2,13 1/4,1 millions de dons
VHC 4.6 1,16 1/24 millions de dons

DGYV (diagnostic génomique viral)

D’autres virus peuvent étre impliqués, tels que le virus de 1’hépatite A, ’EBV, le Parvovirus
B19, ’HTLV mais aussi des virus comme le West Nile Virus.

» La centrifugation (figure 3)

Elle permet de séparer les composants du sang total en fonction de leur densité et de leur poids.
Apres la centrifugation, les globules rouges déleucocytés sont dans la partie inférieure de la
poche et le plasma déleucocyté dans la partie supérieure.

Figure 3 : Poches pliées puis mises en pot dans la centrifugeuse [7]

» La séparation

La séparation physique des érythrocytes et du plasma se fait par action d’une presse
automatique. L’automate séparateur (figure 4) permet d’obtenir un CGR et un plasma
déleucocytés dans deux poches différentes.
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Figure 4 : Automate de séparation [7]

Le plasma est ainsi transféré dans la troisiéme poche de recueil tandis que la quatriéme poche
contenant la solution de conservation est ajoutée au CGR. La poche contenant le CGR et le
SAG-M sera ensuite homogénéisée par agitation douce. Les poches sont ensuite désolidarisées
et les tubulures ressoudées, toujours dans des conditions stériles.

b) Préparation du sang total prélevé sur un DMU a quintuple poches
Les étapes de préparation sont les suivantes : centrifugation du sang total, séparation, filtration
puis ajout de la solution de conservation. Ce dispositif permet le recueil de la couche leuco-
plaquettaire.

» Centrifugation

A l'issue de la centrifugation, les globules rouges seront au fond de la poche, le plasma dans la
partie supérieure et la couche LP (buffy-coat) entre les érythrocytes et le plasma.

» Séparation

L’automate-séparateur sépare le plasma, les globules rouges et la couche leuco-plaquettaire. Le
plasma est migré vers le haut dans une deuxieme poche. Il existe deux variantes pour la
séparation des érythrocytes et de la couche leuco-plaquettaire : soit la couche est déviée dans
une autre poche et le concentré érythrocytaire reste dans la poche initiale, soit le concentré
érythrocytaire est décanté dans une autre poche et la couche leuco-plaquettaire reste dans la
poche initiale (poche "top and bottom" qui permet de décanter vers le haut et vers le bas).

> Filtration

La filtration est réalisée a I’issue de 1’étape de séparation, grace aux filtres intégrés pour le CGR
et le plasma. Elle permet 1’obtention d’un CGR et d’une unité de plasma déleucocytés ainsi
qu'un concentré de plaquettes (non déleucocyté). La solution de conservation est ensuite ajoutée
au CGR puis la poche sera homogénéisée par agitation douce. La couche leuco-plaquettaire est
récupérée pour la préparation de mélange de concentrés de plaquettes standard et filtration
ultérieure.
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En attendant les résultats des analyses biologiques réalisées sur le don (décrites ci-apres), les
CGR sont stockés entre +2°C et +6°C, les plasmas a -25°C et les CP entre +20°C et +24°C (en

attente de poolage).

Les étapes de la préparation des PSL depuis la réception des poches sont résumées dans schéma

ci-dessous (figure 5) :

Réception des poches

1

OUl NON
Dispositif avec
/ filtre sang total \
Filtration du sang total Centrifugation du sang total
v \{
Centrifugation du Séparation :
sang déleucocyté CGR, plasma,
l couche LP
Séparation / \
/ \ Couche leuco Filtration du
i CGR et
CGR Plasma L
. : p ; plasma
déleucocyté déleucocyté
! !
Ajout solution de Préparation des CGR : Ajout
conservation CP solution de
conservation

Figure 5: Résumé de la préparation des PSL
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2. Transformations applicables aux PSL [3-9]

Une transformation est une opération facultative appliquée au PSL a la suite du processus de
préparation initial. La transformation induit des modifications du produit tant en quantité (perte
d'hémoglobine, de volume, de protéines plasmatiques) qu'en qualité (I'irradiation induit des
Iésions de stockage), ce qui peut entrainer une durée de conservation du PSL plus courte.

a) Irradiation

L'irradiation est applicable aux CGR, aux CP (hors les CP inactivés par Amotosalen) ainsi
qu'aux concentrés de granulocytes. Elle consiste a exposer le produit & une source de
rayonnement ionisant de l'ordre de 25 a 45 Grays. Les 1ésions induites par rayonnement
permettent de bloquer la prolifération des cellules nucléées telles que les lymphocytes et les
cellules souches. L'irradiation est indiquée chez les sujets immunodéprimés (déficits
congénitaux immunitaires, aplasie, allogreffe de moelle, greffe d’organe), chez les prématurés,
lors de protocoles (transfusions feetales, prélévement de cellules couches hématopoiétique, don
intra familial), dans le but de prévenir la réaction de greffon contre 'h6te post-transfusionnelle
(GvH) en bloquant les lymphocytes T résiduels.

Le délai d'utilisation du PSL irradié doit étre le plus court possible du fait des Iésions induites,
notamment a cause de la libération de potassium liée a ’hémolyse.

b) Déplasmatisation
La déplasmatisation est applicable aux CGR et aux CP. Elle permet d’éliminer le plasma
résiduel par plusieurs étapes de centrifugation (lavages successifs) et de le remplacer par une
solution dépourvue de protéines plasmatiques (sérum physiologique par exemple).

L'objectif est de réduire au maximum la quantité de protéines plasmatiques résiduelles. La
déplasmatisation s’accompagne d’une perte d’environ 10 % des globules rouges d'une unité de
CGR ainsi qu’une diminution du rendement transfusionnel plaquettaire. Réglementairement, il
doit rester moins de 0,5 de protéines extracellulaires, sans tenir compte de 1’albumine.

Apres déplasmatisation, le CGR peut étre conservé 6 heures en cas de technique manuelle, 24
heures ou 10 jours en cas de technique automatisée et selon la technique utilisée. Les plaquettes
peuvent étre conservées 6 heures.

La déplasmatisation est recommandée dans les situations suivantes : antécédent de réactions
transfusionnelles anaphylactiques majeures, patients porteurs d’un déficit en IgA et ayant des
anticorps anti-IgA plasmatiques, effets indésirables transfusionnels de types allergiques répétés
et empéchant la transfusion.

¢) Cryoconservation
La cryoconservation est applicable aux CGR, aux PFC et aux CP. Elle consiste a conserver un
PSL a température négative en présence d'un cryoprotecteur (glycérol). Les CGR et CP peuvent
étre conservés de 2 a 10 ans selon la température utilisée (de -60°C a -196 °C). Cette
transformation s’accompagne d’une perte d’au moins 10 % des globules rouges.
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Les indications sont les CGR de groupe ou de phénotype rare, les patients ayant développé
plusieurs anticorps d’intérét transfusionnel, rendant la probabilit¢ de compatibilité faible, les
CP de phénotype HPA ou HLA rare.

d) Réduction de volume
La réduction de volume est applicable aux CP et parfois aux CGR. Elle permet d'éliminer une
partie du milieu de conservation ou une partie du plasma résiduel du PSL (centrifugation puis
expression du surnageant). Cette transformation permet de réduire le volume du produit.
Réglementairement, I’hématocrite doit étre supérieur a 70 % et la durée de conservation est
réduite a 24 heures pour les CGR et a 6 heures pour les CP.

Les indications sont les patients nécessitant des restrictions d'apports volumiques, les nouveau-
nés et prématurés de petit poids.

e) Préparation pédiatrique
La préparation pédiatrique est applicable aux CGR et aux CP. Elle permet la division aseptique
du PSL en plusieurs unités. Le volume doit étre au minimum de 50 mL.

Les indications sont les enfants de moins de 10 kilogrammes (faible volume sanguin) et les
transfusions répétées de nouveau-nés ou enfants (transfusion du méme PSL pour réduire le
nombre de donneur).

f) Sang total reconstitué a usage pédiatrique
Cette transformation consiste a mélanger un CGR avec un PFC décongelé. La principale
indication est 1'exsanguinotransfusion du nouveau-né. La conservation apres transformation du
produit est de 6 heures.

g) Mélange
- Mélange de plasmas frais congelés sécurisés : consiste a mélanger apres décongélation
plusieurs unités de plasmas homologues de méme groupe sanguin ABO

- Mélange de concentrés de plaquettes standards : pool de 2 a 5 concentrés plaquettaires
de méme groupe ABO

h) Ajout de la solution de conservation
Cette étape a déja été décrite précédemment.

i) Viro-atténuation
Cette transformation est applicable aux CP et aux PFC. L’Amotosalen est un psoraléne
synthétique qui s’intercale de facon réversible entre les régions hélicoidales de I’ADN et de
I’ARN des agents microbiens. Le plasma déleucocyté est mis en contact avec une solution
d'Amotosalen puis est illuminé par les ultraviolets A (300-500 nm) afin d'assurer une liaison
covalente (irréversible) avec I’ADN/ARN microbien. La réplication des agents pathogénes est
ainsi boquée. L’Amotosalen résiduel est ensuite éliminé par une adsorption spécifique.
L'inactivation par Amotosalen est efficace sur les virus nus et enveloppés, les bactéries, les
parasites et les leucocytes.
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3. Qualification [3-9]

La qualification biologique consiste soit a affecter une spécificité complémentaire au PSL, soit
a sélectionner le PSL le plus adéquat possible pour le receveur.

a) Phénotypé
Il est obligatoire de déterminer les antigénes ABO et RH 1 (D) de chaque PSL.

Pour les CGR, la qualification « phénotypé » signifie qu'en plus des antigenes ABO et RH 1,
cing autres antigénes ont été¢ déterminés, a savoir RH 2, 3,4, 5 (C, E, c, e) et KEL 1 (K).

Les indications sont les suivantes :

-Antécédent d'agglutinines irréguliéres ou recherche d'agglutinines irréguliéres (RAI) positive
- Nouveau-nés dans un contexte d'allo-immunisation feeto-maternelle

-Femmes de la naissance jusqu'a la fin de la période de procréation

En dehors de ces indications, la qualification « phénotypé » est recommandée chez toute
personne ayant une espérance de vie raisonnable et lors de transfusions itératives.

Pour les CP, la qualification « phénotypé » signifie qu'en plus des antigénes ABO et RH 1, les
antigénes HLA (classe I) et/ou HPA (1 a 5) ont été déterminés. Les indications sont 1’allo-
immunisation contre des antigénes des systemes HLA de classe I ou HPA (systéme d'antigénes
plaquettaires).

b) Phénotype étendu
Consiste a déterminer au moins un des antigénes d'un systéme autre que ceux des systeémes
ABO, Rhésus (RH 1 a 5) et Kell (KEL 1), a savoir les antigénes des systemes Duffy, Kidd,
Lewis, MNS. Le phénotypage étendu est applicable aux CGR.

Les indications regroupent :
- Antécédent de RAI positive ou RAI positive contre un de ces antigeénes
- En cas d’allo immunisation érythrocytaire complexe

¢) Compatibilisé
L’¢épreuve de compatibilité¢ au laboratoire consiste a mélanger le plasma du patient avec un
¢chantillon représentatif du concentré de globules rouges que I’on souhaite lui transfuser.

Les indications reconnues de I’épreuve de compatibilité sont les suivantes :
- En cas de transfusion chez un patient ayant une RAI positive ou un antécédent de RAI positive.

- En cas de transfusion de nouveau-né (contexte d’allo immunisation feeto-maternelle) : le CGR
doit étre compatibilisé avec le plasma de la mére.
- Recommandé en cas de transfusion de patient atteint de drépanocytose.
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4. Qualification biologique : analyses obligatoires et facultatives [3-9, 15]

Les analyses biologiques et tests de dépistages sont réglementés par I’article D1221-6 du Code
de la Santé¢ Publique.

La qualification biologique permet de sécuriser la transfusion au niveau immuno-
hématologique mais aussi d’un point de vue infectieux. En cas d’anomalie biologique, la poche
est écartée, ce qui représente environ 2% des poches chaque année.

a) Les analyses obligatoires
Sur chaque don de sang destiné a la préparation de PSL a usage thérapeutique direct, les
analyses suivantes sont effectuées :

» Examens immuno-hématologiques
- Détermination des groupes sanguins érythrocytaires

- Groupage ABO et RH1 (D)

- Lors des deux premiers dons, détermination du phénotype RH 2, 3,4, 5 et KEL 1 (C,
E, c, e et K).

- Recherche d'anticorps anti-érythrocytaires pouvant avoir une incidence clinique
transfusionnelle

- Recherche d’anticorps anti-A et anti-B immuns
- Le dosage de 'hémoglobine et de I'hématocrite

» Dépistage de maladies transmissibles
- Sérologie de la syphilis

-Virus de I’'immunodéficience humaine (VIH) : détection des anticorps anti VIH1 et VIH2,
détection génomique virale (DGV) VIH-1.

-Virus de I'hépatite B (VHB) : détection de l'antigéne HBs, des anticorps anti HBc et détection
génomique virale.

-Virus de I'hépatite C (VHC) : détection des anticorps anti VHC et détection génomique virale.

-Human T-Lymphotropic Virus (HTLV) : détection des anticorps anti HTLV I et II pour les
primo-donneurs et dans les départements de la Guadeloupe et de la Martinique.
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» Evolution des mesures systématiques de dépistage (tableau II)

Tableau II: Evolution du dépistage biologique du don

Année d’instauration Dépistage
1947 Syphilis (anticorps)
1971 VHB (antigene HBs)
1985 VIH (anticorps anti-VIH-1)
1988 - VHB (anticorps anti-HBc)

- Dosage ALAT (supprimé en 2003)

1989 VIH (anticorps anti-VIH-1 et 2)
1990 VHC (anticorps anti-VHC)
1991 HTLV (anticorps anti-HTLV-I et II)
2001 DGV VIH 1 et VHC
2010 DGV VHB

Afin d’assurer la sécurité infectieuse du don, d’autres mesures ont été prises comme 1’exclusion
des donneurs ayant été transfusés a partir de 1997 (prévention de la contamination par un agent
transmissible non dépisté), la déleucocytation systématique des PSL a partir de 1998 et
I’exclusion des donneurs ayant séjournés plus de 12 mois cumulés dans les iles britanniques
entre 1980 et 1996 (prévention du variant de la maladie de Creutzfeld-Jakob), a partir de 2000.

b) Les analyses effectuées en fonction du contexte épidémiologique ou clinique

- Dépistage des anticorps anti-Cytomégalovirus (CMV).

- Dépistage d'anticorps anti paludéens chez les donneurs ayant sé¢journé dans une zone
d'endémie palustre depuis plus de quatre mois et moins de trois ans apres le retour (dépistage

instauré depuis 1986).

- Dépistage d'anticorps antichagasiques (7rypanosoma cruzi, instauré en 2007), de la Dengue,

du Chikungunya, du West Nile Virus...
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5. Caractéristiques des CGR [3-10, 14, 15]

Les obligations réglementaires sont résumées dans le tableau ci-dessous (tableau III) :

Tableau III: Caractéristiques réglementaires des CGR d’apres [4]

Hématocrite (%) 50-70
Taux d’hémolyse* a la <0,8% de la quantité¢ d’hémoglobine totale
fin du stockage
Hémoglobine (g) > 40
Volume Pas de limite inférieure. Volume mentionné sur 1’étiquette
Contenu en leucocytes <1 million de leucocytes/ unit¢ de CGR
Durée et mode de - 42 jours entre +2°C et +6°C
conservation - En cas d’ouverture intentionnelle de la poche (lors de la
préparation ou pendant la conservation) : maximum 24
heures

*Taux d’hémolyse a la fin du stockage :

L’hémolyse est mesurée a la fin du stockage des CGR par échantillonnage. Il n’existe
actuellement aucun consensus quant a la méthode utilisée pour mesurer I’hémolyse.

Elle est déterminée a partir de trois parametres : I'hémoglobine totale, I'hématocrite et
I'hémoglobine libre du surnageant.

L'hémoglobine totale et I’hématocrite sont mesurés par des automates classiques d’hématologie
[16].

L'hémoglobine libre du surnageant peut étre mesurée par spectrophotométrie (automate lecteur
rapide comme I’HemoCue®, lecture spectrophotométrique 540 nm), aprés centrifugation de
1’échantillon [6, 17].

L’hémolyse rendue en pourcentage peut étre calculée selon la formule suivante :
(Hémoglobine libre/ Hémoglobine totale) x (100 — Hématocrite)

D’autres anciennes méthodes sont décrites dans la littérature, cette fois en ne prenant pas en
comptant I’hématocrite :

Hémolyse (%) = (absorbance sumageant/ absorbance cgr) x 100 [18]

Les automates d’hématologie influencent les résultats d’hématocrite, de plus le dosage de
I’hémoglobine libre dans les CGR n’est pas standardisé. Il serait donc intéressant
d’homogénéiser la méthode de détermination de I’hémolyse [19].
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Les qualifications et transformations applicables aux CGR sont résumées dans le tableau ci-
dessous (tableau I'V) :

Tableau IV: Qualifications et transformations applicables aux CGR d’apreés [4]

Qualifications Phénotypé

Compatiblisé

Transformations Solution de conservation

Irradiation

Déplasmatisation

Cryoconservation

Préparation pédiatrique

Réduction de volume

III.  Distribution et délivrance [2]

Une fois la préparation et la qualification biologique terminée, les PSL sont aptes a étre cédés.
Ils sont destinés soit a un établissement de santé dans le cadre d une prescription médicale pour
un patient donné (80% des cas), soit a la « distribution-dépdt » (20% des cas), c’est-a-dire que
I’établissement de santé gére lui-méme ses stocks de son dépot. Trois niveaux d’urgence
transfusionnelle sont définis selon les recommandations de I’AFSSAPS de 2002.

L’urgence vitale immédiate (UVI), I’obtention des PSL doit étre la plus rapide possible, la
délivrance doit étre sans délai. L urgence vitale (UV), dans ce cas 1’obtention des PSL doit étre
inférieure a 30 minutes. Et 'urgence relative (UR), le délai d’obtention doit étre de 2 a 3 heures.
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PARTIE II : LESIONS DE STOCKAGE DES
CONCENTRES DE GLOBULES ROUGES
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En France, les CGR sont stockés a +4+2°C dans des poches contenant une solution de
conservation (SAG-M) pendant au maximum 42 jours. Le stockage a +4°C permet de ralentir
le métabolisme des globules rouges afin d’éviter un vieillissement trop rapide. En effet, le
métabolisme est dix fois plus lent a +4°C qu'a température ambiante. La solution de
conservation des CGR permet de maintenir le métabolisme & un niveau minimum permettant la
production nécessaire d’ATP et de 2-3 DPG, ceci dans le but de maintenir la fonctionnalité et
la viabilité des CGR. Malgré cela, 1’altération des globules rouges est inévitable. Ils vont subir
a la fois le vieillissement normal mais vont en plus subir des 1ésions liées au stockage, ce sont
les 1ésions dites de « stockage » [20-23].

I.  Lésions de stockage

Un globule rouge a une durée de vie d'environ 120 jours et peut étre éliminé par deux
mécanismes, 1’hémolyse extravasculaire qui est majoritaire et I’hémolyse intravasculaire [24,
25].

Au cours du stockage, les érythrocytes vont subir in vitro des 1ésions dites de stockage. Elles
peuvent s’expliquer par trois mécanismes principaux, tous reliés les uns aux autres : I’altération
métabolique des globules rouges, le stress oxydant ainsi que les dommages membranaires
provoquant des modifications a la fois métaboliques, fonctionnelles, morphologiques et
rhéologiques des érythrocytes. Les 1ésions apparaissent progressivement dés les premiers jours
de stockage et s'accumulent rapidement a partir de la deuxiéme semaine. On différencie les
1ésions réversibles et les 1ésions irréversibles.

Pour décrire les 1ésions de stockage, nous allons les séparer en trois parties, a savoir 1’altération
du métabolisme érythrocytaire, le stress oxydatif et les modifications morphologiques.

1. Altération du métabolisme érythrocytaire

a) La glycolyse et ’acidose [20-23, 26, 37, 28-31]

In vivo, la majeure partie du glucose est métabolisée par glycolyse anaérobie [20, 26]. L’autre
voie utilisée étant la glycolyse aérobie (environ 10% du glucose est métabolisé par cette voie)
[24]. Pour rappel, la glycolyse (figure 6) permet de transformer du glucose en deux trioses
phosphates et produit de I’ATP, du NADH réduit, du NADPH, du 2-3 DPG, des protons et du
lactate.
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Figure 6: Glycolyse au cours du stockage [20]

In vitro, le besoin métabolique des CGR est principalement régulé par la glycolyse anaérobie,
elle est donc leur principale source d’énergie lors du stockage.

La faible température de stockage ralentit la glycolyse, elle est environ dix fois plus lente a
+4°C qu’a température ambiante. Le pourcentage de glycolyse (et de production d'ATP)
diminue de 10 a 15% par degré Celsius. La solution de conservation SAG-M permet de
maintenir une glycolyse suffisante pour la viabilité¢ des CGR.

Au cours des cinq a six semaines de stockage, 6 a 8 mEq de protons sont produits par la
glycolyse. La concentration érythrocytaire de lactate est augmentée des les premicres heures et
cette augmentation va se poursuivre tout au long du stockage. Le lactate ainsi que les protons
libérés provoquent une acidification du pH de la solution de conservation et du pH intra-
érythrocytaire.

Le pH du sang veineux d’un donneur sain est aux alentours de 7,35. Le pH initial de la solution
de conservation des CGR est aux alentours de 7,0. A un pH inférieur a 7,2-7,3, ’enzyme qui
dégrade le 2-3 DPG (la bisphosphoglycerate phosphatase) est active, provoquant la dégradation
de 2-3 DPG avec en parallele un burst initial d’ATP. A la fin du stockage, le pH baisse aux
alentours de 6,55 £+ 0,05.

L’acidose du milieu de conservation provoque un rétrocontrdle négatif sur la glycolyse en
inhibant plusieurs enzymes de la glycolyse. Moins d’ATP est produit, ce qui ralentit la
glycolyse puisque l'initiation de la glycolyse requiert deux molécules d'ATP.

Au cours de la premiere semaine de stockage, I’activité de la glycolyse augmente grace a un
burst d'ATP puis va diminuer rapidement a partir de la deuxiéme semaine de stockage.
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b) L'ATP [30, 37, 41]

In vitro, I'ATP est considérée comme étant le reflet de la « réserve énergétique » des globules
rouges. En effet, la concentration d’ATP a la fin du stockage serait corrélée a la recirculation
des érythrocytes in vivo 24 heures apres la transfusion.

L'ATP diminue au cours du stockage, passant de 4 + 1uM/g d’hémoglobine au premier jour de
stockage a 1-3 uM/g d’hémoglobine apres six semaines de stockage. Les conséquences de la
diminution en ATP sont :

- Meétaboliques : ralentissement du métabolisme érythrocytaire et des réactions ATP
dépendantes (notamment la glycolyse, les transports actifs sodium/potassium, les réactions anti-
oxydantes...)

- Morphologiques et rhéologiques : associ¢e a I’acidification du milieu de conservation, elle
provoque des changements morphologiques (perte de la forme discoide) et altére l'intégrité
membranaire avec une déformabilité réduite et une fragilité osmotique augmentée.

¢) Pompe sodium-potassium [21, 22, 29, 32, 33]

La pompe sodium-potassium (Na*/K*) est une protéine transmembranaire, ATP dépendante qui
permet 1’échange par transport actif de sodium intracellulaire contre du potassium
extracellulaire. I/n vivo, elle permet de maintenir des concentrations intracellulaires de
potassium et de sodium aux alentours de 90 mM et SmM respectivement, et des concentrations
extracellulaires de potassium et de sodium aux alentours de SmM et 140 mM respectivement.
Comme toute enzyme, son activité est dépendante de la température mais elle est également
dépendante de I'ATP : toute diminution d’ATP est responsable d’une diminution d’activité de
la pompe. Ainsi, du fait des faibles températures de stockage des CGR et de la diminution
progressive des CGR en ATP, la pompe va avoir une activité diminuée.

Cela va se traduire par une accumulation de sodium intra érythrocytaire et une fuite
extracellulaire de potassium. La concentration initiale en potassium dans le surnageant est
d’environ 4 mM, elle augmente de 1 mEq/L chaque jour, avec une forte augmentation dés le
début de stockage. Elle peut atteindre une concentration aux alentours de 50 mM au bout de 42
jours. Quant a la concentration de sodium extracellulaire, elle passe de 140 mM a 100 mM.
Apres six semaines de stockage, la concentration intracellulaire de potassium diminue de 40%,
celle de sodium augmente de 300%. A noter que la concentration de sodium intra érythrocytaire
joue un role sur le volume et la forme du globule rouge. L’augmentation de la concentration
sodique intracellulaire s’accompagne d’absorption d’eau, ce qui provoque 1’augmentation du
Volume Globulaire Moyen (VGM) aprés trois semaines de stockage.

L'accumulation de potassium dans le surnageant est principalement attribuable a I'altération de
la pompe Na/K* mais elle peut étre également attribuée (en moindre importance) a 'hémolyse
progressive des globules rouges, qui libérent alors le potassium dans le milieu extracellulaire.

D’autres pompes sont touchées par la baisse en ATP dont la pompe calcique, ce qui provoque
une accumulation intracellulaire de calcium et I’ouverture du canal calcium-potassium. Le flux
entrant de calcium conduit a 1’érythroptose via I’activation de calpaines.
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d) 2-3 DPG [29, 30, 33, 34]
Le 2-3 DPG régule I’affinit¢ de I’hémoglobine pour 1’oxygeéne. La basse température de
stockage ainsi que la diminution de pH provoquent l'augmentation de sa dégradation. Sa
concentration devient indétectable dés les deux premicres semaines de stockage, elle passe de
4 a2 0 mmol/L en deux semaines. Apres 42 jours de stockage, la concentration peut diminuer de
90% mais se normalise dans les 72 heures apres la transfusion.

On observe ainsi une augmentation de I’affinité de 1’oxygene de 1’hémoglobine. In vitro la
libération d’oxygene par 1’érythrocyte est inversement proportionnelle a la teneur corpusculaire
en 2-3 DPG.

2. Stress oxydant [20]

Le stockage des CGR s'accompagne d'une diminution des défenses anti-oxydantes et d'une
augmentation des attaques oxydatives avec la formation de Reactive Oxygen Species (ROS),
avec un pic de production dés les deux premieres semaines de stockage. [21, 35- 40].

In vivo, une faible quantité d’oxyhémoglobine subit une oxydation spontanée, générant de la
méthémoglobine et des ROS. La méthémoglobine formée est instable, se dénature jusqu’a la
formation d’hémine.

L’hémine et les ROS (notamment les radicaux hydroxyles) peuvent causer des blessures
oxydatives aux lipides et protéines membranaires. Les globules rouges sont normalement
protégés de ces attaques par la présence d'antioxydants qui neutralisent les ROS, comme la
NADH-réductase (réduit la méthémoglobine en déoxyhémoglobine) ou encore le glutathion.

Ces mécanismes de protection sont altérés pendant le stockage. L’oxydation spontanée de
I’hémoglobine augmente du fait des conditions d’acidose. Les concentrations d'antioxydants
diminuent au cours du stockage, exposant les globules rouges a un plus grand stress oxydant.
Ce stress oxydant est un facteur prédominant des dommages membranaires du globule rouge.

Le stress oxydatif provoque : la fragmentation de protéines structurales telles que la spectrine,
I’ankyrine ou encore la protéine AE1 (ou protéine Bande 3) ; la carbonylation des protéines
membranaires et cytosoliques mais aussi une peroxydation lipidique. I est de ce fait
responsable de dommages membranaires et structurels érythrocytaires.

3. Modifications morphologiques et structurelles [20, 21, 41- 44]

La fonctionnalité et la viabilité des érythrocytes sont dépendantes de 1’intégrité membranaire.
Au cours du stockage, les globules rouges vont subir de nombreuses altérations
morphologiques. L'anomalie majeure est la perte de la biconcavité avec libération de
microvésicules tandis qu’au niveau structurel, I’anomalie principale est l'altération de l'intégrité
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membranaire avec modification de la composition membranaire. Ces anomalies sont
maintenant bien connues, notamment grace a la microscopie électronique et a la cytométrie en
flux.

Les atteintes morphologiques sont principalement dues a D’altération du métabolisme
énergétique (diminution en ATP, acidose, augmentation de la concentration en calcium) ainsi
qu'au stress oxydant (attaques oxydatives des protéines structurales). Elles affectent les
propriétés rhéologiques du globule rouge qui se traduisent par une déformabilité réduite, une
fragilité osmotique et une fragilité mécanique augmentée.

a) Morphologie [21, 23 32, 33, 41, 43, 45-56]
Rappelons que le globule rouge est une cellule anucléée en forme de disque biconcave de 7 a 8
um de diamétre. Une de ses caractéristiques propres est sa déformabilité lui permettant d'entrer
dans les capillaires (3-8 um de diamétre).

La membrane du globule rouge est une bicouche phospholipidique, principalement formée de
protéines (50%), de lipides (42%) et de glucides (8%). Les lipides sont composés de
phospholipides (65%), de cholestérol (23%) et d’acides gras (12%).

La double couche phospholipidique est formée d'un feuillet externe et d'un feuillet interne

- Le feuillet externe est composé principalement de phospholipides (PL), de
phosphatidylcholine et de sphingomyéline.

- Le feuillet interne est composé¢ principalement de phosphatidylsérine (PS) et
d'aminophospholipides. Lorsque la PS est présente sur la face externe, elle envoie un signal de
sénescence pour les macrophages du systéme réticulo-endothélial et aurait ¢galement un role
thrombogénique.

Les phospholipides ont une distribution asymétrique au niveau de la bicouche, on parle de
« trans-asymétrie». Cette asymétrie est principalement maintenue par des aminophospholipides
translocases (flippase, floppase, scramblase) mais aussi par les intéractions entre les PL et le
cytosquelette.

Les principales protéines membranaires sont les suivantes :

- Protéine AE1 (bande 3) : protéine transmembranaire. C'est la protéine de membrane la plus
abondante, a raison de 10° copies par cellule. Elle régule les échanges de chlore et de
bicarbonate a travers la membrane (échange de bicarbonate cellulaire contre du chlore
plasmatique) et permet le maintien de I'organisation protéique de la membrane. Cette protéine
est également impliquée dans le signal de sénescence des globules rouges en générant des
néoantigénes, ce qui provoque la formation d’auto-anticorps. Ces auto-anticorps permettent
ensuite une clairance rapide des érythrocytes sénescents par I’action des macrophages.

- Protéines structurelles du cytosquelette : spectrine, ankyrine.
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In vivo, le globule rouge peut perdre des fragments membranaires dans plusieurs situations :

- Lors du processus de maturation : maturation des érythroblastes en réticulocytes (perte de
10% de la surface membranaire), maturation du réticulocyte (140 fL) en érythrocyte mature (90
fL). Un globule rouge perd environ 16% de sa membrane lors de sa vie.

- Lors du processus de mort cellulaire (processus normal). Le vieillissement de 1’érythrocyte
s’accompagne d’une perte de surface et d’hémoglobine ainsi qu'un gain de densité.

- Lors de la formation de vésicules. Un globule rouge émet environ 230 vésicules (allant de 50
a 200 nm) au cours de sa vie, qui sont rapidement éliminés par phagocytose. Ce processus serait
un moyen d’éliminer des composants déléteres comme les lipides et protéines oxydés.
Physiologiquement, les érythrocytes perdent environ 20% de leur hémoglobine par vésiculation
au cours de leur vie.

Au cours du stockage, le globule rouge va devenir de plus en plus dense. Tandis que
I’érythrocyte augmente de volume, il va également diminuer en surface avec une valeur
moyenne initiale de 72 mm? a J3, contre 68 mm? a la fin du stockage (figure 7).
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Figure 7 : Evolution de la surface des globules rouges au cours du stockage [45]

L’augmentation de volume et la diminution de surface du globule rouge s’expliquent par
I’apparition progressive d’une deuxieme population : les érythrocytes biconcaves vont laisser
place a une population plus rigide, moins déformable et avec une tendance a 1’agrégabilité et
d'adhésivit¢ a 1’endothélium. Il s'agit des échinocytes, des sphérocytes et des sphéro-
¢chinocytes (figures 8 et 9). Le ratio surface/volume se retrouve ainsi diminué, facteur qui joue
un réle majeur dans la fragilit¢ osmotique des globules rouges. En effet, un ratio diminué se
traduit par une fragilité osmotique augmentée. La fragilit¢ osmotique des CGR au cours du
stockage sera détaillée dans une partie dédice.

Les érythrocytes sont plus denses du fait de I’émission de vésicules a leur surface pauvres en
hémoglobine [17].
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Figure 8 : Evolution de la surface des érythrocytes au cours du stockage [45]

A gauche, la population est constituée de sphérocytes, de sphéro-échinocytes et d’échinocytes.
A droite, la population est constituée d’érythrocytes biconcaves, de discocytes et d’échinocytes.
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Figure 9 : Morphologie des GR a J3 et J42 [41]

A gauche (J3), les érythrocytes sont biconcaves. A droite (J42), on observe 1’apparition
d’échinocytes et de sphéroéchinocytes.

Les échinocytes posseédent des projections membranaires a leur surface, des spicules qui vont
progressivement étre libérés dans le surnageant des CGR, participant ainsi a la formation de
micro-vésicules (MV, également appelées microparticules). L’apparition des microvésicules
est progressive, avec une accumulation exponentielle pendant le stockage. Elle devient
significative a partir de la deuxiéme semaine (figure 10).
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Figure 10 : Accumulation des microparticules au cours du stockage [56]

Le terme micro-vésicules regroupe les MV de grande taille (200-1200 nm), les exosomes (30-
150 nm) et les corps apoptotiques (50-500 nm). D’une fagon générale, les microvésicules
retrouvées dans le sang de sujets sains proviennent des globules rouges, des plaquettes, des
leucocytes et des cellules endothéliales. L’origine des MV peut étre déterminée par un marqueur
de surface spécifique de leur cellule parentale, par exemple la glycophorine A pour les globules
rouges. Elles proviennent soit de I'activation, soit de 1'apoptose de leur cellule d'origine.

Dans le cas des CGR, les MV retrouvées dans le surnageant proviennent uniquement des
érythrocytes étant donné le faible taux résiduel de leucocytes et de plaquettes dans une unité de
CGR. Ce sont de petits morceaux dérivés de la membrane érythrocytaire d'environ 150 nm.
La composition des MV est proche de celle de la bicouche lipidique des globules rouges. Elles
contiennent également de I’hémoglobine qui peut réagir avec le nitrite d'oxyde (NO).

Les anomalies morphologiques sont visibles a partir de la premicre semaine de stockage,
deviennent importantes a partir de la deuxiéme semaine et sont irréversibles a partir de la
quatriéme semaine de stockage.

b) Composition membranaire [42-44]
Les principales modifications touchant la composition membranaire sont une perte d'asymétrie

des PL de la bicouche lipidique, avec une perte de lipides membranaires ainsi que
l'externalisation de la PS.

La distribution asymétrique des PL de la bicouche est maintenue par une enzyme, la translocase,
qui va étre perturbée par le stockage froid des CGR. La redistribution des aminophospholipides
se trouve ainsi diminuée, conduisant a la perte d’asymétrie des PL ainsi qu’au phénomeéne de
vésiculation des globules rouges.
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Un autre changement significatif est la perte de lipides membranaires du feuillet interne et du
feuillet externe. La proportion de cholestérol augmente, le ratio CL/PL est altéré, ratio qui est
un déterminant majeur dans la fluidité de la membrane, provoquant une augmentation de la
viscosité et une diminution de la déformabilité.

4. Hémolyse

Au cours du stockage, 1’hémolyse augmente progressivement : I'hémoglobine libre dans le
surnageant va voir sa concentration multipliée par huit aprés six semaines. Pour étre considéré
conforme a la délivrance, 'hémolyse du CGR doit étre inférieure a 0,8% a la fin du stockage
(HAS, directive européenne 2004/33/CE).
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II.  Réversibilité des lésions [20, 41, 57-60]

La réversibilité des changements est inversement proportionnelle a la durée de stockage.
Globalement, la littérature s'accorde a définir les 1ésions précoces comme celles apparaissant
au cours des deux premicres semaines de stockage et les lésions tardives comme celles
apparaissant dans les quatre semaines et plus. Contrairement aux lésions tardives, les Iésions
précoces sont généralement réversibles.

Blasi s’est basé sur la classification de Berezina et Bessis pour classer les anomalies
morphologiques réversibles et irréversibles lors du stockage. Les changements
morphologiques réversibles regroupent les échinocytes (de type I et II) et les stomatocytes.
Les changements irréversibles regroupent les échinocytes de type II1, les sphéro-échincoytes,
les sphéro-stomatocytes et les ovalocytes.

Les modifications irréversibles au niveau morphologique sont la perte membranaire avec
libération de micro-vésicules et 1'hémolyse. Elles induisent un ratio S/V diminué donc une
fragilité osmotique augmentée qui sera irréversible.

L’échinocyte de type I est caractérisé par un faible nombre de spicules a sa surface. Il évolue
en type Il puis en type Il en ayant un plus grand nombre de spicules et un ratio surface/volume
diminué (figures 11 et 12).

Figure 11 : Les différents stades de 1'échinocyte [45]

Discocyte Echinocytes Sphero-echinocytes

A A

II II I II

Figure 12 : Evolution du discocyte en échinocyte [61]

Les autres lésions de stockage réversibles sont celles touchant le métabolisme car apres la
transfusion, le métabolisme érythrocytaire reprend son activité.
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III.  Cas particulier de la fragilité osmotique des CGR au cours du stockage

Les Iésions de stockage des CGR regroupent une multitude d'altérations notamment une
plus grande fragilité osmotique, traduisant une perte de surface membranaire et un gain de
volume. Le but de nos manipulations est d’étudier les 1ésions de stockage des CGR en mesurant
la fragilité osmotique par l'appareil semi-automatique Osmocells® (SD Innovation, Frouard).

Nous allons donc comparer la fragilit¢ osmotique de 9 CGR a différents temps de stockage, a
savoir le premier jour (J1), le vingtieme jour (J20) et le quarantiéme jour (J40) afin de voir si
nous observons une modification de la fragilit¢é osmotique au cours du stockage. Des tubes
EDTA prélevés en parallele le jour du don nous permettra d’évaluer I’impact éventuel du
processus de préparation des CGR, en comparant la fragilité osmotique des CGR a J1 a celle
des tubes a JO.

Nous allons tout d'abord faire des rappels sur la fragilité osmotique des érythrocytes puis dans
un second temps nous présenterons l'historique des tests de fragilit¢ osmotique (TFO). Pour
finir, nous ferons une revue de la littérature sur la fragilit¢ osmotique des CGR au cours du
stockage.

1. Erythrocytes et fragilité osmotique [62, 63]

Physiologiquement, les globules rouges sont a 1’équilibre en solution isotonique, c’est-a-dire
en présence d'une solution ayant la méme osmolarité que le plasma, soit 290 a 310 mOsm/L.
Nous pouvons citer comme exemple de solution isotonique le sérum physiologique, de
concentration en chlorure de sodium (NaCl) égale a 9 g/L. Lorsque 1’osmolarité diminue, la
pression osmotique est modifiée, 1’érythrocyte va alors se remplir d’eau afin de réguler
I’équilibre osmotique. Le globule rouge va gonfler jusqu’a atteindre un volume critique, le
volume hémolytique. Lorsque ce volume est atteint, 1’érythrocyte ne peut plus se déformer
davantage et va hémolyser.

In vitro, le principe du test de fragilité osmotique (TFO) est de soumettre les globules rouges a
un stress osmotique, c’est-a-dire a des concentrations salines décroissantes et de mesurer
I'hémolyse. Le pourcentage d'hémolyse est alors représenté en fonction de la concentration de
NaCl. Une fragilité osmotique augmentée se traduira par une hémolyse a des concentrations en
chlorure de sodium plus élevées ou peu hypotonique.

Dans la littérature, plusieurs techniques ont été décrites pour étudier la fragilité osmotique des
globules rouges. Nous distinguons deux types de méthodes, les anciennes méthodes dites
« conventionnelles » qui provoquent une hémolyse brutale et les « nouvelles » méthodes qui
provoquent une hémolyse douce. Les anciennes techniques sont lentes, laborieuses, manquent
de précision et ne sont pas standardisées, tandis que les méthodes plus récentes sont mieux
standardisées et plus précises.
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a) Hémolyse brutale

Dés les années 1880, Chanel (1880) [74], Hamburger (1883) [75] et Vaughan (1937) [76] ont
utilisé le méme principe décrit ci-dessus pour étudier la fragilité osmotique des globules rouges.
Plusieurs dilutions de chlorure de sodium décroissantes (gamme de concentration allant de 0,1
a 0,9%) sont mélangées avec un échantillon de sang. Le pourcentage d'hémolyse est ensuite
apprécié visuellement et permet d'obtenir des courbes de fragilité érythrocytaire. Ces courbes
représentent le pourcentage d'hémolyse en fonction de la concentration de chlorure de sodium.
Le degré de résistance des érythrocytes face a I'hypotonicité de leur environnement est utilisé
expérimentalement pour mesurer la viabilit¢ des globules rouges, mais aussi a des fins
diagnostiques (sphérocytose héréditaire par exemple).

Guest [77] décrit que les globules rouges de patients sains peuvent gonfler jusqu'a 175 fois leur
volume initial tandis que les patients atteints de sphérocytose héréditaire gonflent jusqu'a 150
fois leur volume. Les patients atteints de sphérocytose héréditaire hémolysent a des
concentrations supérieures en chlorure de sodium par rapport aux sujets sains, ce qui montre
que les sphérocytes sont plus fragiles (figure 13).
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Figure 13 : Courbes d'hémolyse des érythrocytes [78]

En 1940, Hunter [ 78] met en avant la nécessité de mettre en place une technique rapide, simple
et standardisée car les courbes d'hémolyse ne sont pas assez précises (méthodes semi-
quantitatives, hémolyse déterminée visuellement, les facteurs influengant le degré d'hémolyse
tels que la température, le pH, l'anticoagulant utilisé ne sont pas maitrisés). Les premicres
améliorations significatives apparaissent progressivement, notamment avec l'utilisation de
méthodes de photoélectriques pour déterminer I'hémolyse.
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Par la suite, Parpart [79] décrit en 1947 une méthode qui utilise une solution saline identique a
celle de Dacie : une solution de NaCl-PO4 de pH égal a 7,4 et de tonicité équivalente a une
solution de chlorure de sodium 10%. L'hémolyse est déterminée par colorimétrie
photoélectrique (absorbance lue a 540 nm) ou par densitométrie photoélectrique (figure 14).
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Figure 14 : Courbes d'hémolyse de Parpart [79]

Parpart met en évidence que certains facteurs influencent la résistance osmotique :

-Le pH de la solution saline : une diminution de pH de 0,1 correspond a l'apparition de
I'hémolyse a une concentration saline augmentée de 0,01 % en concentration de sel. En d'autres
termes, les cellules sont plus fragiles a un pH acide.

- La température : la fragilité osmotique diminue lorsque la température diminue.

- L'environnement chimique.

Ces facteurs doivent étre maitrisés et la méthode standardisée pour avoir une méthode fiable et
reproductible.

La méthode de Dacie [80], méthode en point final est la premicre technique manuelle qui a été
introduite en routine par les laboratoires comme TFO. Les érythrocytes sont placés dans une
série de tubes de concentrations en chlorure de sodium allant de 0,1 a 0,9%. L’hémolyse est
mesurée par spectrophotométrie, en mesurant I’hémoglobine libre dans la solution (540 nm).

Les anciennes méthodes décrites ci-dessus soumettent les globules rouges a un choc osmotique
brutal, a la différence des « nouvelles » méthodes qui exposent les érythrocytes a une variation
graduelle de force ionique, ce qui permet de mesurer la résistance membranaire jusqu'au point
de rupture. C'est le principe de 1'hémolyse douce.

b) L'hémolyse douce
Ces méthodes ont I’avantage d’étre plus précises, plus rapides, plus reproductibles (instruments
automatisés) et d’utiliser de faible quantité de sang.
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» Meéthodes par diffusion
- Danon : diffusion par dialyse [81-85]

En 1967, Danon a développé un instrument électro-optique, le Fragiligraph® qui mesure en
temps réel la résistance des érythrocytes face a 'hémolyse provoquée par un stress osmotique
progressif. C'est une micro-méthode qui a l'avantage d'étre rapide (5 minutes) et d'utiliser des
quantités tres faibles de sang (figure 15).

Figure 15 : Le Fragiligraph® [82]

Le sang est dilué¢ dans une solution isotonique de NaCl (pH 7.3) puis est introduit dans une
cuvette constituée d’un sac de dialyse. La température est contrdlée tout au long de 1’analyse.
Le sel va progressivement diffuser dans le bécher, a travers le sac de dialyse, ce qui va
provoquer une diminution de la tonicité de la cuvette contenant les érythrocytes (la force
ionique passe de 0,154 M a 0,025 M). Les globules rouges vont se gonfler d'eau jusqu'a leur
rupture. La concentration en sel de la suspension est extrapolée en mesurant la conductance du
bécher. L'hémolyse est déterminée par un systéme optique qui mesure la transmission
lumineuse et se traduit par une augmentation progressive de la transmission lumineuse dans la
suspension de globules rouges. L'enregistrement en continu de la transmission lumineuse et la
conductance donne une courbe cumulative de fragilité osmotique.

Danon souligne le fait que ce test pourrait étre utilisé dans les banques de sang. Il permettrait
d'identifier les CGR qui pourraient étre inefficaces, c'est-a-dire ayant une courte survie in vivo
et de reconnaitre les CGR ayant un stockage stable (conservation stable), ce qui permettrait
d'allonger la durée de stockage.

- Le Spinco Analytrol adapté au TFO [86] est une méthode similaire a celle de Danon, le sac
de dialyse est remplacé par un tube de dialyse (figure 16).

39



Figure 16 : Le Spinco-Analytrol [86]

- Le Coil planet centrifuge (figure 17) [87,88]

(B)

Figure 17 : Coil planet centrifuge [88]
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Cette méthode a été développée initialement pour la séparation et la purification de particules
puis a été adaptée pour les tests de fragilité osmotique des érythrocytes. Elle a notamment été
utilisée dans les hopitaux japonais.

Le Coil planet centrifuge est constitué d’une bobine contenant deux liquides miscibles, une
solution saline physiologique et de 1'eau distillée. La bobine a un mouvement de rotation lente
similaire a celui des planétes et la centrifugation permet d'obtenir un gradient de densité linéaire
entre les deux milieux (voir schéma ci-dessous, figures 18 et 19). Le sang introduit (2 a 3 pL)
va ainsi étre soumis a un environnement hypotonique croissant.

II. Two Mutually Miscible Media

Medium A Medium B

C W

‘ Centrifugation

Figure 18 : Gradient de densité linéaire [88]

Coil Planet Centrifugation

particle mixture

l planetary centrifugation

Archimedean screw force ——>

Figure 19 : Coil planet centrifugation [88]

Les globules rouges migrent jusqu’au moment ou ils hémolysent. L'hémolyse est déterminée
par densitométrie (lecture a 547 nm). La bande blanche correspond a la distribution de
I'hémoglobine et indique la fragilit¢ osmotique de I’échantillon (figure 20). L'hémolyse
minimale et I'némolyse maximale sont facilement estimées.
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Figure 20 : Résultats obtenus : une bande élargie vers le coté gauche correspond a une
plus grande fragilité osmotique [87,88]

» Meéthode par dilution en flux continu [89, 90]

Une pompe délivre un flux continu d'une solution de chlorure de sodium de concentration
décroissante (solution de Dacie, gamme de concentration qui débute a 0,85%). L'hémoglobine
¢luée est détectée par méthode optique (filtre a 547 nm) en fin de colonne (figure 21). La
concentration saline est mesurée par conductance.

Hemolysis
Coil

Sample

Gradient |__| ‘
mixer Pump Detector

Figure 21 : Méthode en flux continu [90]

¢) Cytométrie en flux [91-96]
Développement de méthodes de cytométrie en flux pour le diagnostic de sphérocytose
héréditaire. Le principe est de déterminer par cytométrie en flux les cellules résiduelles d’une
solution érythrocytaire saline suite a 1’exposition a une solution hypotonique.
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d) L’Osmocells®
L’Osmocells® sera détaillé dans la partie « matériels et méthodes ».

2. Evolution de la fragilité osmotique des CGR au cours du stockage

Dans la littérature, plusieurs études se sont intéressées a la fragilité osmotique des concentrés
érythrocytaires au cours de leur stockage.

Le principe est de mettre en suspension des CGR dans des solutions de différentes
concentrations salines (gamme de chlorure de sodium allant de 0.9% a 0.1% le plus souvent).
Les tests sont effectués a différents temps du stockage, par exemple a JO, J7, J14, J21, J28, J35,
J42. Aprés centrifugation, 1’hémoglobine libre du surnageant est mesurée par
spectrophotométrie (absorbance lue a 540 nm). Les TFO peuvent différer par les solutions
salines utilisées, le type de CGR (solution de conservation, déleucocytation pas tout le temps
renseignée) ou par la méthode de détection de 1'hémolyse.

La fragilité osmotique peut étre évaluée en déterminant la Mean Corscupular Fragility (MCF),
index qui correspond a la concentration saline responsable de 50% d’hémolyse. Plus I’index est
¢élevé, plus les globules rouges lysent a une concentration saline élevée. Donc plus 1’index est
¢levé, plus les érythrocytes sont fragiles. Plusieurs études ont montré une augmentation
significative de la MCF au cours du stockage, allant de 6 a 18%, par exemple : (tableau V,
figure 22).

Tableau V: Etude de la variation de la MCF au cours du stockage

Etudes Vassilis L. | Zehnder, et Vassilis L. Almizraq ,et al
Tzounakas, al 98] Tzounakas, et al [99] [43]
et al [97]
MCF (%)
Type de CGR | 120 CPDA 10 CPD- 10 CPD-SAG-M 30 CPD-SAG-
non SAG-M déleucocytés M déleucocytés
déleucocytés | déleucocytés
Type Brutale Brutale Brutale Brutale
d’hémolyse
JO / / 0,45 0,46
J1 / 0,47 / /
J2 0,45 / 0,49 /
J35 0,55 / / /
J40 / / / 0,50
J42 / 0,50 0,54 /

CPDA (Citrate-Phosphate-Dextrose-Adénine)
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Figure 22 : MCF en fonction de la durée de stockage [43]

D'autres études ont également montré une fragilité osmotique augmentée de fagon significative

pendant le stockage [20, 26, 35, 43, 45, 46].

Blasi [30] a mis en évidence une relation entre la durée de stockage, 1'altération morphologique

des érythrocytes et la fragilit¢ osmotique. Comme décrit précédemment, la morphologie

discoide des globules rouges est altérée au cours du stockage. Les érythrocytes biconcaves
laissent progressivement place a une deuxiéme population, composée notamment de

sphérocytes et d'échinocytes qui conduiront a la libération de microvésicules. Or, il est
maintenant bien connu que les sphérocytes ont une plus grande fragilité osmotique par rapport

aux globules rouges biconcaves du fait d'un ratio surface/volume diminué [26, 41 ,100]. Dans
cette étude, le stockage induit une augmentation linéaire de I'hémolyse, qui est elle-méme
proportionnelle au stress osmotique (figure 23).
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Figure 23 : Courbes d'hémolyse a différents temps du stockage [30]
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Les courbes de fragilité osmotique montrent un décalage vers la droite, signe d'une plus grande
fragilité. Les globules rouges hémolysent plus rapidement a des concentrations salines plus
élevées.

De plus, 'auteur remarque que la fragilit¢é augmente au fur et a mesure du stockage et plus
particuliérement a partir de J21, période ou les modifications morphologiques des érythrocytes
sont significatives (seulement 50% environ des hématies ont une morphologie normale) [20,
46, 99]. La majorité des globules rouges du CGR a une fragilit¢ osmotique normale mais une
petite population présente une susceptibilité plus importante a la lyse osmotique [35, 44, 41]

La fragilit¢ osmotique des CGR au cours du stockage serait donc associée aux modifications
morphologiques des globules rouges (sphérocytose, formation et libération de microvésicules),
induisant la diminution du ratio surface/volume (perte de membrane/ gain de volume) [58].

IV. Variabilité inter et intra donneur de la qualité des CGR

La qualité d’un CGR dépend a la fois du processus de préparation, du stockage mais aussi des
caractéristiques du donneur. En effet, les donneurs sont hétérogenes, ils présentent tous des
différences intrinséques qui pourraient avoir un impact sur les 1ésions stockage des CGR mais
aussi sur le « recovery » post-transfusionnel, c'est-a-dire sur la recirculation des globules
rouges. On parle de variabilité donneur spécifique ou variabilité inter individuelle [101-105].

Dans la littérature, de nombreux auteurs ont mis en évidence une variabilité inter individuelle
des lésions de stockage. Nous pouvons notamment citer comme parametres fortement donneurs
dépendants : I’hémolyse, le recovery in vivo, la fragilit¢é osmotique, 1’accumulation de
métabolites et de microparticules ainsi que la sensibilité au stress oxydant.

Cette variabilité est le fait de facteurs génétiques (le background du donneur) mais aussi de
facteurs non génétiques. Ces facteurs, propres a chaque donneur, pourraient avoir un impact sur
les propriétés physico-biochimiques des globules rouges, se traduisant par des performances de
stockage différentes [97, 99, 103-105]. En effet, le profil de chaque donneur modulerait la
réponse des érythrocytes au stress, favorisant plus ou moins I'hémolyse, ce qui pourrait impacter
l'efficacité de la transfusion et le risque de complications post-transfusionnelles.

1. Facteurs non génétiques

a) Le style de vie
Le style de vie des donneurs peut étre déterminant pour la résistance a 1'hémolyse des globules
rouges. Certaines situations provoquent une exposition continue au stress oxydant, une
diminution des capacités anti-oxydantes ou encore une modification rhéologique des
érythrocytes.
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> Ladicte
Le contenu lipidique de la membrane du globule rouge dépend de la concentration lipidique
extracellulaire, une alimentation trop riche en lipide pourrait ainsi altérer la fluidité
membranaire. L'hypercholestérolémie serait associée a un stress oxydant exacerbé et a un
environnement pro-inflammatoire, conduisant a des dommages membranaires et a une rigidité
érythrocytaire.

» L’hygiéne de vie
Une consommation excessive d'alcool affecterait négativement les propriétés rhéologiques des
érythrocytes. Chez les patients alcooliques, on observe une déformabilité des globules rouges
diminuée, des capacités anti-oxydantes réduites ainsi qu’un stress oxydant augmenté.

Le tabac expose les érythrocytes aux oxydants et aux toxiques. Les globules rouges des fumeurs
sont caractérisés par une déformabilité diminuée, une fragilité osmotique augmentée ainsi que
I'accumulation de ROS [106, 107].

L'activité physique insuffisante ou a l'inverse extréme augmenterait le stress oxydant, alors
qu'une activité réguliére serait bénéfique sur 'homéostasie redox du globule rouge.

b) Conditions médicales du donneur
Des maladies telles que 1'hypertension artérielle ou encore le diabéte pourraient affecter les
propriétés des globules rouges. Le diabéte de type deux serait responsable d’une fragilité
osmotique augmentée des érythrocytes, fragilité corrélée au taux d'hémoglobine glyquée.
L’hémoglobine glyquée ¢élevée s’accompagne de ’altération des propriétés structurelles et des
propriétés membranaires [108-110].

¢) Autres facteurs [111, 112]
La fréquence des dons influencerait la résistance des globules rouges a I’hémolyse. En effet, les
sujets avec un taux de ferritine bas auraient une plus grande susceptibilité a I'hnémolyse.
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2. Facteurs génétiques [111]

Des facteurs génétiques intervenant dans la survie, la stabilité structurelle, le métabolisme et
1'équilibre oxydant/antioxydant affecteraient la survie des globules rouges in vitro. Nous
pouvons citer comme exemples :

-Certaines pathologies héréditaires érythrocytaires peuvent induire une prédisposition a
I’hémolyse. Elles pourraient ainsi impacter la survie des globules rouges stockés et la survie
des globules rouges apres transfusion. Nous pouvons prendre comme exemple la sphérocytose
héréditaire, les thalassémies, le déficit enzymatique en G6PD.

-Le sexe : les données de la littérature restent controversées. Cependant, plusieurs études ont
mis en évidence que les femmes sont plus résistantes au choc osmotique et au stress mécanique.
L’hémolyse in vitro est plus basse chez les femmes par rapport aux hommes. Les hormones
influenceraient I'intégrité membranaire des érythrocytes notamment la testostérone [102].

-L’ethnicité : les Africains Américains auraient une plus fragilité osmotique

-Les formes familiales de pseudo-hyperkaliémie : le potassium extracellulaire augmente de
facon significative au cours de la premiére période de stockage

- Le niveau en glutathion (GSH, antioxydant)

Il serait donc intéressant de détecter au plus tot les donneurs aux capacités de stockage «moins
performantes », conduisant a des CGR de « moins bonne qualité » et qui pourraient étre moins
efficaces (survie in vitro et post-transfusionnelle plus faibles) et a risque plus élevé de réactions
post-transfusionnelles. Pour cela, des bio-marqueurs donneurs dépendants au moment du don
pourraient étre utilisés. Nous pouvons citer comme exemple le test de fragilité osmotique.
C’est un test facilement réalisable en routine au laboratoire. La fragilité osmotique fait partie
des lésions de stockage et est donneur dépendante. Comme 1'a souligné Tzounakas et al, la
fragilité osmotique a JO serait corrélée a la fragilité osmotique a la fin du stockage (figure 24)
[99].
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Figure 24 : Corrélation de la fragilité osmotique JO versus J42 [99]

Une fragilité osmotique augmentée a JO du don pourrait signifier une plus grande fragilité des
érythrocytes au cours du stockage et donc des CGR moins efficaces.

47



Pour étre considéré conforme a la délivrance, I'hémolyse du CGR doit étre inférieure a 0,8% a
la fin du stockage [4]. C'est le seul critére qualité représentatif des 1ésions de stockage en France.
Aux Etats-Unis, la Food Drug Administration (FDA) requiert un critére supplémentaire : un
CGR est considéré conforme si son recovery in vivo est supérieur a 75% dans les 24 heures
suivant la transfusion [113], c'est-a-dire si moins de 25% des globules rouges sont ¢liminés de
la circulation 24 heures apres la transfusion.

En plus des gold-standards utilisés actuellement, I'é¢tude de paramétres donneurs-dépendants
sur le sang frais, comme la fragilit¢ osmotique, permettrait d'adapter la stratégie
transfusionnelle. Si I’on dépiste une fragilité osmotique augmentée chez un donneur, le CGR
correspondant pourrait étre stocké pour une durée plus réduite ou serait a éviter chez des
populations a risques (nouveau-nés par exemple). Il serait intéressant de trouver un marqueur
pertinent, représentatif des Iésions de stockage et facilement réalisable en routine au laboratoire
afin d’optimiser le stockage et la prise en charge du patient. Le test de fragilité osmotique
semble remplir ces différents critéres.

Cette idée d'introduire le test de fragilité osmotique comme test de routine dans les banques de
sang, a déja été proposée par Danon en 1964 [81].

Avant de présenter nos manipulations, nous allons décrire I’impact potentiel des 1ésions de
stockage sur la qualité des CGR ainsi que sur I’efficacité transfusionnelle.
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V. Impact des lésions de stockage [21, 33, 114]

Nous avons décrit les principales 1ésions touchant les érythrocytes au cours de la conservation
des CGR. Il est légitime de se poser la question de I'impact de ces 1ésions sur la qualité des
CGR et sur l'efficacité transfusionnelle ainsi que sur l'apparition d'éveénements indésirables
transfusionnels. La plupart des données de la littérature exposent I'hypothése suivante : les
Iésions de stockage pourraient étre impliquées dans une baisse d'efficacité transfusionnelle
(viabilité pré et post-transfusionnelle) ainsi que dans des éveénements indésirables post-
transfusionnels.

1. Efficacité de la transfusion

a) Viabilité des globules rouges : hémolyse pré-transfusionnelle et post-
transfusionnelle [21]
On consideére que les 1ésions de stockage seraient responsables d’environ 20 a 30 % de
I’¢limination des globules rouges de la circulation 24 heures apres la transfusion. En effet, des
hématies sénescentes s'accumulent progressivement au cours du stockage et toutes ne seront
pas hémolysées avant la fin du stockage. Les hématies concernées seraient hémolysées puis
¢liminées de la circulation dans 1'heure suivant la transfusion. Nous pouvons de ce fait supposer
que cette élimination rapide des globules rouges peut jouer sur l'efficacité de la transfusion.

De plus, un homme sain élimine environ 1x10'° érythrocytes par heure, ce qui correspond
environ a 1 mg de fer destiné a la phagocytose. Si 25% des globules rouges d'une unité¢ de CGR
sont éliminés en une heure, cela correspondrait environ a 60 mg de fer destiné a la phagocytose.
La quantité de fer devant étre prise en charge augmente ainsi de 60 fois. Nous pouvons aisément
comprendre que cela submergerait les systémes de clairance du fer, ce qui conduirait a une
surcharge en fer (fer intracellulaire, fer non li¢ a la transferrine en circulation) [115].

Les conséquences potentielles de I'hémolyse pré et post-transfusionnelle pourraient étre en lien
avec la surcharge en fer et l'accumulation de potassium dans le surnageant (état pro-
inflammatoire, défaillance d'organes...) notamment dans certaines situations comme chez les
insuffisants rénaux, les nouveau-nés, lors de transfusions massives [115].

b) Impact des microvésicules [116, 117]
Physiologiquement, plus de 10° microvésicules/mL sont en circulation chez un homme sain.
Un CGR stocké peut contenir une quantité significative de microvésicules étant donné que leur
concentration dans le surnageant peut augmenter jusqu'a vingt fois a la fin du stockage. Nous
pouvons donc supposer qu'une partie de ces microvésicules sont présentes dans la circulation
chez le receveur, se traduisant par des perturbations post-transfusionnelles.
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» Thrombogénicité

Les microvésicules expriment la phosphatidylsérine (PS) a leur surface, or il est maintenant
bien établi que la PS a un réle thrombogénique.

L’expression de la PS modifie la charge membranaire. Normalement neutre, elle devient
négative, offrant ainsi un site d’ancrage pour les complexes enzymatiques de la coagulation. La
PS favorise I’activation de la tenase et de la prothrombinase, activant de ce fait la cascade de la
coagulation et se traduisant par la génération de thrombine. De plus, la PS favorise 1'activité du
facteur tissulaire, le principal initiateur de la voie extrinséque de la cascade de coagulation.
Ainsi, I’expression de la PS pourrait favoriser des états thromboemboliques.

Le stockage des CGR étant associée a une augmentation significative du nombre de
microvésicules, cela pourrait favoriser un état pro coagulant avec des manifestations
thromboemboliques.

» NO : agrégation plaquettaire, dommages oxydatifs

En conditions normales, le NO ne peut pas réagir avec 1'hémoglobine contenue dans les
érythrocytes car il n'arrive pas a diffuser a travers la membrane érythrocytaire. A l'inverse, le
NO diffuse facilement a travers la membrane des microvésicules.

L'hémoglobine libre provenant de 1'hémolyse ainsi que I'hémoglobine provenant des
microvésicules vont réagir avec le NO et diminuer sa biodisponibilité. Or le NO est un puissant
vasodilatateur, a un pouvoir antioxydant et inhibe I'agrégation plaquettaire.

En transfusant un CGR contenant une quantité significative de microvésicules, la conséquence
post-transfusionnelle pourrait étre une dérégulation des fonctions endothéliales ainsi que des
défaillances d'organes (ischémie) [56].

» Inflammation : [55, 117-123]

Les microvésicules ont une activité pro-inflammatoire. En effet, elles stimulent les
polynucléaires neutrophiles et les activent. De plus, elles induisent la stimulation de cytokines
par les monocytes et les macrophages (interleukine 2, 6,7 et TNF-a) ainsi que les lymphocytes
T CD4-CDS8. Enfin, les MV interviennent aussi dans la médiation du complément et joueraient
un role dans le TRALI (Transfusion Related Acute Lung Injury).

¢) Morphologie et rhéologie des globules rouges [56, 124, 125]
Au cours du stockage, la morphologie et la rhéologie des globules rouges sont modifiées, ils
sont moins déformables, leur viscosité est augmentée. Suite a ces altérations, nous pouvons
supposer que les globules rouges deviennent moins efficaces méme si la littérature considére
que leur capacité a délivrer I’oxygeéne aux tissus est conservée.

Une autre conséquence de I’altération morphologique (ratio surface/volume diminué) serait la
rétention splénique. En effet, la morphologie et le ratio S/V sont des critéres importants dans la
rétention splénique et donc dans la capacité de recirculation des érythrocytes. La capacité des

50



globules rouges a se déformer dépend de trois paramétres: le ratio S/V, la viscosité
cytoplasmique et la déformabilité membranaire.

Dans une étude de Safeukui [124], la perte de 18% de la surface érythrocytaire, correspondant
a un ratio S/V diminué de 27%, conduit a une plus grande séquestration splénique (figure 25).

3100 7 5

{3 80 - ”

S 60 :

5

© 40 -

§ 2013

g i | | r]=0‘95:p<10.00011
0 4 8 12 16 20 24 28

Surface area loss (%)

Figure 25 : Perte de surface et rétention splénique [124]

De plus, la fragilité osmotique est augmentée a la fin du stockage des CGR. Les érythrocytes

sont de ce fait moins résistants face a un stress osmotique et plus enclin a ’hémolyse (figure
26).
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Figure 26 : Perte de surface et MCF [124]
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2. Impact clinique des lésions de stockage des CGR

a) Effets indésirables receveur (EIR) liés aux lésions de stockage [2, 126, 127, 128]

> Définition et épidémiologie de ’EIR
Un EIR correspond a I’apparition au cours ou au décours d’une transfusion, de manifestations
cliniques ou d’événements inattendus, inexpliqués par la pathologie du patient. Les EIR
impliquent tous les types de PSL et doivent étre déclarés a I'hémovigilance.

Les EIR peuvent étre immédiats, avec la plupart du temps des manifestations cliniques dans les
8 jours suivant la transfusion (le plus souvent dans les 24 heures), ou retardés (apparition au-
dela de 8 jours) avec un diagnostic essentiellement biologique.

Une fois l'enquéte d'hémovigilance terminée, les EIR sont classés selon leur garde de sévérité
et leur niveau d’imputabilité :

- Grades de sévérité : 1 (non sévere), 2 (sévere), 3 (menace vitale immédiate), 4 (déces)

-Niveaux d’imputabilit¢ : NE (non-évaluable, données insuffisantes), O (imputabilité
improbable), 1 (imputabilité possible), 2 (imputabilité probable), 3 (imputabilité certaine).

Les EIR peuvent étre classés selon le mécanisme physiopathologique :

- Immunologique : allo-immunisation, incompatibilit¢ immunologique, allergie, Transfusion
Related Acute Lung Injury (TRALI), purpura post-transfusionnel (PPT)

- Surcharge vasculaire : cedémes pulmonaires de surcharge, TACO (Transfusion Associated
Circulating Overload) également appelé cedéme pulmonaire de surcharge

- Etiologie infectieuse : contamination du PSL par un micro-organisme (bactérie, virus)

-Autres causes : réaction fébrile non hémolytique, hémosidérose post-transfusionnelle,
surcharges citratée et potassique en cas de transfusion massive

D’apres les données 2018 de I’ANSM [2], les EIR d’imputabilités probables ou certaines sont
par ordre de fréquence : les allo immunisations (62%), les allergies (13%), les réactions fébriles
non hémolytiques (RFNH 10%), les cedémes pulmonaires de surcharge (TACO 5%), les
incompatibilités immunologiques (4%), les cedémes pulmonaires Iésionnels (TRALI 0,2%).
Les infections bactériennes transmises par transfusion ainsi que les séroconversions virales sont
tres rares.

L’incidence des EIR est de 293 pour 100 000 PSL cédés et de 169 EIR pour 10 000 receveurs.
La majorité des EIR (95%) est de grade 1. Dans le Nord Est, I’incidence des EIR est de 338
pour 100 000 PSL cédés.
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L’EIR le plus fréquent a la suite d'une transfusion de CGR est I’allo-immunisation isolée, suivie
de la RFNH, du TACO, de I’allergie, de I’incompatibilit¢ immunologique et du TRALI (figure
27).
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Figure 27 : EIR et CGR de 2013 a 2018 [2]

Concernant les déces imputables a la transfusion, leur incidence est de 0,23 déces pour 100 000
PSL cédés et de 0,13 déces pour 10 000 patients transfusés. Sur la période de 2013 a 2018, le
TACO représente la principale cause de déces, de 1’ordre de 63% (figure 28).
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Figure 28 : Déceés de 2013 a 2018 [2]
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Nous ne détaillerons que les EIR en lien avec les lésions de stockage, a savoir les réactions
d’hypersensibilité immédiate, la réaction fébrile non hémolytique, le TRALI, les surcharges
potassiques ainsi que les surcharges en fer.

» EIR d’origine immunologique

v' Allergie : réactions d'hypersensibilité immédiate [2, 128]

Les allergies sont pour la majorité de grade 1, avec une incidence de 4,6 pour 100 000 CGR.
Les manifestations allergiques surviennent pendant ou dans les 4 heures suivant la transfusion.

La physiopathologie reste mal connue, elle résulte de facteurs propres au donneur, au PSL et
au receveur. Elle peut étre liée a 3 mécanismes :

- Dépendant du receveur : des anticorps présents chez le receveur vont réagir avec un allergéne
contenu dans le PSL, pouvant provenir soit de la poche, soit du processus de prélévement ou
encore d’un médicament (anticorps anti-pénicilline).

- Dépendant du donneur : présence dans le PSL d'anticorps ou de lymphocytes provenant d'un
donneur sensibilisé.

- Dépendant du PSL : présence de médiateurs accumulés au cours de la conservation du PSL,
comme |’histamine, la bradykinine, des cytokines, susceptibles de déclencher une réaction chez
le receveur.

v’ Transfusion Related Acute Lung Injury (TRALI): [’cedéme Iésionnel post-
transfusionnel [2, 5, 6, 129, 130]

L’incidence du TRALI est de 0,66 pour 100 000 PSL et 0,39 pour 10 000 patients transfusés.
Le TRALI concerne la transfusion de CGR le plus souvent (figure 27).

L’cedeme 1ésionnel post-transfusionnel est un cedéme pulmonaire 1ésionnel et inflammatoire,
qui provoque des lésions au niveau des capillaires pulmonaires suite a 1’activation de
leucocytes.

» Mécanisme physiopathologique : un mécanisme receveur dépendant associé a un
mécanisme donneur dépendant.

- Mécanisme receveur-dépendant : le receveur est soumis a des conditions pro-inflammatoires
ou agressives (hémopathies sous chimiothérapie, transfusion massive, circulation
extracorporelle, chirurgie cardiaque, sepsis, polytraumatisme), provoquant une réponse
inflammatoire systémique. Cette réponse inflammatoire se traduit par une libération accrue de
cytokines ainsi qu'une activation de l'endothélium pulmonaire. Les polynucléaires neutrophiles
vont alors adhérer aux capillaires pulmonaires et vont étre "séquestrés", on parle de leucostase.

54



-Mécanisme donneur-dépendant : il est di a la présence dans le PSL de composants qui vont
réagir avec les antigénes du receveur. Il peut s'agir soit d'un conflit immunologique entre des
anticorps du donneur (anti-neutrophiles, anti-HLA de classe 1 ou II) et les antigénes
correspondants du receveur, soit de la présence de lipides bioactifs (lysophosphatidylcholines)
ou de cytokines pro inflammatoires accumulés dans le PSL au cours du stockage.

Ces composants amenés par la transfusion vont activer les polynucléaires qui vont se dégranuler
et ainsi libérer leur contenu granulaire, a savoir des radicaux oxydants et des enzymes. Ceci va
aboutir a des 1ésions endothéliales des capillaires et de la membrane alvéolaire, ainsi qu'un
exsudat alvéolaire, se traduisant par l'apparition d'un cedéme.

Les manifestations cliniques surviennent moins de 6 heures apres la fin de la transfusion, le
plus souvent dans les deux heures, avec la survenue brutale d'un syndrome de détresse
respiratoire aigu (Acute Lung Injury).

v Réaction fébrile non hémolytique (RFNH) [2, 126, 127]

Le plus souvent de grade 1 (97,6% des cas), I’incidence est de 18,2 pour 100 000 CGR cédés.
Elle est provoquée par la présence de cytokines dans les PSL, secondairement a I'accumulation
de leucocytes au cours de leur conservation.

Les manifestations cliniques sont mineures, avec 1’apparition de fiévre (supérieure a 38°C et
augmentation d’au moins 1°C de la température pré-transfusionnelle) et/ou frissons au cours ou
dans les heures suivant la transfusion.

v' Réaction transfusionnelle hypotensive [2, 132]

» Meécanismes physiopathologiques :

- Accumulation de bradykinine résultant du filtre utilisé lors de la transfusion, chez les patients
traités par inhibiteur de I’enzyme de conversion de 1’angiotensine ou présentant des anomalies
du métabolisme de la bradykinine

- Présence de cytokines contenues dans un PSL

- Vasodilatation réflexe lors de D’administration du PSL, notamment chez les patients
en état d’hypovolémie ou de vasoconstriction

» Clinique : le plus souvent au cours des 30 premicres minutes au décours de la
transfusion

- Chute d’au moins 30mm Hg de la pression artérielle systolique et/ou diastolique ou baisse de
20%

- + des signes liés a I’hypotension : dyspnée, angoisse, hypothermie, sueurs, tachycardie,
marbrures, perte de connaissance, nausée et vomissements. Peut aller jusqu'a 1'état de choc
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» Surcharge en fer [2, 126, 127] : hémochromatose post-transfusionnelle (hémosidérose
post-transfusionnelle)

Concerne en grande majorité les sujets polytransfusés et les transfusions au long cours (anémie
chronique par exemple). Les organes cibles de la surcharge en fer sont le cceur, le foie, les
glandes endocrines et provoque des atteintes cardiaques, hépatiques et endocriniennes. Le
diagnostic se base sur deux ferritinémies supérieures a 1000 ng/mL, a trois mois d'intervalle,
aprés la transfusion d’au moins vingt CGR (hors contexte inflammatoire, infectieux ou
métabolique aigu ou chronique).

» Surcharge potassique [2]

La surcharge est un incident peu fréquent, pouvant induire une hyperkaliémie notamment lors
de transfusions massives, en présence de facteurs favorisants (insuffisance rénale séveére) et
pouvant se traduire par des troubles cardiaques (onde T pointue a 1'¢lectrocardiogramme)

b) Lien entre la durée de stockage des CGR et ’'impact clinique des lésions de
stockage
L’impact clinique des 1ésions de stockage reste actuellement trés controversé. De nombreuses
¢tudes se sont intéressées au potentiel effet délétere de la transfusion de CGR agés par rapport
a des CGR plus frais. Généralement, les CGR sont considérés « jeunes » s’ils sont stockés
depuis moins d’une semaine et les CGR sont considérés « agés » s’ils sont stockés depuis plus
de trois semaines.

Dans la littérature, plusieurs populations sont étudiées : les patients en réanimation, en soins
intensifs ou encore en chirurgie cardiaque. Les paramétres pris en compte sont la mortalité et
la morbidité (défaillance d’organes, durée de séjour, complications infectieuses).

Certaines études montrent un lien significatif entre la durée de stockage des CGR et la survenue
de complications (morbidité¢, mortalité). Autrement dit, les CGR conservés plus longtemps
seraient moins sécuritaires pour les patients. C’est la conclusion des études suivantes :

- Lien entre la durée de conservation et la morbidité [133]
- Lien entre la durée de conservation et les infections chez les traumas séveéres [134]

- Lien entre la durée de conservation et les complications post-opératoires, la mortalité et la
durée d’hospitalisation en chirurgie cardiaque [135, 136]

- Lien entre la durée de conservation et la mortalité : plus les CGR sont agés, plus il y a un
risque de mortalité [137, 138]

D’un autre c6té, plusieurs études randomisées récentes ne montrent aucun avantage a utiliser
des CGR jeunes par rapport a des CGR agés [139, 140, 141], tant au niveau de la morbidité que
de la mortalité. Plusieurs méta-analyses vont dans le méme sens [142, 143, 144].
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Les données de la littérature sont donc controversées, méme si de nombreuses études cliniques
se veulent rassurantes. Il n’existe aucun consensus a I’heure actuelle sur l'avantage ou
l'inconvénient de transfuser du sang a4gé par rapport a du sang conservé moins longtemps.

Une question se pose encore : est-il plus sécuritaire d’utiliser des CGR frais plutot que des CGR
ages ?
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PARTIE II1 : ETUDE DE LA FRAGILITE
OSMOTIQUE DES CGR AU COURS DU
STOCKAGE

Objectifs

Les I¢ésions de stockage et leur appréciation restent une véritable problématique dans la
gestion des CGR ; leur évaluation ne repose que sur le taux d’hémolyse actuellement, or,
comme nous venons de le discuter, 1’évaluation de la fragilité osmotique des globules rouges
dans la poche peut avoir un intérét, d’autant qu’un certain nombre de mécanismes impliqués
dans la survenue de ces lésions impactent cette méme fragilité osmotique.

Le CHRU dispose, par un partenariat avec SD Innovation, d’un appareil de nouvelle génération
d’étude de la fragilité osmotique, Osmocells®.

Ainsi, ce travail vise a évaluer I’impact de la production de CGR ainsi que de la conservation
sur la fragilité osmotique afin de discuter sa place éventuelle dans I’évaluation de la qualité des
CGR.

Ce travail a été réalisé en partenariat étroit avec I’EFS-LC, SD Innovation et le CHRU de
Nancy.
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I.

Matériels et méthodes

1. Population étudiée

L’étude compléte a été réalisée sur 9 CGR et 9 tubes EDTA provenant de 9 donneurs sains
de I’EFS de Nancy. Il s’agit de dons non-thérapeutiques réalisés avec I’accord écrit du donneur.
SD-Innovation a assumé la prise en charge financiére de toutes nos commandes a I’EFS.

Les dons de sang sont anonymes et I’anonymat est respecté dans le cadre de cette étude. Seuls
I’age, le sexe et le groupe sanguin nous ont ét¢é communiqués. Les tubes et les CGR sont
étiquetés avec un numéro d’anonymat.

L’étude a initialement commencé en février (deux séries de 5 CGR) puis a été interrompue en
mars en raison de 1’épidémie COVID-19 (arrét de toutes les analyses non urgentes dont la
recherche réalisée par I’EFS). Nous avons pu reprendre les expérimentations en aolt (2 séries,
9 CGR) mais avons tout de méme intégré au manuscrit les résultats partiels des deux premieres
séries réalisées en mars 2020, a savoir les résultats a JO et J1 du stockage.

2. Production de CGR par ’EFS

En raison du faible volume de sang nécessaire a I’analyse, trois poches stériles de 20 mL ont
¢été produites par I’EFS a partir de la poche initiale (CGR) prélevée chez le donneur (figure 29).
Pour chaque donneur, un tube EDTA a été prélevé en paralléle le jour du don (figure 30). Les
CGR ont ensuite été stockés a I’EFS dans les conditions réglementaires, a savoir entre +2° et
+6°. A noter que la qualification biologique n’a pas été réalisée sur les tubes EDTA compte-
tenu du délai de réalisation trop court entre le prélévement et nos manipulations.

, | -

Figure 29: Poches de 20 mL
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Figure 30 : Tube EDTA avec numéro d'anonymat

3. Protocole et présentation de I’Osmocells®.

a) Protocole
La fragilité osmotique est étudiée avec I’Osmocells® au laboratoire d’hématologie du CHRU
de Nancy, a JO sur le tube EDTA, J+1, J+20 et J+40 sur le CGR correspondant.

> Matériel nécessaire :
- Osmocells® (figure 31)

Figure 31 : Osmocells®

- Membrane semi-perméable (référence OS-ELEC-20, SD Medical, figure 32)

g

Figure 32 : Membrane semi-perméable
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- Electrode (référence OS-ELEC-20, SD Medical, figure 33)

Figure 33 : Electrode

- Bécher, éprouvette graduée, barreau aimanté

- Eau stérile

- NaCl 0,9%

- Echantillon patient : tube EDTA ou CGR a J0/J20/J40 de stockage

La calibration de I’automate est nécessaire avant chaque série mais également aprés tout
changement d’¢lectrode et de membrane. Pour cela, il faut remplir 90 mL d’eau stérile dans un
bécher, y placer 1’¢électrode puis ajouter 160uL. de NaCl 0,9% et lancer I’acquisition de la
mesure. Le matériel doit étre nettoyé entre chaque analyse avec de 1’eau distillée.

L’échantillon du donneur (tube EDTA ou poche de 20 mL) est dilué au 1/40°™ de la fagon
suivante : 10puL de sang du patient introduit dans 390 pL de NaCl 0,9%.

Pour lancer I’analyse, il faut remplir un bécher de 90 mL d’eau stérile, 160uL de 1’échantillon
dilué du patient est introduit dans la membrane puis 1’acquisition de la mesure est lancée.

b) L’Osmocells®
L’Osmocells® (figure 34) est un automate semi-automatique développé et commercialisé par
SD Innovation, qui permet d’évaluer la résistance membranaire des globules rouges a
I’hémolyse face a un stress osmotique.
Le principe de I’Osmocells® est de mesurer la résistance/fragilité osmotique des hématies lors
de la diminution progressive de la concentration saline de 1’échantillon contenant les globules
rouges (concentration isotonique au début de 1’analyse).
La membrane semi-perméable permet la diffusion des ions dans I’eau stérile, ce qui provoque
une diminution de I’équilibre isotonique avec modification de la pression osmotique. Les pores
des érythrocytes vont alors s’ouvrir, les globules rouges vont gonfler puis hémolyser, en libérant
de I’hémoglobine dans le milieu extracellulaire.
La concentration saline de I’eau stérile est déterminée grace a 1’¢électrode qui mesure en continu
la variation de conductance ; la concentration saline de la membrane est ainsi extrapolée. La
transmission optique (laser a 700-850 nm) permet de mesurer la transmission lumineuse et de
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déterminer I’indice de réfraction des globules rouges, indice qui diminue lors de I’augmentation
de la transmission lumineuse (hémolyse des érythrocytes). L'analyse dure environ dix minutes.
Trois parameétres sont calculés : I’hémolyse initiale, I’hémolyse maximale et I’hémolyse finale.
L’hémolyse maximale correspond a la MCF, la concentration en chlorure de sodium
responsable de 50% d’hémolyse.

= ¢ - | Semi-permeable membrane [T ( ) [
o | P
i "f Red blood cells | & |
' .1, N Laser + photoelectric sensor .*—:'—j)v:—)‘
L .~ — Isotonic solution (NaCl 9 glL) "31 {’
Sterile water
— — Magnelic slirring bar —
Beaker
=0 min t=xmin
Laser beam = lon loss

Figure 34 : Schéma de ’Osmocells® [63]

Les méthodes décrites dans la littérature pour étudier la fragilité osmotique au cours du stockage
utilisent des hémolyses brutales, a la différence de I’Osmocells® qui provoque une hémolyse
progressive. Cet automate apporte plusieurs avantages par rapport aux méthodes décrites
précédemment :

v L’analyse ne nécessite qu’une faible quantité de sang (10uL)

v' Gain de temps : méthode automatisée et rapide. Les résultats sont obtenus en
seulement 10-15 minutes. Analyse facilement réalisable en laboratoire de routine.

v Gain de précision par rapport aux autres techniques :

- Du point de vue des courbes d’hémolyse : les anciennes méthodes n’utilisent pas
beaucoup de points de mesure pour tracer les courbes d’hémolyse (les premicres
méthodes utilisaient du papier millimétré), I’hémolyse pouvait méme étre déterminée
visuellement.

- Du point de vue du suivi de ’hémolyse du globule rouge. En effet, la dialyse permet
une diminution progressive de la tonicit¢ du milieu, [’érythrocyte gonfle
progressivement jusqu’a atteindre le volume critique puis éclater. L’hémolyse est
enregistrée en continu en fonction de la concentration de NaCl jusqu’au point de rupture
du globule rouge. L’Osmocells® permet d’obtenir 1’hémolyse initiale, ’hémolyse
maximale (MCF) et ’hémolyse finale.
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Les résultats apparaissent sous forme de courbe d’hémolyse en fonction de la

concentration de NaCl au cours du temps (figure 35).

Informations patient
Nom du patient :
ID Patient :

ID échantillon :

Informations sur la membrane :

Mesure Analyse

61202403588 61202403588
61202403588

j40-2

Calibration

Date: 21/09/2020
Eau pure: 360
Eau salée: 2757

Statut: A jour

Résultats
Date: 21/09/2020 15:33:31
Durée: 10:00 min:s
Hémolyse initiale : 7,43 g/L (01:23 min:s)
Hémolyse maximale : 5,59 g/L (03:23 min:s)
Hémolyse finale : 4,46 g/L (05:03 min:s)

oL

Graphique temporel

Graphique de concentration

100

i
= Transmittance (%)

Concentration (g/l)
—— Derivative (%) |

|

7549

Transmittance (%)
w
=]

04

00:00:00

00:05:00
Temps (h:min:s)

9 100 |
= Transmittance (%)
Hémolyse
finale
754
L6
2|z ,
2y Hémolyse
2 5 .
Eoge maximale
g £
| F
L3
25
Hémolyse
initiale
0 0
g 3 0

Concentration (glL)

Figure 35 : Courbes d’hémolyse de I’Osmocells®

La partie gauche de la figure 34 illustre le graphique temporel qui comprend 3 courbes : une
courbe jaune qui correspond a la concentration en NaCl mesurée par conductance, une courbe
rouge qui correspond a la transmission lumineuse et une courbe rose qui correspond a une
dérivée. Le graphique de concentration (partie droite) illustre la courbe d’hémolyse qui
correspond au pourcentage d’hémolyse en fonction de la concentration en NaCl.
Les hémolyses initiales, maximales et finales correspondent respectivement a la concentration
de NaCl responsable de 4%, 50% et 96% d’hémolyse des globules rouges.

Dans une ¢étude préliminaire de preuve de concept, les valeurs de référence de la résistance
osmotique ont été réalisées sur 40 donneurs sains (tableau VI) [63].
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Tableau VI: Valeurs de références issues de 1'étude d’apres [63]

Valeurs de référence Concentration en NaCl (g/L)
Hémolyse initiale 4,41-5,19*
Hémolyse maximale (MCF) 3,95-4,83*
Hémolyse finale 3,12-4,13*

* Ces valeurs étant issues d’une étude pilote et sont donc données a titre indicatif, les bornes de
référence sont susceptibles en effet d’avoir évolué (nombreuses calibrations et mises a jour
logicielles de 1’automate) d’autant plus que les méthodes de calculs se sont affinées depuis cette

¢tude.
¢) Planning des manipulations (tableau VII)

Tableau VII: Planning des manipulations

Nombre de JO J1 J20 J40
poches
(CGR)
Premiére série 5 26/02 27/02  Annulé* Annulé*

11/03 12/03 | Annulé* | Annulé*

5
3 12/08 13/08 01/09 21/09
6 2/09 3/09 22/09 12/10

Deuxiéme série
Troisieme série
Quatrieme série

* Les J20 et J40 des deux premicéres séries n’ont pas pu étre réalisés en raison des conditions

sanitaires liées au COVID-19 (arrét des analyses non prioritaires par I’EFS).
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II. Résultats

1. Caractéristiques des donneurs (tableau VIII)
Tableau VIII : Caractéristiques des donneurs

CGR Age Sexe Groupe sanguin Hémoglobine
(années) (g/dL)

N°2 24 Femme A+
D+ C+ E- c- e+ K-

N°4 43 Homme O+
D+ C+ E+ ¢+ e+ K-
D+ C+ E- c- e+ K-

N°8 23 Homme A+ 15,2
D+ C+ E- c- e+ K-

N°10 51 Homme A+ 16,9
D+ C+ E- c- e+ K-

N°12 49 Homme O+ 14,5
D+ C+ E- ¢c- et+ K-

N°14 23 Femme O+ 13,2
D+ C+ E- ct+ et K-

N°16 25 Femme A+ 13,3
D+ C+ E+ ¢+ e+ K-

O+

D+ C- E+ ¢ct+ e+ K-
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Les caractéristiques des donneurs sont représentées dans le tableau ci-dessus (tableau VIII). La
médiane d’age des donneurs de notre étude est de 25 ans. Les hommes représentent 53% des
dons contre 47% de femmes. L’hémoglobine médiane est de 14,3 g/dL (15,2 g/dL chez les
hommes vs 13,4 g/dL chez les femmes).

Les répartitions des groupes sanguins ABO ainsi que les phénotypes RH 1 (D) et KEL 1 (figures
36 et 37) sont représentées sur les figures ci-dessous :

Groupes sanguins ABO des Phénotypes RH1(D) des donneurs
donneurs

»

= Groupe A = Groupe B
m Groupe AB = Groupe O m D+ mD-

Figure 36: Groupes sanguins et phénotypes RH 1 (D) des donneurs

Phénotypes KEL1 (K) des donneurs

m K+ mK-

Figure 37 : Phénotypes KEL1 (K) des donneurs
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La répartition détaillée des phénotypes Rhésus 1 a 5 est détaillée ci-dessous (figure 38) :

Phénotypes RH 1 a 5 des donneurs

\

eD+C+E-c-e+ mD+CH+E-ctet mD+C+HE+ctet
mD-C-E-ctet mD+C-E+ctet

Figure 38: Phénotype Rhésus (1 a 5) des donneurs

Les donneurs sont représentatifs de la population générale. En effet, la population générale est
composée a 45% de groupe A, 43% de groupe O, 9% de groupe B, 3% de groupe AB et la
majorité des individus sont RH :1 (85%) et KEL : -1 (91%). Les phénotypes les plus courants
du systéme Rhésus sont par ordre de fréquence les suivants : D+, C+, E-, ¢+, e+ ; D+, C+, E-,
c-, et ; D+, C+, E+, ¢+, et ; D-, C-, E-, ct+, et ; D+, C-, E+, ct, et.
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2. Résultats

a) Fragilité osmotique des tubes EDTA a J0 (tableaux IX)

Tableau IX: Fragilité osmotique des tubes EDTA a J0 (n=19)

Hémolyse Hémolyse Hémolyse
initiale (g/L) maximale finale (g/L)
(MCEF, g/L)

EDTA n°
EDTANS 6% | 3e1 | 304

|
|

-mﬁ

EDTA n°19
Meédiane toutes séries




b) Fragilité osmotique des CGR a J+1 (tableaux X et XI)

Tableau X: Fragilité osmotique des CGR a J+1 (n=19)

Hémolyse = Hémolyse = Hémolyse finale

initiale maximale (g/L)
(g/L) (MCF,
g/L)

CGR 2
CGR o4
__Médiane 1 série | 6,51 | 495 | 423

CGR n°7
CGR n°9 69 | 509 | 424

__Médiane 2™ série | 696 | 521 | 44

Meédiane toutes séries

Ecart-type 0,55 0,24 0,23

Tableau XI : Variation de I’hémolyse osmotique J0 vs J1 (n=19)

Hémolyse Hémolyse maximale Hémolyse
initiale (g/L) (MCF, g/L) finale (g/L)

Médiane J1
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Nous observons une augmentation des trois parametres (hémolyse initiale, hémolyse maximale
et hémolyse finale) a J+1, c¢’est-a-dire une augmentation de la fragilité osmotique a I’issue du
processus de préparation des CGR. L’hémolyse initiale semble étre la plus impactée parmi les
trois parametres d’hémolyse.

A noter que la troisiéme série ne semble pas impactée car nous n’observons pas de variation
entre JO et J+1. Nous discuterons de ces résultats dans la partie discussion.

¢) Fragilité osmotique des CGR a J+20 de stockage (tableaux XII)

Tableau XII: Fragilité osmotique des CGR a J+20 (n=9)

Hémolyse Hémolyse Hémolyse
initiale maximale finale (g/L)
(g/L) (MCF, g/L)

| |
| |

CGR n°17

imm_izm
| |
Médiane séries3etd | 691 | 494 | 394

Ecart-type 0,37 0,23 0,23
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d) Fragilité osmotique des CGR a J+40 de stockage (tableaux XIII, XIV et XV)

Tableau XIII: Fragilité osmotique des CGR a J+40 (n=9)

Hémolyse Hémolyse Hémolyse
initiale maximale finale (g/L)
(g/L) (MCEF, g/L)

CGR n°12
__ Médiane 3™ série | 696 | 514 | 394
CGR n°15
CGR n°17

CGR n°19 ﬁ-
Médiane séries 3 et 4

Ecart-type 0,48 0,18 0,22

» Résumé des données de la troisiéme et de la quatriéme série (n=9, tableau XIV)

Tableau XIV : Résumé des résultats de la troisieme et de la quatriéme série

Hémolyse Hémolyse Hémolyse finale
initiale maximale (MCF, (g/L)
(g/L) g/L)

Médiane J1
Médiane J40

im-iz--_
|

AJ20040(%) 98 63 | 33

A J1/J40 (%) 14,8 4,4 -1




Nous avons résumé les variations des différentes hémolyses des 4 séries dans le tableau ci-
dessous (tableau XV) :

Tableau XV : Résumé des résultats des séries

Hémolyse initiale Hémolyse maximale Hémolyse finale (g/L)
(g/L) (MCF, g/L)

Jo J1 J20 J40 JO J1  J20 J40 JO J1 J20 J40
Médiane | 5,15 6,51  / /13,09|495  / /12,5114.23| / /
1%r¢ série
Médiane 6,35 6,96 / /4,63 5,21 / /4,02 44 )/ /
28me gérie
Médiane | 6,13 6,24 7,06 6,96 4,87 4,81 4,98 5,14 |4,15 4,1 4,12 3,94
3éme gérie
Médiane 6,15 7,12 6,76 7,74 4,775 5,23 491 536 4,03 427 3,89 4,16
4%me gérie

e) Variation de I’hémolyse au cours du stockage

» Hémolyse initiale (figure 39)

NaCl
(gL)
8

7,5
7
6,5
6
5,5
5
4,5
4

Hémolyse initiale (g/L) en fonction du temps de stockage

JO

—Série 1

J1

—Série 2

J20

Série 3 == Séric 4

J40

Figure 39 : Evolution de I'hémolyse initiale au cours du stockage
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» Hémolyse maximale (figure 40)

2?8 Hémolyse maximale (g/L) en fonction du temps de stockage

7
6,5
6
5,5
5 /\/
/
4,5
4

3,5

JO J1 120 J40

e SErie | e Séric 2 Série 3 e Séric 4

Figure 40 : Evolution de I'hémolyse maximale au cours du stockage

» Hémolyse finale (figure 41)

2?8 Hémolyse finale (g/L) en fonction du temps de stockage

6
5,5

5
45

\ ’A\ .

35

3
2,5

2
JO I 120 J40

e SEriE | e Série 2 Série 3 e Sériec 4

Figure 41 : Evolution de I'hémolyse finale au cours du stockage
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» Cas particulier de I’hémolyse maximale (MCF)

Les données de la littérature utilisent la MCF comme paramétre pour étudier la fragilité
osmotique au cours du stockage des CGR. Nous avons ainsi détaillé nos données concernant la
MCEF pour chaque série (figures 42, 43, 44 et 45).

S

w

N

[N

MCF n°1 MCF n°2 MCF n°3 MCF n°4 MCF n°5
® Tubes EDTAJO ®CGRJ+1

Figure 42 : Evolution de 1a MCF a JO vs J1 de la premiére série

MCF n°6 MCF n°7 MCF n°8 MCF n°9 MCF n°10
®mTubes EDTAJO ®mCGR J+1

Figure 43 : Evolution de 1a MCF a JO vs J1 de la deuxieme série
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5,6

5,4

5,2

(%]

4,

(o]

4,

[9)]

4,

IS

MCF n°11 MCF n°12 MCF n°13

4,2

B Tubes EDTAJ0 ®CGRJ+1 ®CGRJ+J20 ®CGR J+40

Figure 44 : Evolution de 1a MCF de la troisiéme série

o|| | || |‘ | |‘

MCF n°14 MCF n°15 MCFn°16 MCFn°17 MCFn°18 MCF n°19

N

w

N

[N

B Tubes EDTAJ0 ®mCGRJ+1 mCGRJ+20 mCGR J+40

Figure 45 : Evolution de 1a MCF de la quatrieme série

Nous remarquons que la quatriéme série a la particularité de ne pas présenter une plus grande
MCF a J20 par rapport a J1, excepté pour le CGR n°14. Nous ne pouvons pas exclure un
probléme analytique.

Nos données des 4 séries montrent que la MCF varie au cours du stockage. En effet, elle
augmente progressivement aux différents temps du stockage. Certains CGR semblent surtout
étre impactés a J1 (des la sortie du plateau technique de préparation).
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Les courbes d’hémolyse des 4 séries sont représentées sur la figure ci-dessous (figure 46) :

Hémolyse (%) en fonction de la concentration en NaCl (g/L)

- )20

— J40

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Figure 46 : Courbes d'hémolyse en fonction du stockage

On observe un décalage des courbes d’hémolyse (JO vs les autres temps de stockage) vers la

gauche, signe d’une plus grande fragilité osmotique.
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I11.

Discussion

Pour étudier la fragilit¢ osmotique des CGR au cours du stockage, nous avons utilisé plus
particuliérement les données de 1’hémolyse maximale (MCF) obtenues avec 1’Osmocells®,
¢tant donné que la majorité des données de la littérature utilisent également ce parameétre pour
¢tudier la fragilité¢ osmotique. Pour rappel, plus elle est élevée, plus les érythrocytes hémolysent
a une concentration sodique ¢levée. En d’autres termes, une augmentation de la MCF est le
signe d’une plus grande fragilité osmotique érythrocytaire.

Nos résultats ont mis en évidence une plus grande fragilit¢ osmotique a J1 par rapport a JO
(excepté pour la troisieme série) mais aussi au cours du stockage. Il semblerait donc que le
processus de préparation influence la fragilité osmotique des globules rouges, de méme que le
stockage.

Cette partie sera axée sur une discussion autour des 1ésions issues de la préparation puis sur les
1ésions liées au stockage.

1. Lésions issues de la préparation

Les premiers résultats des manipulations ont mis en évidence une plus grande fragilité
osmotique des CGR le premier jour de stockage par rapport aux tubes EDTA le jour méme du
don. En effet, nous observons une variation de 8,3% entre les médianes MCF a JO et MCF a J1.
Méme si les milieux des tubes EDTA et des CGR ne sont pas strictement comparables, nous
pouvons supposer que les globules rouges deviennent plus fragiles a l'issue du processus de
préparation des CGR puisque leur fragilité osmotique est augmentée des leur sortie du plateau
de production de I’EFS. Cela nous laisse penser que les érythrocytes seraient impactés par le
processus de fabrication des CGR.

Cependant, la troisiéme série ne semble pas étre impactée par le processus de préparation étant
donné que nous n’observons pas de variation d’hémolyse entre JO et J1. Nous pouvons formuler
plusieurs hypothéses pour I’expliquer :

- Cela pourrait €tre di a un probléme analytique li¢ a la série

- Ou a une variabilité de préparation des CGR

- Ou encore a une variabilité de réponse des globules rouges. Cette hypothese parait peu
probable puisque les trois donneurs se comportent de la méme maniére a J1.

Plusieurs données de la littérature exposent le fait suivant : le processus de préparation des CGR
impacterait les érythrocytes. En effet, in vivo les globules rouges sont en équilibre avec leur
environnement. Dés la collection du don, le traitement ex vivo du sang total affecte tres
probablement les érythrocytes [145] étant donné que leur milieu extracellulaire se trouve
modifié [146].
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En effet, au cours des différentes étapes de préparation du sang en CGR, les globules rouges
sont soumis a de nouvelles conditions, telles qu’une modification de pH, une mise en
suspension dans la solution anticoagulante et dans la solution de conservation, une variation de
température ainsi qu’un stress mécanique (centrifugations), ce qui pourrait affecter la fragilité
d'une partie des érythrocytes [145].

L’hémolyse du sang total fraichement recueilli est normalement inférieure a 0,02% [147]. Pour
étre conforme a la réglementation, I’hémolyse des CGR doit étre inférieure a 0,8% a la fin du
stockage [4]. L'hémolyse augmente progressivement au cours du stockage mais d'aprés nos
résultats, elle pourrait également apparaitre au cours du processus de préparation des CGR suite
a une fragilisation des globules rouges. C'est I'hypothése de plusieurs auteurs de la littérature.

Au cours de chaque étape du processus de préparation des CGR, les globules rouges peuvent
étre exposés a un stress, notamment mécanique, qui pourrait altérer leur fonctionnalité et leur
intégrité, conduisant a leur hémolyse et a une déformabilité réduite [12, 147]. Prenons chaque
¢tape du processus de préparation et étudions leur impact potentiel sur la fragilisation des
globules rouges.

a) Variation de la qualité des dispositifs de prélevements [10, 148, 149]
L'hémolyse au cours de la préparation peut apparaitre du fait d'une mauvaise qualité des
dispositifs stériles notamment une rugosité anormale ou encore a cause de l'obstruction de
tubulures qui pourraient provoquer des lésions érythrocytaires voire a une hémolyse.

b) Solution anticoagulante [12, 150]
Le sang collecté est immédiatement mis en suspension dans une solution anticoagulante
(Citrate-Phosphate-Dextrose le plus souvent). Cette étape provoque les premiers changements
chimiques et biologiques du sang total. De plus, la mise en suspension peut provoquer un stress
mécanique. Il en est de méme pour la mise en suspension dans la solution de conservation.

¢) Centrifugation, séparation [10-12, 147-156]

» Hémolyse
Les globules rouges sont soumis a un stress mécanique au cours de la centrifugation a haute
vitesse de la poche de sang [12]. Ce stress peut fragiliser les globules rouges et causer
I'hémolyse des plus fragiles et des plus agés [147, 150].
Saini et al [11] ont mis en évidence que 1I'hémolyse des CGR a l'issue du processus de
préparation est supérieure a 1'hémolyse des CGR avant préparation (figure 47), ce qui illustre
la fragilisation des globules rouges au cours du processus de préparation des CGR. En effet,
I’hémolyse de 160 CGR varie de 38 a 54% entre JO (pré-préparation) et J1 (post-préparation).
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Figure 47 : Hémolyse pré et post-préparation des CGR [11]

Shastry et al [152] ont quant a eux montré que la force de centrifugation induit un stress qui a
un role significatif dans 1'hémolyse des globules rouges. En effet, I'hnémolyse a JO d'un CGR
ayant subi une plus forte vitesse de centrifugation est supérieure par rapport a des
centrifugations plus douces. La quantité de globules rouges endommagés pendant la
centrifugation dépend de la vitesse de rotation mais aussi de la durée [101].

» Déformabilité
Le stress mécanique peut également altérer la déformabilit¢é des CGR via des dommages
membranaires [147, 101, 153]. Dans la figure ci-dessous, Barshtein et a/ [13] a comparé la
déformabilité d'une poche avant préparation et d'une poche aprées préparation. Le décalage vers

la gauche de la courbe des CGR post-préparation indique un ratio d'élongation réduit (figure
48).

“e.RBC

Elongation Ratio

Figure 48 : Ratio d'élongation de CGR pré et post-préparation [13]
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d) Filtration
La filtration du sang n'aurait pas d'impact pas sur les érythrocytes car le stress induit ne serait
pas suffisant pour causer la lyse des globules rouges [10, 150].

e) Solution de conservation [10-12, 28]
Le SAG-M est ajouté rapidement apres 1'étape de séparation et de déleucocytation. Cette
exposition soudaine pourrait étre responsable de dommages et de lyse sur les populations les
plus fragiles de globules rouges, notamment a cause du changement d'osmolarité rapide (SAG-
M hyper osmotique [98]).

f) Variations de la température
La température de préparation des CGR affecte la stabilit¢ de la membrane. Par exemple, des
températures extrémes telles que +40°C ou +1°C peuvent favoriser ’hémolyse pendant la
filtration ou pendant la centrifugation.

g) Variabilité intra et inter donneur [12, 145, 154]
Pour Barshtein ef al [13], l'impact de la préparation est déterminé initialement par le statut des
globules rouges du donneur. Certaines caractéristiques propres au donneur peuvent influencer
la résistance a I’hémolyse (cette partie a été développée précédemment).

Toute étape mal réalisée peut aussi expliquer une hémolyse anormale, notamment
lorsque le délai de moins de 24 heures entre la collecte du don et la séparation du sang total
n'est pas respecté (des 1ésions peuvent apparaitre a cause des leucocytes encore présents) [12,
145].

Pour résumer, les globules rouges peuvent étre expos€s a un stress au cours de la préparation
des CGR, pouvant conduire a des dommages membranaires voire a la lyse d'une partie des
globules rouges.

Nos résultats sont donc cohérents avec la littérature puisque nous avons une augmentation des
trois parametres d’hémolyse entre JO et le J1. Les CGR semblent donc impactés des leur
processus de préparation.

Dans la figure ci-dessous (figure 49), les facteurs pouvant jouer sur la fragilité des érythrocytes
ont €té résumes :
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du donneur fabrication stockage

Figure 49 : De la collecte a la délivrance

En plus de la fragilisation des globules rouges suite a la préparation des CGR, des 1ésions
s’ajoutent du fait de leur conservation. C’est ce que nous allons détailler dans le paragraphe
suivant.

2. Lésions issues du stockage

Comme nous I’avons largement décrit précédemment, les CGR subissent des 1ésions au cours
du stockage qui se traduisent notamment par une fragilité osmotique augmentée.

Nos résultats mettent en évidence :

» Une augmentation progressive de la fragilité osmotique au cours du stockage
La troisiéme et la quatriéme série montrent une variation de la MCF (médiane) entre JO et J40
de 10,3% et une variation entre J1 et J40 de 4,4%.

» Certaines poches semblent moins impactées par le stockage que d’autres
C’est le cas de la quatrieme série pour laquelle la MCF n’est pas plus augmentée a J20 par
rapport a J1 (probléme pré-analytique ?).

» La fragilité osmotique entre J20 et J40 semble relativement stable
Nous pouvons observer que la MCF est relativement stable entre J20 et J40, la variation allant
de 3,2 29,2%.

C’est pour cela que les paramétres les plus intéressants a utiliser semblent étre 1’hémolyse

initiale car c’est elle qui présente la plus grande variation, ou encore la MCF. En effet, comparée
aux autres parameétres d’hémolyse, ’hémolyse initiale est le parametre qui semble étre le plus
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impacté au cours du stockage. De plus, cette hémolyse est souvent corrélée a une hémolyse
précoce, donc peut étre plus pertinente dans notre objectif. L’hémolyse finale semble moins
impactée que les autres parametres.

Etant donné que certaines poches ne semblent pas étre impactées a J1, les temps de stockage a
étudier seraient plutdt les JO, J20, A JO/J20 ou A J0/J40 afin de s’affranchir de 1’absence de
variation a J1.

Comme détaillé¢ précédemment, nous pouvons expliquer cette plus grande fragilité osmotique
du fait d’une atteinte morphologique (ratio surface/volume diminué) principalement due a
I’altération du métabolisme énergétique des érythrocytes (diminution en ATP, acidose,
augmentation de la concentration en calcium) ainsi qu'au stress oxydant (attaques oxydatives
des protéines structurales).

3. Limites de I’étude

Comme toute étude, des limites sont mises en évidence, nous pouvons citer :
- Le nombre de CGR étudi¢ (n=9)

Initialement, nous devions réaliser nos analyses complétes (JO, J1, J20 J40) sur 15 CGR mais
en raison de la crise sanitaire COVID-19, des séries ont été annulées au printemps. Ce travail
porte ainsi sur un faible nombre de CGR. Il serait donc nécessaire de poursuivre des
manipulations sur un plus grand nombre de CGR, notamment afin de conclure sur une
¢ventuelle corrélation entre la fragilit¢ osmotique a JO et la fragilité osmotique a J40 du
stockage.

- Un « effet série » :

Au vu des résultats de la troisiéme série, nous ne pouvons pas exclure dans nos résultats
actuels un « effet série ». En effet, cette série est la seule a ne pas montrer de variation
d’hémolyse entre le JO et le J1. Cette notion renforce la nécessité d’augmenter les effectifs
de I’étude.

- Comparer nos données avec les controles qualités d’hémolyse de I’EFS :

Il serait intéressant de comparer nos données de 1’Osmocells® (hémolyses initiales,
maximales et finales et/ou des delta entre les différents de stockage) avec 1’hémolyse
mesurée officiellement par I’EFS a la fin du stockage, dans le but de savoir si la poche est
conforme et apte a étre délivrée.
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Conclusion générale

Le but de notre travail était d’étudier I’impact du stockage sur la fragilité osmotique des
CGR mais également 1’impact du processus de préparation des CGR.
Nous avons montré grace a la fragilité osmotique que la préparation des CGR impacte la
fragilité¢ des globules rouges, de méme que le stockage. Certaines poches semblent toutefois
moins impactées que d’autres par le processus de préparation et par le stockage.

L’Osmocells®, de par sa facilité d utilisation et par sa rapidité dans le délai de rendu de résultat,
pourrait étre utilisé en routine en controle de qualité soit pour dépister les donneurs ayant une
fragilité osmotique augmentée le jour méme du don, ce qui pourrait correspondre a des CGR
avec des capacités de stockage diminuées ; soit pour détecter une fragilité osmotique augmentée
a I’issue de I’étape initiale de préparation.

Les CGR issus des donneurs ayant une plus grande fragilité osmotique pourraient tre identifiés
comme a « délivrance rapide » possible afin d’éviter que les Iésions du stockage fragilisent plus
encore les érythrocytes. Pour aller plus loin, ces CGR pourraient méme étre a éviter pour
certaines populations fragiles comme les nouveau-nés par exemple.

Il serait donc intéressant de détecter au plus tot les donneurs aux capacités de stockage « plus
limitées », conduisant & des CGR de « moins bonne qualité » et qui pourraient étre moins
efficaces (survie in vitro et post-transfusionnelle plus faibles).

Actuellement, le taux d’hémolyse a la fin du stockage est I’un des seuls paramétres de contrdle
qualité de ’EFS représentatifs des 1ésions de stockage. Etudier la fragilité¢ osmotique des CGR
en fin de stockage pourrait donc étre une perspective d’avenir dans le contrdle qualité des CGR.
Outre la nécessité d’augmenter les effectifs, cette étude devra se prolonger par la comparaison
du taux d’hémolyse a I’issue de la conservation par I’EFS avec les paramétres fournis par
I’Osmocells®.

Pour conclure, I’Osmocells® nous a permis dans cette premiére étude de conclure a un impact
probable et attendu (au vu de la littérature) du processus de préparation des CGR mais aussi du
stockage sur la fragilité osmotique des CGR, ce qui confirme I’intérét potentiel de cet appareil
pour le suivi des culots érythrocytaires.
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I. Indications des CGR [4]

1. Anémie aigue

La décision de transfuser doit reposer sur le seuil transfusionnel mais aussi sur la tolérance
clinique de I’anémie. Le seuil transfusionnel est la concentration d’hémoglobine en dessous de
laquelle il est recommandé de ne pas descendre. La transfusion dans le cadre des
hémoglobinopathies ne sera pas traitée dans ce travail.

» Seuils transfusionnels recommandés en anesthésie et en péri-opératoire
- 7 g/dL chez les patients sans antécédents

- 10 g/dL lorsque I’anémie est mal tolérée ou chez les personnes souffrant d’insuffisance
coronarienne aigué ou d’insuffisance cardiaque

- 8-9 g/dL chez les patients avec antécédents cardio-vasculaires
» Seuils transfusionnels recommandés en réanimation
-7 g/dL
- 10 g/dL chez les personnes atteintes d’une insuffisance coronarienne aigué

- 7 g/dL chez le patient traumatisé¢ (hors traumatisme cranien et hors transfusion massive), si
anémie tolérée cliniquement

» Seuils transfusionnels recommandés en hématologie (leucémies aigues de 1’adulte,
greffes de cellules souches hématopoiétiques, tumeurs solides, hémopathies malignes
chroniques myéloides ou lymphoides de 1’adulte)

-8 g/dL

- 10 g/dL en cas de mauvaise tolérance de I’anémie, ou pathologie cardio-vasculaire associée

2. Anémie hémolytique auto-immune
Il est recommandé de transfuser en cas de mauvaise tolérance clinique, il n'existe pas de seuil.

3. Seuils transfusionnels en gériatrie (patients de plus de 80 ans)
- 7 g/dL en I’absence d’insuffisance cardiaque ou coronarienne et de mauvaise tolérance
clinique
- 8 g/dL chez les patients insuffisants cardiaques ou coronariens

- 10 g/dL en cas de mauvaise tolérance clinique
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4. Micro angiopathies thrombotiques, hémolyse mécanique sur valve
-8 g/dL

5. Néonatologie

» Seuil transfusionnel chez le nouveau-né d’age gestationnel > 32 semaines d’aménorrhée
(SA) ou pesant plus de 1 500 g a la naissance et chez le nourrisson

- 12 g/dL si cardiopathie congénitale cyanogene

- 10 g/dL si non stabilisés en réanimation, sous ECMO ou en postopératoire aigu de chirurgie
cardiaque

- 7 g/dL si anémie sans signe clinique, associé a un taux de réticulocytes < 100 G/1

- 8 g/dL si stabilisés en réanimation, ne souffrant pas de cardiopathie ou stabilisés en post-op
d’une correction chirurgicale d’une cardiopathie non-cyanogene

» Seuil transfusionnel chez le nouveau-né prématuré d’age gestationnel <32 SA et pesant
<1500 g a la naissance

- Avant le 7e jour de vie : 11 g/dL d’hémoglobine si ventilation assistée ou support ventilatoire
avec une FiO2 > 30%; 10 g/dL d’hémoglobine si ventilation spontanée ou support ventilatoire
avec une FiO2 <30 %

- Apres le 7e jour de vie : 10 g/dL d’hémoglobine si ventilation assistée ou support ventilatoire
avec une Fi02> 30%; 8 g/dL d’hémoglobine si ventilation spontanée avec oxygénodépendance
ou support ventilatoire avec une Fi02<30%; 7g/dL d’hémoglobine avec un taux de
réticulocytes < 100 G/1 chez un enfant asymptomatique en ventilation spontanée.
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