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Glossaire
2.3 DPG : 2.3 di-phosphoglyceérate

a2M : alpha2 macroglobuline

ADAMST13 : A disintegrin and metalloprotease with a thrombospondin type 1 repeats
number 13

ADP : Adénosine di-phosphate

ANOVA : Analysis of variance (analyse de la variance)
AOD : Anticoagulants oraux directs

A/S : Trait drépanocytaire
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CaCly: Chlorure de calcium
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CVO : Crise vaso-occlusive
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EPO : Erythropoiétine
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ETP : Endogenous thrombin potential

F1+2 : Fragments 1+2 de la prothrombine
Flla : Facteur Il activé

FIXa : Facteur IX activée

FVa : Facteur V activé

FVlla : Facteur VII activé

FVIlla : Facteur VIII activé

FXa : Facteur X activé

FXla : Facteur X1 active

FXIlla : Facteur XII activé

FXIlla ; Facteur X111 activé



FT : Facteur tissulaire

G6P : Glucose 6 phosphate

G6PD : Glucose 6 phosphate déshydrogénase
GR : Globule rouge
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Hb Bart’s : Hémoglobine Bart’s
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HFR : High Fluorescent Reticulocytes

HPLC : Chromatographie Liquide Haute Performance
HPN : Hémoglobinurie Paroxystique Noturne
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I. Introduction

1.1 Physiologie érythrocytaire

1.1.1 L’érythropoiese

L’¢érythropoiese est le processus physiologique qui aboutit in fine & la formation de
I’hématie. Elle appartient a la lignée myé¢loide. Dans la moelle osseuse, les cellules souches
hématopoietiques (CSH) CD34+ se différencient en hématies sous 1’action de
I’érythropoiétine (EPO), un facteur de croissance synthétisé majoritairement par les cellules
juxtaglomérulaires du rein et en faible quantité¢ par le foie. L’EPO agit sur les récepteurs
transmembranaires a activité tyrosine kinase et entraine une phosphorylation du récepteur sur
la partie intra-cytoplasmique, ce qui active le signal JAK-2 (1). La CSH est alors orientée en
proérythroblaste. Cette différenciation se poursuit en érythroblaste basophile (type I puis type
I) puis polychromatophile et enfin acidophile avec une condensation progressive de la
chromatine (Figure 1). Le noyau migre vers le bord cellulaire ou il est ensuite expulsé a
I’extérieur pour devenir un réticulocyte. Un proérythroblaste se divise et se différencie en 16
érythroblastes acidophiles. D¢s lors, les divisions cellulaires s’arrétent. L’ensemble de ces
différenciations dure entre 4 a 5 jours mais peut étre réduit a 3 jours au cours d’hémorragies.
Le réticulocyte est une hématie qui entre dans la circulation sanguine par diapédese au niveau
des capillaires de la moelle osseuse. Le réticulocyte subit alors des modifications avec
I’élimination des ARNm codant 1’hémoglobine et un remodelage au niveau de la rate qui
diminue le volume cellulaire. Pour étre efficace, 1’érythropoiése nécessite des folates, de la

vitamine B12 et du fer, d’ou le risque d’anémie au cours de leurs carences.
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Figure 1 : Schéma général de I’érythropoiése (Cours DES biologie médicale Rouen)
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1.1.2 L’hématie

Le globule rouge (GR) est une cellule anucléée, biconcave, contenant de 1’hémoglobine
et diverses enzymes. Cette morphologie lui permet de maintenir une déformabilité optimale
notamment au cours de la diapédese afin d’oxygéner les tissus. Les hématies sont chargées
négativement pour éviter de s’agglutiner entre elles surtout dans les capillaires de faible
diamétre. La membrane érythrocytaire est une bicouche phospholipidique riche en
phosphatidylsérine et phosphatidyléthanolamine sur le feuillet interne, et en
phosphatidylcholine et sphingomyéline sur le feuillet externe. Cette membrane érythrocytaire
contient également diverses protéines transmembranaires dont la glycophorine A et la
protéine de bande 3 qui s’articulent avec le cytosquelette. La protéine de bande 3 est ancrée a
la face interne grace a I’ankirine, ce qui permet de relier le cytosquelette a la membrane
érythrocytaire. Le cytosquelette, constitué d’actine et de spectrine tétramérique, maintient
I’intégrité de I’hématie. La liaison entre 1’actine et la spectrine est assurée par la protéine 4.1
(Figure 2).

Glycophorine
Bande 3 >

@90 YO NI 0e( 00T N 900

Protéine
4.1 \
. —a
Actine y Ankirine Tétramére

de spectrine

Figure 2 : Schéma de la membrane et du cytosquelette érythrocytaire
(Cours DES biologie médicale Rouen)

1.1.3 Métabolisme érythrocytaire
L’hématie, étant dépourvue de mitochondrie, posséde une forte activité enzymatique
avec un métabolisme énergétique et un systeme d’oxydo-réduction indispensables pour
maintenir ses fonctions. Ainsi, I’hématie utilise majoritairement une glycolyse anaérobie
(90%), appelée voie d’Embden-Meyerhof, permettant la formation d’adénosine tri-phosphate
(ATP), Nicotinamide Adénine Dinucléotide (NADH) et 2,3 di-phospho-glycérate (2,3 DPG)

et minoritairement (10%) la voie des pentoses, produisant du NADPH.
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Le glucose extracellulaire traverse la membrane érythrocytaire par diffusion simple et est
métabolisé en glucose-6-phosphate (G6P) sous 1’action de 1’hexokinase. Dans la voie de la
glycolyse anaérobie, le G6P est catabolisé en fructose-6-phosphate par la phosphogluco-
isomérase. Le fructose-6-phosphate génére du pyruvate, deux molécules d’ATP et du NADH.
L’ATP est le substrat énergétique nécessaire au maintien de la forme biconcave de 1’hématie,
aux fonctionnements des pompes ATPases membranaires et au renouvellement lipidique de la

membrane (Figure 3) (2).

Dans la voie des pentoses, le G6P est métabolisé par la glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD) en 6-phospho-gluconate, générant au passage du NADPH. Ce
dernier est un cofacteur de la glutathion réductase qui permet la réduction du glutathion. Le
glutathion, a 1’état réduit, permet d’éviter ’oxydation du fer ferreux en fer ferrique de
I’hémoglobine qui devient la méthémoglobine. Celle-ci est présente a 1’état de traces de fagon
physiologique. Elle posséde une affinité importante pour le CO,, son accumulation étant a
’origine d’hypoxie tissulaire. Ainsi, un défaut de NADPH au cours du déficit en G6PD est a
I’origine d’un défaut d’¢élimination des peroxydes et une hémolyse en cas d’exposition aux

agents oxydants.

Le pyruvate kinase (PK) est une enzyme permettant la dégradation du
phosphoénolpyruvate en lactate et produit de I’ATP. Un défaut en PK entraine un défaut
d’énergie, a I’origine d’une altération de la pompe Na* ATP dépendante. La conséquence est

une altération des echanges ioniques et une lyse érythrocytaire.
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Figure 3 : Schéma du métabolisme érythrocytaire (Cours DES biologie médicale Rouen)

1.1.4 I’hémoglobine

L’hémoglobine est codée par le chromosome 16 via les genes HBA1 et HBA2 et par le
chromosome 11 pour les génes HBB, HBE, HBD, HBGL1 et HBG2 (3). Elle s’organise sous la
forme d’un tétrameére composé d’homodimeres : quatre sous unités identiques deux a deux.
Les homodimeéres présents chez 1’adulte sain sont a, B, & et y. Le chromosome 16 contient
deux genes al et a2 répartis sur chaque allele. Le chromosome 11 contient quant a lui un géne
codant pour B, & et deux pour y. Chaque chaine peptidique lie une molécule d’héme. Il y a
donc 4 molécules d’hemes par molécule d’hémoglobine. L’heéme est une ferroprotoporphyrine
azotée non protéique, organisée en noyau organique polycyclique, avec un atome de fer
ferreux Fe®* au centre capable de lier I’O,. La synthése de I’héme est issue d’un long
processus enzymatique. Une anomalie de sa synthése peut intervenir a différentes étapes,
formant un groupe de maladies appelé les porphyries. L’héme se lie ensuite a la globine pour

former 1’hémoglobine.
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Il existe plusieurs types d’hémoglobines physiologiques chez 1’adulte. Les différentes
hémoglobines varient selon la composition des homodimeéres. L’hémoglobine A1 (HbA;) est
I’hémoglobine majoritaire (97% de ’hémoglobine totale) et est constituée de o2p2. Il y a
ensuite I’hémoglobine A2 (HbAj), organisée en 0262, qui représente 2% de 1’hémoglobine
totale et 1’hémoglobine feetale (HbF), <1% de 1I’hémoglobine totale, composée de o2y2.
Cependant, ces quantités varient depuis la vie feetale jusqu’a 1’age adulte (Figure 4) (4).
L’HDbF est synthétisée au niveau du foie feetal dés la 8°™ semaine de gestation. A la naissance,
elle est encore en quantité importante et diminue progressivement au cours de la premiére
année de vie. La synthése de I’HbA; commence a la 18°™ semaine de vie feetale dans la

moelle osseuse.
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Figure 4 : Schéma des hémoglobines physiologiques au cours de la vie

L’hémoglobine a pour fonction de transporter 1’oxygene aux tissus. Pour assurer ce
processus, elle posseéde deux conformations. La premiére est un état relaché « R » qui posséde
une forte affinité pour ’hémoglobine. Le second état est tendu « T » et présente une affinité
moindre pour I’oxygéne. Ce changement d’état permet ainsi de charger 1’hémoglobine en
oxygene au niveau pulmonaire pour ensuite le libérer dans les tissus. Ce changement de
conformation est régulé par le 2,3 DPG. Cette affinité de I’hémoglobine pour 1’O; est régulée
par plusieurs facteurs. Le plus important d’entre eux est la pression partielle en oxygene : plus

la pression partielle en oxygene est ¢levée, moins I’hémoglobine est affine pour 1’0, Par
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ailleurs, une augmentation en 2,3 DPG, de la température ou une baisse du pH entraine une
baisse de I’affinité de I’hémoglobine pour 1’0, (Figure 5) (5).
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Figure 5 : Etat tendu ou relaché de ’hémoglobine

1.2 L’hémolyse
1.2.1 L’hémolyse physiologique
L’hémolyse est un phénomene irréversible au cours duquel les hématies sont détruites et
libérent leurs contenus dans le milieu extérieur. Il existe une hémolyse physiologique
permettant 1’élimination des GR sénescents. On distingue une hémolyse intra-tissulaire, ou les
hématies sont phagocytées par les macrophages de la rate ou du foie, et une hémolyse intra-

vasculaire dans la circulation sanguine.
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Les erythrocytes ont une durée de vie de 120 jours. Cette sénescence des hématies est
due aux modifications enzymatiques. En effet, les hématies sont dépourvues de synthése
enzymatique de novo. Cette diminution progressive de l’activité enzymatique diminue la
protection qu’elle confére a 1’hémoglobine et a la membrane érythrocytaire face au stress
oxydatif. La conséquence est donc la formation irréversible d’une hémoglobine oxydée (corps
de Heinz) qui favorise sa phagocytose. Trois hypothéses sont proposées pour expliquer cette
hémolyse. La premiére est une modification des flux ioniques qui augmente le calcium
intracellulaire et diminue le potassium intracellulaire, entrainant une déshydratation et donc
une baisse de la déformabilité du GR. La deuxiéme hypothése correspond & une diminution de
la charge négative de la membrane érythrocytaire par disparition de 1’acide sialique des
glycoprotéines membranaires, ce qui favorise la phagocytose. La derniére hypothese repose
sur un versant immunologique li¢ a la présence d’anticorps en faible quantité, se fixant
préférentiellement sur les hématies agées, ce qui forme des complexes immuns qui sont
ensuite phagocytés. Par conséquent les GR agés sont le résultat de plusieurs modifications
accumulées avec notamment une déformabilité moindre, une tendance a la sphérisation, une
oxydation irréversible progressive, une baisse en ATP, NADH, NADPH et une affinité accrue

pour I’oxygene.

L’hémolyse intra-tissulaire représente 85% de I’hémolyse physiologique. Elle a lieu au
niveau du systeme réticulo-endothélial ou les hématies sont phagocytées par les macrophages.
Les macrophages de la moelle osseuse détruisent prés de 50% des hématies. En dehors de la
moelle osseuse, la phagocytose a principalement lieu dans la rate puis le foie. L’hémoglobine
est alors dissociée en globine et en heme. La globine est dégradée, ce qui permet un recyclage
des acides amines qui ’ont constituée. Le fer de I’héme est dissocié¢ et stocké par
I’intermédiaire de la ferritine assurant sa réutilisation dans 1’érythropoi¢se. L’héme est
dégradé par I’héme oxydase en biliverdine, elle-méme dégradée par la bilirubine réductase,
pour former la bilirubine non conjuguée (BNC) liposoluble. La BNC, liée a 1’albumine dans
la circulation sanguine, est alors transportée jusqu’aux hépatocytes. Elle est alors
glycuroconjuguée afin de devenir hydrosoluble. La bilirubine glycuroconjuguée est éliminée
par la bile dans le duodénum sous la forme de stercobilinogene et urobilinogéne par 1’action
des bactéries intestinales. Ils sont ensuite oxydés en stercobiline et urobiline, majoritairement
¢liminés dans les selles. Une fraction de 'urobiline est réabsorbée dans un cycle entéro-

hépatique avant d’étre éliminée dans les urines (Figure 6).
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Figure 6 : Schéma de I’hémolyse intra-tissulaire (Cours DES biologie médicale Rouen)

L’hémolyse intra-vasculaire est moindre, représentant 15% de 1’hémolyse physiologique.
Elle a lieu dans les vaisseaux. Le mécanisme repose sur une lyse osmotique et/ou une
fragmentation du GR par diminution de sa déformabilité dans les capillaires de faible
diametre. Dés lors, I’hémoglobine libérée dans le plasma forme un complexe avec
I’haptoglobine, une a2 globuline d’origine hépatique. L’haptoglobine peut fixer entre 0.07 a
0.15 g/dL d’hémoglobine (6). Ce complexe hémoglobine-haptoglobine est alors dégradé par
les hépatocytes puis éliminé dans le tube digestif en stercobilinogéne et urobilinogéne. En
effet, en formant ce complexe avec I’haptoglobine, 1’hémoglobine ne peut traverser le
glomérule rénal. Néanmoins, la quantité d’haptoglobine étant limitée, celle-ci peut étre
dépassée. Ceci entraine un exces d’hémoglobine libre, susceptible de traverser le glomérule
rénal. Les cellules du tubule rénal sont capables de la réabsorber, se chargeant ainsi en fer. La
conséquence de cette réabsorption tubulaire est 1’hémosidérinurie, due a la desquamation
épithéliale des cellules tubulaires qui ont stocké le fer. En revanche, cette capacité de
réabsorption tubulaire peut aussi étre dépassée, a I’origine d’une hémoglobinurie et
tubulopathie pouvant aboutir a une insuffisance rénale aigué. Par ailleurs, ’héme de
I’hémoglobine se fixe a I’albumine circulante et & 1’hémopexine, une pB-glycoprotéine
d’origine hépatique. Ces deux transporteurs acheminent 1’héme aux hépatocytes ou elle est
dégradee et libérent I’hémopexine dans la circulation sanguine. Cependant, en raison de cette
recirculation, I’hemopexine est un marqueur moins fiable que I’haptoglobine lors de

I’hémolyse (Figure 7).
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Figure 7 : Schéma de I’hémolyse intra-vasculaire (Cours DES biologie médicale Rouen)

1.2.2 Les anémies hémolytiques

L’hémolyse pathologique peut étre corpusculaire, regroupant les membranopathies, les
hémoglobinopathies et les enzymopathies, ou extra-corpusculaire, de causes immunes et non-
immunes (toxiques, infectieuses et mécaniques notamment les valvulopathies, les protheses
cardiaques, la circulation extra-corporelle, les microangiopathies, I’hypertension artérielle
maligne) (Figure 8).

Anémie
hémolytique

Corpusculaire Extra-corpusculaire

anomalies des constifuants du GR agressions du GR

Membrane Hémoglobine Enzymes Immunes Nonimmunes

Figure 8 : Schéma des causes d’anémies hémolytiques pathologiques

(Cours DES biologie médicale Rouen)
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1.2.2.1 Les membranopathies
Les membranopathies constituent un ensemble de pathologies constitutionnelles ou
acquises a l’origine d’une altération de la membrane érythrocytaire. Les pathologies
constitutionnelles sont, par ordre décroissant de fréquence : la sphérocytose héréditaire (SH),
I’elliptocytose ou ovalocytose héréditaire puis la stomatocytose. Dans les pathologies
acquises de la membrane, nous pouvons citer I’acanthocytose liée a des troubles hépatiques et
lipidiques, ainsi que 1’hémoglobubinurie paroxystique nocturne (HPN) consécutive a un

défaut des protéines d’ancrage lié a une mutation acquise du gene PIG-A.

1.2.2.1.1 La sphérocytose héréditaire

La SH, autrefois appelée maladie de Minkowski-Chauffard, est la premiére cause
d’anémie hémolytique constitutionnelle chez les caucasiens. Sa prévalence est estimée a
1/1000 en Europe du Nord et 1/5000 en Ameérique. Cette pathologie est a transmission
autosomale dominante avec une pénétrance incompléte dans 75% des cas (7).

Le mécanisme physiopathologique de la SH correspond a une anomalie verticale de la
membrane érythrocytaire due a la mutation d’un des génes codant pour le cytosquelette. La
fréquence des geénes touchés par ordre décroissant est 1’ankyrine-1 (ANK1) dans 40-65% des
cas, la bande 3 (SLC4A1) dans 20-35%, la spectrine B (SPTB) dans 15-30%, la spectrine o
(SPTAL) <5%, la protéine 4.2 (EPB42) <5 % des cas en Europe mais 40-50% au Japon (7).
Ceci entraine une diminution du rapport surface/volume des hématies a 1’origine d’une
instabilitt membranaire. La conséquence est une sphérisation des hématies circulantes
devenant indéformables : les sphérocytes. La séquestration splénique des hématies entraine
une hémolyse tissulaire avec une possible régénération médullaire. Les signes d’hémolyse

sont un effondrement de 1’haptoglobine, une augmentation de la LDH et de la BNC.

Du point de vue clinique, la SH peut avoir une expression néonatale sous la forme d’un
ictere précoce. Cependant, elle peut aussi étre diagnostiquée plus tardivement devant des
signes d’anémie, d’ictére et splénomégalie. Les complications notables sont
I’érythroblastopénie aigu€ au parvovirus B19, les lithiases vésiculaires, des ulceres des
jambes ou des crises de goutte. La prise en charge repose sur une prévention des carences par
I’administration de folates, la chélation en cas d’hémosidérose. La splénectomie est discutée
selon le degré de la sévérité de I’anémie apres 1’age de 6 ans et confirmation du diagnostic par

ektacytométrie.
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1.2.2.2 Les hémoglobinopathies
Les hémoglobinopathies regroupent I’ensemble des pathologies liées a une anomalie de
I’hémoglobine qu’elle soit qualitative dans le cadre des hémoglobinoses et plus

particulierement de la drépanocytose, ou quantitative dans les thalassémies.

1.2.2.2.1 La drépanocytose

La drépanocytose est la maladie génétique la plus fréquente dans le monde. Elle concerne
plus de 300000 naissances par an dans le monde et prés de 500 en France. Elle est décrite
pour la premiere fois en 1910 aux Etats-Unis. Elle est fréquente en Afrique équatoriale, aux
Antilles, aux Etats-Unis, en Inde, au Moyen-Orient et dans le bassin méditerranéen.

Il s’agit d’une maladie a transmission autosomique récessive du gene de la  globine
localisé sur le chromosome 11. Cela entraine une substitution du 6°™ acide aminé qu’est la
glutamine en valine. L’hémoglobine S (HbS) anormale se polymérise a 1’état désoxygéné
(hypoxie, déshydratation, hyperthermie, acidose) entrainant une falciformation des hématies
en drépanocytes, visibles sur un frottis sanguin. Ce processus est a 1’origine d’une rigidité
cellulaire, d’une déshydratation et d’une augmentation de 1’adhérence des hématies a
I’endothélium vasculaire, susceptible de provoquer une obstruction des vaisseaux de faible
calibre. Ce phénomeéne entraine des crises vaso-occlusives (CVO) douloureuses et une

hémolyse chronique.

Les syndromes drépanocytaires majeurs (SDM) regroupent I’ensemble des formes de la
drépanocytose, catégorisées en homozygote ou hétérozygote composite. La forme la plus
sévére cliniquement est le SDM homozygote (S/S). La forme hétérozygote composite S/p°
posséde une expression clinique comparable a la forme homozygote, du fait de la déplétion
totale du géne B de la globine (8). Parallelement, il existe aussi des formes hétérozygotes
composites telles que le SDM S/B* lorsqu’il est associé a une thalassémie, S/C lorsqu’il est
associé a une hémoglobine C (localis¢ en Afrique de 1’Ouest) ou encore une hémoglobine E
S/E (situé en Asie du Sud-Est). Des formes plus rares de SDM hétérozygotes composites sont
possibles telle que HbD Punjab, HbO arab ou Hb Hope (9).

La drépanocytose est responsable de nombreuses complications suscitant une prise en
charge multidisciplinaire (9). L’enfant est asymptomatique jusqu’a 3 mois en raison de la

présence d’une HbF persistante. En effet, ’HbF posseéde un role protecteur par son
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hyperaffinité pour ’oxygéne. Des quantités élevées en HbF sont protectrices vis-a-vis de
I’infarctus, des CVO, du syndrome thoracique aigu€ (STA), et de 1’ulcére des jambes au cours
du SDM (8). Concernant les complications rénales, valvulaires, le priapisme et
I’ostéonécrose, le bénéfice de I’HDBF est encore discuté (8). Quel que soit le type de SDM, les
régles hygiéno-diététiques doivent étre connues dés 1’enfance :

-une hydratation abondante, notamment au cours des efforts, de chaleur, de fiévre,

-éviter I’exposition au froid,

-éviter les efforts violents tels que I’apnée, les séjours en altitude,

-éviter la consommation d’alcool et de tabac,

-éviter I’automédication par les corticoides susceptibles de déclencher une CVO,

-avoir un calendrier vaccinal a jour (diphtérie, tétanos, poliomyélite, hépatite B, rubéole,

pneumocoque, haemophilus, méningocoque).

Les complications du SDM sont a la fois aigués et chroniques. La complication aigué la
plus fréquente est la CVO. Il s’agit de douleurs aigués, le plus souvent a type de douleurs
articulaires comparables a une fracture osseuse, nécessitant un recours aux soins. De plus, en
raison du caractére imprévisible, les CVO ont un retentissement sur la vie sociale et
psychologique des patients. Le STA est la deuxiéme complication aigué la plus fréquente
chez les adultes drépanocytaires et la premiere cause de mortalité avec une détresse
respiratoire importante (9). Il existe aussi un risque de priapisme persistant, pouvant entrainer
une dysfonction fonctionnelle par fibrose des corps caverneux. Les patients présentent
également une susceptibilité accrue aux infections et plus particulierement aux germes
encapsulés liée a un asplénisme fonctionnel. De plus, la prise en charge expose ces patients a
un risque d’infection liée aux soins par la pose de voies d’abord veineuses au cours des
échanges transfusionnels. Les patients sont également a risque d’accident vasculaire cérébral
(AVC), d’hypoacousie, d’atteinte hépatique ou splénique et d’hypercoagulabilité (9).
Concernant les complications chroniques de la drépanocytose, il existe un risque accru de
lithiases biliaires a l’origine de cholécystectomie, de néphropathie chez 80% des
drépanocytaires agés de plus de 60 ans, de rétinopathie proliférante, d’hypertension artérielle
pulmonaire (HTAP), d’hypertension artérielle (HTA), d’ostéonécrose aseptique et d’ulceres

cutanes (8).
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La prise en charge des SDM est complexe tout au long de la vie du patient par un suivi et
des bilans en milieu hospitalier et ambulatoire, une hygiéne de vie rigoureuse et une bonne

compliance aux traitements.

Le traitement symptomatique de I’anémie par transfusion est rarement proposé car cette
derniere est généralement bien tolérée. Elle est utilisée lorsque I’anémie est aux alentours de
7g/dL. De plus, I’usage répété de transfusions de culots érythrocytaires expose les patients a
un risque d’allo-immunisation, d’hyperviscosité sanguine, d’hémolyse post-transfusionnelle
ainsi qu’une surcharge martiale. Il est possible de recourir aux échanges transfusionnels qui

consistent a remplacer les hématies du patient par des hématies contenant I’HbA .

L’hydroxyurée (HU) est un cytoréducteur utilis¢é comme traitement de fond. Il est
utilisable trés tot dans I’enfance. Son principal intérét est d’augmenter la synthése d’HbF
hyperaffine pour 1’oxygene. Il permet de diminuer la mortalité, le nombre de CVO, de STA,
d’hospitalisations, de transfusions. L’observance est un élément indispensable pour une
efficacité¢ de cette thérapie. L’HU est moins souvent prescrit chez les SDM hétérozygotes
composites ou les manifestations cliniques sont moins importantes et dépendent davantage de
I’hyperviscosité sanguine. Son utilisation est recommandée s’il existe plus de trois CVO

hospitalisées par an, deux STA ou une atteinte d’organe documentée.

Actuellement, le seul traitement curatif reste 1’allogreffe de CSH, utilisée de préférence
chez les enfants lorsqu’il existe un donneur compatible et aprés avoir fait 1’objet d’une
réunion de concertation pluridisciplinaire (RCP) nationale. A noter que de nouveaux
traitements sont en cours d’étude avec le crizanlizumab (10), le voxelotor (11) et la thérapie

génique (12).

1.2.2.2.2 Le trait drépanocytaire

Les patients porteurs d’un trait drépanocytaire (A/S) sont des sujets hétérozygotes
avec une HbA; >45%, une HbF variable et une HbS entre 35-45%. Il est estimé
qu’approximativement 300 millions de personnes sont touchées par cette hémoglobinopathie
dans le monde et plus particulierement en Afrique subsaharienne ainsi que le pourtour
mediterranéen (13). Ces patients sont asymptomatiques en [1’absence d’événement
hypoxémique prolongé ou d’acidose avec déshydratation. La découverte de la pathologie est

fortuite ou survient dans le cadre d’une enquéte familiale. Cependant, le trait drépanocytaire
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peut étre associé a des épisodes d’hématurie, de nécrose rénale papillaire, d’infarctus
splénique, de rhabdomyolyse, d’embolie pulmonaire, de pré éclampsie, d’anémie au cours de
la grossesse et de risque de mort subite (13). Toutefois, 1’espérance de vie chez ces personnes
est similaire a celle de la population générale. Biologiquement, I’hémogramme est normal et
il n’est pas retrouvé de drépanocytes sur le frottis sanguin. Les personnes A/S ne nécessitent
pas de suivi pour leur hémoglobinopathie mais un conseil génétique doit étre proposé en
amont d’une grossesse lorsque les deux conjoints présentent une anomalie constitutionnelle

de I’hémoglobine.

1.2.2.2.3 Les thalassémies

Les thalassémies sont des hémoglobinopathies liées a un défaut d’expression d’un ou
plusieurs génes de la globine. Elles sont a transmission autosomique récessive. La
consequence se traduit par un déséquilibre de synthése d’une des chaines de globine normale.
Leur sévérité est variable selon le nombre de génes de globine délétés. On distingue les a
thalassémies des P thalassémies et des formes plus complexes of, hémoglobinose C/B

thalassémie ou hémoglobinose E/f thalassemie.

1.2.2.2.4 Alpha thalassemie

Les o thalassémies regroupent les pathologies qui touchent un ou plusieurs geénes de o
globine. Sur chaque chromosome 16, sont actifs deux genes a : al et 02, soit quatre génes au
total. Le nombre de genes o délétés correspond a divers phénotypes. Les a thalassémies
peuvent également se classer en fonction de la taille de la délétion du gene notamment les

deux plus fréquentes avec la délétion 3,7 (-a*") et 4,2 kb (-o™?).

La thalassémie silencieuse se traduit par la délétion d’un seul des quatre genes -a/aa. La
synthése de la chaine o est alors diminuée de 10 a 15% mais le patient est asymptomatique.

Biologiquement, elle s’exprime par une microcytose isolée stable.

La thalassémie mineure correspond a deux genes o touchés, soit sur le méme
chromosome (cis) --/aa ou un seul géne de chaque chromosome (trans) -o/-a. La diminution
de la synthése de la chaine o est d’environ 20%. Ces formes restent également
asymptomatiques le plus souvent mais une pseudo-polyglobulie est parfois retrouvée sur

I’hémogramme associée a une simple microcytose. L’électrophorése de 1’hémoglobine est
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normale ou met en évidence un pourcentage d’HbA, diminué, Le diagnostic de certitude est la

biologie moléculaire.

L’hémoglobinose H (HbH) est due a la délétion de trois geénes a, --/a-. La synthése a
diminue alors de 40 & 80%. A la naissance, on observe une anémie hémolytique chronique

d’intensité variable, un ictere néonatal et une splénomégalie.

L’hydrops feetal se caractérise par une délétion totale des geénes a, --/-- et n’est pas
compatible avec la vie. Elle est a ’origine d’un tableau d’anarsaque foeto-placentaire
entrainant la mort in utero ou a la naissance. Du fait d’une absence d’HbA, il y a synthése de
I’hémoglobine Bart’s (Hb Bart’s), hyperaffine pour 1’oxygéne, incapable de le libérer
entrainant une hypoxie tissulaire gravissime. A la naissance, 1’anémie est sévére. Il est
observé une diminution de I’HbA; ainsi que I’Hb Bart’s entre 5-30% a 1’¢électrophorése de

I’hémoglobine.

1.2.2.2.5 Béta thalassémie

Comme décrit précédemment, il existe un seul géne de la B globine sur chaque
chromosome 11. On distingue les P thalassémies en trois catégories avec le trait
thalassémique ou thalassémie mineure, la thalassémie intermédiaire et la thalassémie majeure

ou anémie de Cooley.

Au cours du trait thalassémique, un seul géne de la B globine est fonctionnel, ce qui
permet de maintenir une synthese partielle. Il est classiquement asymptomatique. Le signe
biologique majeur est une pseudo-polyglobulie microcytaire ou une microcytose stable sans
anémie a I’hémogramme. L’étude de I’hémoglobine révéle une augmentation de ’HbA,

>3.5% qui peut étre faussement normale au cours de carence martiale.

La thalassémie intermédiaire est une forme ou les deux geénes [ sont mutés avec une
synthése résiduelle des chaines . On retrouve une anémie discrete chez ces patients, un
développement staturo-pondéral normal, wune surcharge martiale et un risque

thromboembolique.

La thalassémie majeure s’exprime par une absence ou une diminution de chaine BO alors

que la chaine a est produite normalement. Cet exces de chaine a forme des tétrameres
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instables a I’origine d’une hémolyse. L’anémie apparait entre 3 & 6 mois apres la naissance.
Elle est associée a un retard staturo-pondéral, une spléno-hépatomégalie, une atteinte osseuse,
une hémochromatose post-transfusionnelle, un risque thrombotique augmenté et une
insuffisance cardiaque. A I’électrophorése de 1’hémoglobine, on observe une diminution ou
disparition de I’HbA; avec une augmentation de I’HbA,, Le diagnostic moléculaire permet de
confirmer le diagnostic. La prise en charge repose sur la transfusion avec des chélateurs de

fer, la splénectomie en cas d’hypersplénisme important, 1’allogreffe de CSH.

Tout comme I’a thalassémie, une P thalassémie peut étre associée a la drépanocytose
homozygote. Biologiquement, cette derniére est moins marquée avec une réticulocytose
moins franche et ’absence de drépanocytes au frottis sanguin mais reste comparable

cliniguement.

1.2.2.3 Les enzymopathies
Les enzymopathies sont un groupe de pathologies liées a un défaut d’une des enzymes
intervenant dans le métabolisme érythrocytaire. Les deux plus fréquentes sont les déficits en
G6PD et en PK. Cependant, il existe d’autres déficits (hexokinase, glucose phosphate
isomérase, phosphofructokinase, enolase, phosphoglycerate kinase, fructose diphosphate

aldolase) plus rares et a ne pas méconnaitre.

1.2.2.3.1.1 Le déficit en G6PD

Le déficit en G6PD est 1’enzymopathie la plus répandue avec au moins 400 millions
de personnes touchées dans le monde (14). 1l s’agit d’une maladie de transmission récessif
liée a I’X, responsable d’un défaut de synthése du NADPH qui ayant comme rdle la réduction
du glutathion oxydé. Plusieurs variants sont responsables de cette pathologie et ont un impact
différent sur ’activité enzymatique. L’Organisation Mondiale de la Santé a classifié le déficit

en G6PD en 4 types (Tableau 1) :

Intensité Activite G6PD Clinique Fréquence
Type | Sévere <10% Hémolyses chroniques Rares
Type Il Acces sévere <10% Crises d’hémolyses Fréquents
Type Il Modérée 10-60% Crises d’hémolyses Fréquents
Type IV Pas de déficit 60-150% - -

Tableau 1 : Classification des déficits en G6PD
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La maladie se manifeste par une crise hémolytique, due a 1’exposition des hématies a
un stress oxydatif. Parmi les facteurs déclenchants, on peut citer certains aliments (feves),
I’acidose, les infections et des médicaments (antipaludéens, analgésiques, les sulfamides,

certains antibiotiques).

1.2.2.3.1.2 Le déficiten PK

Le déficit en PK entraine un défaut de synthése d’ATP au sein des hématies, seule source
énergétique de ces derniéres. Il s’agit d’une maladie de transmission autosomique récessive
par mutation du géne PK-LR situé sur le chromosome 1 avec nombreux variants décrits. La
prévalence est de 1-9/100000 habitants dont la répartition est située principalement en Europe

du Nord et le bassin méditerranéen (15).

Les signes cliniques correspondent a anémie chronique plus ou moins sévére, liée a
I’hémolyse chronique, a laquelle s’ajoute des épisodes aigus au décours d’une infection, par
exemple. Il existe également un ictere néonatal, une splénomégalie, un retard de croissance et

des lithiases vésiculaires.

La prise en charge est fonction du degré de la sévérité : supplémentation en folates,
transfusions, chélation en fer, splénectomie ou simple surveillance. Il existe actuellement de

nouvelles pistes thérapeutiques en cours d’étude, telles que les agonistes allostériques de la
PK (16).

1.3 L’hémostase
1.3.1 Généralités

L'hémostase est I'ensemble des phénomeénes physiologiques permettant la prévention ou
I’arrét des saignements. Au cours d’une breche vasculaire, I’hémostase est subdivisée en trois
parties : I’hémostase primaire, la coagulation puis la fibrinolyse. L’objectif est de permettre la
formation d’un clou plaquettaire, consolidé par la coagulation plasmatique. Ensuite, la
fibrinolyse vise a éliminer le caillot fibrino-plaquettaire formé, favorisant ainsi la cicatrisation
du vaisseau sanguin (17). De nombreux acteurs interviennent au cours de ces processus : les
cellules endothéliales de 1’endothélium vasculaire, les plaquettes et les protéines de la cascade

enzymatique de la coagulation et du systeme fibrinolytique (Figure 9).
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Figure 9 : Schéma de I’hémostase (Cours Master 2 BIVATH)

1.3.2 L’hémostase primaire

L’hémostase primaire est la premicre étape qui forme le clou plaquettaire dont 1’objectif
est d’obstruer la bréche vasculaire. Elle fait intervenir 1’endothélium vasculaire, le sous-
endothélium, les plaquettes, le fibrinogene et le facteur Von Willebrand (VWF). Au cours
d’une 1ésion de I’endothélium, les cellules endothéliales relarguent de la sérotonine, de
I’adrénaline et de la noradrénaline entrainant une vasoconstriction localisée en quelques
secondes. De méme, cette lésion endothéliale expose les plaquettes circulantes au collagéne
du sous-endothélium ainsi qu’au vWEF. Il s’ensuit un phénomene de « rolling » plaquettaire
localisé, suivi d’un phénoméne d’adhésion plaquettaire au niveau de la bréche. L’adhésion est
médiée par les récepteurs plaquettaires Gplb-1X-V liés au VWF et les récepteurs Gpla-lla,
GpVI liés au collagéne. Dés lors, les plaquettes s’activent et sécrétent divers facteurs : le
thromboxane A2 (TXA2), I’adénosine di-phosphate (ADP) et la thrombine contenus dans les
granules plaquettaires. Ceci entraine une exposition du récepteur Gpllb-1lla au fibrinogéne
circulant par la voie de signalisation « inside-out ». Ce processus permet 1’agrégation
plaquettaire et ainsi la formation du clou plaquettaire par I’intermédiaire du fibrinogéne.

L’hémostase primaire est suffisante pour colmater une breche dans les vaisseaux de faible

40



calibre : les capillaires. Dans les vaisseaux de diametre plus important, la coagulation est
indispensable pour une obstruction efficace de la breche (Figure 10) (17,18).
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Figure 10 : Schéma de I’agrégation plaquettaire

1.3.3 La coagulation

La coagulation est un ensemble de réactions enzymatiques permettant 1’activation du
fibrinogéne soluble en fibrine insoluble qui s’associe a I’hémostase primaire pour former un
caillot fibrino-plaquettaire. Cette activation est médiée par la thrombine, issue de 1’activation
de la prothrombine circulante par la voie exogene et/ou endogéne de la coagulation. Ce
systéeme enzymatique complexe est constitué des facteurs de la coagulation. Ces derniers sont
des sérines protéases sécrétées par le foie et/ou 1’endothélium vasculaire sous la forme de
zymogenes (Tableau 2). Parmi eux, les facteurs II, VII, IX et X sont vitamine-K dépendants.
Ils nécessitent une gamma-carboxylation de leur glutamine pour permettre a leurs précurseurs
de devenir des zymogenes matures. Cette gamma-carboxylation a lieu dans les hépatocytes

par I’action d’une gamma-carboxylase, fonctionnelle en présence de vitamine K.
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Facteur Synonyme Synthése Vitamine K dépendant

I Fibrinogéne Foie Non

1 Prothrombine Foie Oui
\ Proaccélérine Foie Non
VII Proconvertine Foie Oui
VI Facteur anti-hémophilique A Foie Non

Endothélium

IX Facteur anti-hémophilique B Foie Oui
X Facteur Stuart Foie Oui
XI Facteur Rosenthal Foie Non
Xl Facteur Hageman Foie + ? Non
X1 Facteur stabilisant la fibrine Foie Non

Tableau 2 : Les facteurs de la coagulation

La coagulation nécessite la présence d’ions calcium Ca®* et dune surface
électronégative, fournie par les phospholipides (PLs) anioniques membranaires des
plaquettes, suite a un phénomene de flip-flop au cours de leur activation. La coagulation est
un systéme capable de s’auto-activer, de s’amplifier mais est régulée par des inhibiteurs

physiologiques.

1.3.3.1 La voie exogéne

Au cours d’une breche vasculaire, la barriere hémostatique est rompue avec la perte de
’action anticoagulante exercée par les cellules endothéliales. Les fibroblastes sous-jacents
libérent du facteur tissulaire (FT) dans la circulation sanguine qui active le facteur VII
(FVHa). Dés lors, le FVIla active le facteur X (FXa) qui rejoint ainsi la voie commune de la
coagulation, notamment dans la formation du complexe prothrombinase qui in fine active la
prothrombine en thrombine (Flla). Cependant, les fibroblastes du sous-endothélium ne sont
pas la seule source du FT. Ce dernier est également libéré au cours de la sécrétion
plaquettaire, par les monocytes ou encore les polynucléaires neutrophiles lors de la formation

de neutrophil extra cellular traps (NETS).
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1.3.3.2 La voie endogene

Au cours de cette bréche vasculaire, il y a ¢également exposition d’une surface
¢électronégative capable d’activer la phase contact. La phase contact est constituée du
kininogéne de haut poids moléculaire (KHPM), de la prékallicréine, la kallicréine et du FXII.
Le KHPM est activé a la surface plaquettaire, exposant les PLs anioniques, ou du sous-
endothélium. Il entraine I’activation de la prékallicréine en kallicréine qui est alors capable
d’activer le facteur XII (FXIIa). Le FXIla est une sérine protéase qui active le facteur XI
(FXla). A son tour, le FXla active le facteur IX (FIXa), lui-méme capable d’activer le facteur
X générant les premieres traces de thrombine. Des lors, la thrombine exerce un rétrocontréle
positif en activant le facteur VIII (FVIIlla) et le facteur V (FVa). Le FVIlla intervient comme
cofacteur dans le complexe ténase (Figure 11). En effet, il se lie a la surface des PLs
anioniques en présence d’ions Ca®" et devient le cofacteur du FIXa dans I’activation du FXa.
Ainsi, il amplifie considérablement la production de FXa capable d’activer la thrombine. De
méme, le FVa intervient dans le complexe prothrombinase a la surface des membranes
plaquettaires comme cofacteur du FXa et permet ainsi d’augmenter de fagon significative
I’activation de la thrombine. Par conséquent, en présence de FXa, de FVa, de PL et de Ca*, la
formation de thrombine est accélérée d’un facteur 200000. La thrombine exerce également un
rétrocontrole positif sur le FXIa et sur 1’activation du facteur XIII (FXIIIa) qui consolide et

stabilise le réseau de fibrine.

1.3.3.3 Cinétique de la coagulation
De facon globale, la coagulation est organisée en trois phases (Figure 11) (19). Tout
d’abord, la phase d’initiation qui correspond a 1’activation du FX par la voie exogéne en
réponse a la libération du FT. Cela génere ainsi les premieres traces de thrombine. Celle-ci
active alors les plaquettes qui exposent leurs PLs anioniques par flip-flop membranaire
augmentant ainsi sa propre concentration. La thrombine active alors les facteurs V et VIII,
amplifiant sa propre synthése, au cours de la phase de propagation. Par la suite, la phase de

terminaison intervient en réponse a ’activation des inhibiteurs de la coagulation.
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Figure 11 : Schéma général de la coagulation (Cours Master 2 BIVATH)

1.3.3.4 Les inhibiteurs physiologiques de la coagulation
La coagulation est finement régulée par de nombreux inhibiteurs physiologiques pour
protéger I’organisme d’un risque ischémique 1i¢ a I’extension du processus coagulant. En
effet, la coagulation étant capable de s’amplifier de fagon significative, un excés expose a un
risque thrombotique significatif. Dans la circulation sanguine, I’antithrombine (AT), le Tissu

Factor Pathway Inhibitor (TFPI), la protéine C (PC) et son cofacteur la protéine S (PS)

permettent de limiter ce risque (Figure 12).
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Figure 12 : Cibles des anticoagulants physiologiques (Cours Master 2 BIVATH)
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L’AT est une glycoprotéine synthétisée par le foie et inhibitrice des sérines protéases ou
serpine. Il s’agit du principal inhibiteur physiologique de la coagulation. Son action est
catalysée par des glycosaminoglycanes, dont 1’héparane sulfate de 1’endothélium ou encore
des héparines qui sont des polysaccharides sulfatés. Ainsi, I’AT inhibe les facteurs XlIla, XIa,
IXa, Vlla, Xa, lla. Les déficits constitutionnels ou acquis en AT exposent a un risque
thrombotique important.

Le TFPI est synthétisé par les cellules endothéliales et circule a trés faible concentration
dans le sang. Son role d’anticoagulant s’exerce des la phase d’initiation de la coagulation. Il
est décrit que le TFPI se lie initialement au FXa. Ensuite, il forme un complexe quaternaire
entre le FXa, FT et le FVIla. Cependant, son action est limitée lorsque de fortes
concentrations en FXa sont générées en raison de sa cinétique lente. Par ailleurs, 80% du
TFPI est 1i¢ aux lipoprotéines, seul le TFPI circulant sous forme libre posséde 1’action

anticoagulante. Aucun déficit en TFPI n’est rapporté chez I’homme (20).

Bien que la thrombine soit pro-coagulante, elle présente également des propriétés
anticoagulantes en exercant un rétrocontréle négatif sur sa propre formation. En effet, lorsque
la thrombine se lie & la thrombomoduline (TM), une glycoprotéine membranaire des cellules
endothéliales, ce complexe permet la liaison de la PC circulante a son récepteur endothélial :
I’EPCR. Ce dernier permet ainsi 1’activation de la PC qui en présence de son cofacteur, la PS
circulante, clive spécifiquement le FVa et FVllla, les cofacteurs amplificateurs de la
coagulation (21).

1.3.4 La fibrinolyse

La fibrinolyse est un processus physiologique qui permet d’éviter le dépdt excessif de
fibrine et la reperméabilisation du vaisseau aprées la formation d’un thrombus. Dans le plasma
circule le plasminogene, une glycoprotéine d’origine hépatique. Cette derniére est activée en
plasmine, a la suite de 1’hydrolyse de sa liaison arginine560 — valine561 par 1’action du
FXlla, du tissular plasminogen activator (t-PA) et/ou de I’urinary plasminogen activator (u-
PA) synthetisés par les cellules endothéliales. La plasmine agit alors comme une enzyme
protéolytique permettant la dégradation de la fibrine et du fibrinogene en D-dimeres et en
produits de dégradation de la fibrine (PDF) (Figure 13).
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Tout comme la coagulation, la fibrinolyse est finement régulée par la présence
d’inhibiteurs circulants. D’une part, le plasminogen activator-inhibitor 1 (PAI-1) d’origine
endothéliale, limite 1’activation des précurseurs t-PA et u-PA et donc la formation de
plasmine. D’autre part, le C1 inhibiteur ou inhibiteur de la C1 estérase est une serpine du
systtme du complément capable d’inhiber la phase contact, activatrice du plasminogéne
(22,23). Au-dela de ces deux inhibiteurs qui interviennent en amont de I’activation de la
fibrinolyse, il existe également des inhibiteurs directs. Tout d’abord 1’alpha2 anti-plasmine est
une protéine capable de former un complexe plasmine-anti-plasmine entrainant un défaut
d’activité de la plasmine circulante. Dans une moindre mesure, ’alpha2 macroglobuline
inhibe aussi la plasmine. 1l existe également le thombin activable fibrinolysis inhibitor (TAFI)
qui est activé par le complexe thrombine-thrombomoduline en une carboxypeptidase
inhibitrice de I’action du t-PA sur le plasminogene. Ainsi, ce mécanisme souligne une fois de

plus la diversité d’action de la thrombine et son impact en dehors de la coagulation.
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Figure 13 : Schéma général de la fibrinolyse (24)

1.4 Anémie hémolytique et thrombose

Les mécanismes de la thrombose sont illustrés par la triade de Virchow qui repose sur
I’association d’un état d’hypercoagulabilité, d’une stase veineuse et d’une atteinte
endothéliale. Ces trois phénoménes sont retrouvés dans les maladies hémolytiques par
différentes voies pathologiques, a ’origine d’un phénoméne prothrombotique (Figure 14)
(25).
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Figure 14 : Schéma de I’hémolyse dans la thrombose veineuse

1.4.1 Hypercoagulabilité
1.4.1.1 Les microparticules
Le phénomene d’hypercoagulabilité induit par 1I’hémolyse est multifactoriel. Tout
d’abord, I’hémolyse entraine un relargage de microparticules (MPs) érythrocytaires dans la

circulation sanguine.

Les MPs sont des vésicules de tailles comprises entre 0.1 a 1um émises par des cellules a
la suite de leur activation ou au cours de I’apoptose. Ces vésicules expriment ainsi des
protéines membranaires caractéristiques de leur cellule d’origine. Par ailleurs, ces vésicules
exposent sur le feuillet externe les PLs initialement localisés sur le feuillet interne de la
bicouche phospholipidique, tels que la phosphatidylsérine et la phosphatidyléthanolamine.
Ceci entraine une activité procoagulante en servant de support a la coagulation. Les MPs
augmentent au cours d’une atteinte tissulaire, de I’inflammation, de la thrombose et de
I’activation plaquettaire. Ces vésicules possédent aussi d’autres fonctions notamment de
communication de cellule-cellule par transfert de récepteurs membranaires, d’organelles,

d’ARNm et des facteurs de transcriptions (26).

Au cours de la drépanocytose, les MPs érythrocytaires sont corrélées a plusieurs
marqueurs d’hémolyse dont I’héme (r=0.64, p<0.0001), la LDH (r=0.57, p<0.0001),
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I’hémoglobine plasmatique (r=0.54, p<0.0001), la bilirubine totale (r=0.46, p<0.0001) et les
réticulocytes (r=0.44, p<0.0001) (27). Il existe aussi une corrélation inverse avec I’HbF (r=-
0.4, p=0.0001), I’hemopexine (r=-0.40, p<0.0001), les hématies (r=-0.33, p=0.0001) et
I’haptoglobine (r=-0.27, p=0.002) (27). Les MPs érythrocytaires sont corrélées a certaines
complications connues telles que les ulcéres des jambes et la régurgitation tricuspidienne.
Cependant, 1’origine des MPs ne se limite pas aux érythrocytes mais aussi aux plaquettes,
monocytes et cellules endothéliales (28). Les MPs issues des érythrocytes et des monocytes
augmentent de facon significative au cours d’'une CVO et a 1’état basal, tandis que celles
d’origine plaquettaire et endothéliales augmentent de fagon significative uniquement au cours

d’une CVO (28).

1.4.1.2 Surexpression de facteur tissulaire
Au cours de I’hémolyse, il est rapporté une augmentation du FT, principal activateur de
la coagulation. Cette augmentation du FT est la conséquence de 1’augmentation des MPs. En
effet, les MPs d’origine plaquettaire et endothéliale contiennent et sécrétent du FT (28). Ce
dernier active la coagulation mais également 1’inflammation, elle-méme responsable d’une
atteinte endothéliale (29). D’autre part, I’hémolyse peut entrainer une monocytose qui est a
I’origine d’une augmentation de la sécrétion du FT (30). Le FT est corrélé avec des marqueurs

d’hémolyse (réticulocytes et LDH), d’inflammation et d’atteinte endothéliale (31).

1.4.1.3 Variations des facteurs pro et anticoagulants

La drépanocytose peut étre décrite comme une « thrombophilie acquise » en raison de sa
physiopathologie a I’origine d’un état hypercoagulable (32). De Franceschi et al., ont rapporté
plusieurs modifications de I’hémostase primaire, de la coagulation et de la fibrinolyse au
cours de cette pathologie (33). Du point de vue pro-thrombotique, il est décrit une
augmentation des fragments 1+2 de la prothrombine (F1+2), des D-diméres, du complexe
thrombine-antithrombine (TAT), de I’activation du FVII, une diminution de PAI-1 anti-
fibrinolytique, de I’activation/agrégation plaquettaire. D’autre part, il est rapporté une
diminution de la PS et PC liée a une consommation accrue, consécutive au relargage de FT
(33,34).

1.4.1.4 Activation plaquettaire
L’hémolyse entraine également une activation des plaquettes. Dans une étude sur 56

patients ayant un clone HPN, I’hémoglobine issue de 1’hémolyse intra-vasculaire se lie au
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récepteur Gplba plaquettaire. De faibles concentrations d’hémoglobine libre (0.37-3uM)
augmentent significativement 1’agrégation plaquettaire par activation des voies PI3K, AKT et
ERT. De plus fortes concentrations (3-61M) activent les voies pro-apoptotiques par Bax, le
cytochrome c, la caspase-3 et 9, ce qui favorise la formation du clou plaquettaire (35). L’ADP
relargué au cours de I’hémolyse participe également a I’activation plaquettaire (36). Dans la
thalassémie intermédiaire ou majeure, on observe des niveaux élevés de métabolites urinaires
dont la prostacycline 12 (PGI2) et de TXA2. De plus, on observe une augmentation de la P-
sélectine, marqueur d’activation plaquettaire. Enfin, la durée de vie plaquettaire est réduite
(37).

1.4.1.5 Fibrinogéne et caillot de fibrine
Les hématies se lient au fibrinogéne circulant. Ainsi, la taille du thrombus fibrino-
plaquettaire est fortement corrélée au nombre d’hématies intégrées a ce thrombus. Les
hématies sont alors séquestrées dans ce thrombus par I’action du réseau de fibrine (Figure 15)
(36,38). Des lors, il est démontré in vitro que les érythrocytes diminuent la génération de
plasmine. De plus, ils entrainent une diminution de la perméabilité du thrombus aux différents

acteurs de la fibrinolyse, limitant sa dissolution.

Figure 15 : Drépanocytes intégrés au caillot fibrino-plaquettaire

1.4.1.6 Neutrophils Extra Cellular Traps
Les polynucléaires neutrophiles (PNN) participent a I’immunité innée. lls possedent

différents mécanismes d’actions pour détruire les micro-organismes tels que la phagocytose
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ou la formation de NETs. Les NETSs correspondent a un mécanisme de défense ou le contenu
cellulaire des PNN est relargué en formant un réseau qui a pour objectif la lyse de 1’agent
pathogéne. Ce contenu est un réseau décondensé de chromatine et du cytoplasme, ainsi
compos¢ d’histones citrullinés et de neutrophile élastase. Au cours de la drépanocytose,
I’excés d’hémoglobine libre et d’héme génére des espéces réactives d’oxygene (ERO)
capables d’activer les NETs. Les NETs sont également impliqués au cours de différentes
physiopathologies telles que les vascularites, 1’atteinte endothéliale et la thrombose veineuse.
En effet, ils peuvent s’intégrer a la formation du caillot fibrino-plaquettaire, le rendant
résistant a D’action fibrinolytique, ce qui stabilise le thrombus. Par ailleurs, les NETs
entrainent une atteinte endothéliale par exposition des enzymes contenues dans leurs granules
(39,40).

1.4.2 Impact sur le monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) est synthétisé par différentes enzymes, les NO synthases
(NOS). Ces dernieres oxydent la L-arginine en citrulline puis en NO par consommation de la
NADPH. Le NO est synthétis¢ par I’endothélium vasculaire et participe a 1’action
antithrombotique en étant un puissant vasodilatateur. Il inhibe 1’activation plaquettaire par la
voie du GMPc, ce qui diminue la synthése du FT et I’expression des molécules d’adhésions
endothéliales VCAM et ICAM. Cependant, le NO s’oxyde rapidement et de fagon irréversible
en présence d’hémoglobine (10'M™s™) en nitrate (NO3) et méthémoglobine (6). Au cours
d’une hémolyse intra-vasculaire, ’hémoglobine non complexée a 1’haptoglobine entraine une
déplétion du NO synthétisé. De plus, I’hémolyse libére de I’arginase érythrocytaire qui
convertit la L-arginine en ornithine, limitant ainsi le substrat nécessaire a la synthese du NO
(Figure 16) (6).
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1.4.3 Propriétés rhéologiques
Les érythrocytes participent activement a la rhéologie sanguine avec des conséquences
prothrombotiques (36,41). En effet, les hématies peuvent augmenter la viscosité sanguine par
augmentation de I’hématocrite, de 1’agrégation réversible des érythrocytes par les forces de
cisaillement et la margination des plaquettes a I’endothélium. De plus, la baisse de
déformabilité membranaire des hématies accroit la résistance a 1’écoulement ce qui facilite

1I’obstruction des microvaisseaux (41).
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1.4.4 Atteinte endothéliale

L’hémolyse intra-vasculaire entraine une atteinte endothéliale a 1’origine d’une
modification de son phénotype d’un état anticoagulant a procoagulant. Comme vu
précédemment, 1’hémolyse intra-vasculaire augmente 1’expression des molécules d’adhésions
endothéliales VCAM, ICAM ainsi que du VWF (42). Ensuite, de faibles concentrations
d’hémoglobine (0.2-2g/dL) inhibent de facon dose dépendante la métalloprotéase
ADAMST13 (a disintegrin and metalloprotease with a thrombospondin type 1 repeats number
13), qui régule 1’agrégation plaquettaire par clivage des multiméres de Willebrand de haut
poids moléculaire (6). Cette atteinte endothéliale se manifeste par une augmentation des
cellules endothéliales circulantes (CECs). Les CECs correspondent a un détachement des
cellules endothéliales de la paroi vasculaire. Les CECs expriment le FT procoagulant au cours
des CVO (43). Pour finir, cette atteinte endothéliale entraine une augmentation des cytokines

pro-inflammatoires TNF-a, IL-6.

1.5 Le test de génération de thrombine
1.5.1 Principe du test de génération de thrombine

La thrombine est I’enzyme centrale de la coagulation du fait de ces propriétés
procoagulantes, anticoagulantes, fibrinolytiques et cellulaires par [’intermédiaire des
récepteurs PARs. Ainsi, la formation de thrombine est considérée comme une étape pivot de
I’hémostase. Les tests de routine d’hémostase, actuellement utilisés avec le taux de
prothrombine (TP) et le temps de céphaline avec activateur (TCA), sont standardisés et
permettent d’explorer respectivement la voie endogéne et exogene de la coagulation.
Cependant, ces tests ne s’intéressent qu’a la formation du caillot, correspondant seulement a
5% de la thrombine formée, et n’évaluent pas I’ensemble des propriétés pro et anticoagulantes
de la thrombine. Le test de génération de thrombine (TGT) est un test d’hémostase apparu
dans les années 1950. 11 s’agit d’un test d’exploration globale de la coagulation permettant la
mesure in vitro pour un plasma a générer de la thrombine aprés activation de la coagulation.
Les avancées technologiques ont permis de réexploiter ce test. Hemker et al., ont participé a
I’automatisation de la méthode en utilisant un substrat fluorescent, permettant la
quantification de la thrombine, un calibrateur, pour mesurer I’activité enzymatique et la

convertir en concentration de thrombine (44).

Le TGT est réalisé sur du plasma pauvre en plaquettes (PPP) ou sur du plasma riche en

plaquettes (PRP) obtenu apres différents protocoles de centrifugation de tubes citratés. Quel
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que soit le type de plasma utilisé, ce dernier est associé a un activateur de la coagulation ou a
un calibrateur correspondant a une quantité connue de thrombine. Une fois ce mélange
associ¢ dans I’automate et aprés une période d’incubation, ce dernier déclenche la coagulation
en distribuant du chlorure de calcium (CaCl,). En paralléle, I’automate distribue de 1’amino-
méthyl-coumarine (Z-Gly-Gly-Arg-AMC), un substrat qui est clivé en présence de la
thrombine formée in vitro et libere alors une fluorescence mesurée par I’automate. Il en
résulte une courbe, nommée thrombinogramme, qui refléte I’ensemble des réactions pro et

anticoagulantes régulant I’ensemble du systéme hémostatique.

Afin de ne pas méconnaitre la quantite de thrombine formée, le calibrateur sert de
référentiel a 1’automate, son activité propre et le clivage du substrat fluorogénique sont
mesurés. Théoriquement, la cinétique de formation de thrombine, et donc la fluorescence
formée, devrait étre linéaire. Cependant, si la quantité de thrombine générée est importante
dans I’échantillon avec une quantité de substrat saturable, la fluorescence produite peut étre
sous-estimée. Ainsi, le logiciel est capable de modifier cette courbe non linéaire de

fluorescence en droite et donc mesurer intégralement la thrombine formee.

La coagulation posseéde plusieurs inhibiteurs afin d’éviter un emballement du processus
susceptible d’entrainer la thrombose. Parmi ces inhibiteurs, 1’a2 macroglobuline (¢2M), une
glycoprotéine hépatique, est capable d’inhiber les sérines protéases dont la thrombine par
formation d’un complexe. Néanmoins, la thrombine générée au cours du TGT qui se
complexe avec a2M peut toujours cliver le substrat fluorogénique. Ceci entraine un biais
puisque cette activité ne correspond plus a de la thrombine néo-formée et n’est
physiologiquement plus active. Pour pallier ce probléme, le logiciel corrige les résultats en

¢liminant ’activité du complexe a2M-thrombine (45).

Le thrombinogramme apporte plusieurs informations correspondant aux différentes

phases de la coagulation (Figure 17) (46,47) :
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Figure 17 : Schéma général des parameétres du thrombinogramme

-Le lagtime, ou temps de latence, représente la phase initiale de la génération de thrombine et

donc de la coagulation. Il est exprimé en minutes et est 1’équivalent en termes d’exploration
du TP ou TCA.

-Le pic correspond a la concentration maximale de thrombine formée et exprimée en nM.

-Le temps au pic (TTpic), exprimé en minutes, est le temps nécessaire pour atteindre cette
quantité maximale de thrombine générée.

-L’Endogenous Thrombin Potential (ETP) est le potentiel endogene de thrombine exprimé en

nM/min. Il s’agit de I’aire sous la courbe représentant I’ensemble de la quantité de thrombine

formée lors du test.
-La vélocité, exprimée en nM/min est calculée selon la formule : Vélocité = pic / (temps au

pic-lagtime) et permet d’appréhender la cinétique de formation de la thrombine.
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Ainsi, en ¢étudiant les parameétres du TGT, il est possible d’appréhender différents
profils notamment hypo, normo ou hypercoagulables selon les contextes cliniques (Figure
18).
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Figure 18 : Profilsde TGT

1.5.2 Intéréts

L’atout majeur du TGT, comparativement aux tests de coagulation classiques, est son
évaluation globale de la coagulation. En effet, le TP et le TCA n’évaluent qu’une infime
quantit¢ de la thrombine formée, correspondant a la phase d’initiation de la coagulation. Le
TGT est capable non seulement d’explorer cette phase d’initiation mais aussi la phase
d’amplification avec les boucles de rétrocontrdles positives qu’exerce la thrombine par
I’intermédiaire des facteurs V et VIII sur la coagulation et la phase d’inhibition par 1’action
anticoagulante de I’AT, PS, PC et TFPI (48).

Le TGT a été utilis¢ dans 1’étude des maladies hémorragiques liées a un déficit en facteur
de la coagulation. Dans I’hémophilie A et B, correspondant respectivement a un déficit en
FVIII et FIX, I'utilisation du TGT peut étre employée pour monitorer au cas par cas la
substitution en facteur déficitaire (49). Il a permis de préciser I’influence du contenu
plaquettaire dans le complexe ténase selon le type d’hémophilie graice au PRP (50). Il a
également été utilisé dans la maladie de Willebrand de type 1, pathologie hémorragique
fréquente dans le monde, pour apprehender ce risque (51).
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De plus, il a toute sa place dans 1’appréhension du risque thrombotique. A titre
d’exemple, chez les patients porteurs de la mutation V Leiden, le TGT peut identifier les
patients a risque de thrombose non provoquée (52). Au cours de la thrombophilie acquise du
syndrome des anti-phospholipides, le TGT réalisé sur culture de cellules endothéliales met en
évidence une augmentation significative de I’ETP et du pic (53). Enfin, le TGT est également
utilisé dans I’étude des anticoagulants comme les anti-vitamines K (AVK) (54), les héparines
(55) ou les anticoagulants oraux directs (AOD) (56).

1.5.3 Limites
L’inconvénient majeur du TGT est son manque de standardisation. En effet, face aux
nombreuses données fournies aussi bien sur le versant hémorragique que thrombotique, de
nombreux protocoles ont été réalisés. Cependant, le manque de standardisation selon les
protocoles et réactifs utilisés rend ces études difficilement comparables. Ces variations

interviennent a différentes étapes.

Tout d’abord, il existe une variabilité pré-analytique du TGT selon le type de tube utilisé.
Regnault et al., ont comparé différents tubes au moment du prélevement, notamment les
Monovette© et les Vacutainer©. Il s’avére que les Monovette© entrainent une diminution sur
les parametres du TGT contrairement au tube Vacutainer© (57). Ce phénoméne est di a
I’utilisation d’un piston dans les tubes Monovette© qui limite 1’activation cellulaire,

notamment des plaquettes susceptibles de sécréter leurs contenus.

Ensuite, le protocole peut considérablement varier selon ce que 1’on souhaite étudier.
L’utilisation de corn trypsin inhibitor (CTI), un inhibiteur de la phase contact, permet ainsi
d’explorer uniquement la voie exogéne de la coagulation médiée par le FT-FVIla. La
concentration en PLs ainsi qu’en FT peut influencer les parameétres du TGT. En effet, les PLs
sont indispensables puisqu’ils servent de support a la coagulation. Ils sont ainsi apportés soit
directement par 1’échantillon s’il s’agit de PRP, soit par des PLs synthétiques pour le PPP
contenant 20% de phosphatidyléthanolamines, 20% de phosphatidylsérines et 60%
phosphatidylcholines. Il apparait que 1’utilisation de PLs a 4uM est nécessaire (58). Par
ailleurs, la concentration en FT est egalement importante puisque de trop fortes
concentrations font varier les paramétres du TGT. Ainsi, une concentration a 1 pM permet de

se rapprocher des concentrations physiologiques.
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I1. Objectifs

L’objectif principal de notre travail est de déterminer I’influence des pathologies
érythrocytaires sur les parametres du TGT et plus particulierement au cours de la
drépanocytose. Nous souhaitons déterminer d’une part, s’il existe un profil
d’hypercoagulabilité chez ces patients, d’autre part s’il existe un marqueur prédictif du risque

de CVO dans ’année.

Les objectifs secondaires consistent a déterminer s’il existe :
-une corrélation entre les marqueurs d’hémolyse, de régénération médullaire, du profil de
I’hémoglobine et les parametres du TGT,
-des différences entre les profils du TGT chez les SDM a I’état basal et au cours d’une CVO,
-des différences sur le TGT selon le génotype de la drépanocytose,
-une hypercoagulabilité chez les patients A/S,
-une hypercoagulabilité chez les patients au cours des thalassémies,
-une hypercoagulabilité chez les patients avec une enzymopathie,
-une influence de la splénectomie sur le TGT chez les patients atteints de sphérocytose

héréditaire.
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I11. Matériels et methodes

3.1 Population de I’étude

3.1.1 Critéres d’inclusions

11 s’agit d’une étude prospective et monocentrique réalisée au CHU de Rouen chez les
patients ayant une pathologie érythrocytaire. La période d’inclusion se déroule entre le
18/12/2018 et le 14/05/2021. Parmi les pathologies érythrocytaires, nous avons inclus dans ce
travail 201 patients avec :
-20 patients atteints de sphérocytose héréditaire ou Minkowski-Chauffard.
-172 patients avec une hémoglobinopathie (113 SDM, 36 A/S, 23 thalassémies).
-9 patients ayant une enzymopathie (6 déficits en G6PD, 3 en PK).

3.1.2 Critéres d’exclusions
Les critéres d’exclusions de notre étude sont les suivants :
-patients mineurs.
-femmes enceintes.
-déficit d’un facteur de la coagulation documenté.

-patients traités par anticoagulant.

3.1.3 Données cliniques

Les données cliniques sont recueillies sur le logiciel de gestion des dossiers cliniques du
patient du CHU de Rouen (CDP2®). Nous avons ainsi collecté les données suivantes
-démographiques (age, sexe).
-cliniques (antécédent d’évenement thrombotique, tout évenement significatif imputable a la
pathologie érythrocytaire).
-thérapeutiques (HU, transfusions, échanges transfusionnelles, anticoagulants).
-contexte d’hospitalisation (diagnostic d’une pathologie, consultation de suivi a I’état basal,

hospitalisation dans un contexte de CVO).

3.1.4 Groupe controle
Un groupe contrdle est constitué a partir de 25 plasmas de donneurs sains adultes, de tout
age et des deux sexes. Le TGT a été réalisé apres que les dosages de TP, TCA et fibrinogéne
aient été effectué afin de vérifier que ces volontaires sains n'ont pas de déficit en facteur de la

coagulation.
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3.1.5 Préparation des échantillons

Les patients inclus sont prélevés a la suite d’une consultation dans le secteur du Globule
Rouge ou dans le service de Médecine Interne. Ils sont classés en fonction de leurs
pathologies érythrocytaires a savoir les membranopathies, et plus particulierement la
sphérocytose héréditaire, les hémoglobinopathies (le SDM, le trait drépanocytaire et les
thalassémies) et les enzymopathies. Un consentement libre et éclairé du patient est recueilli au
cours de cet entretien.

Les PPP sont obtenus apres une double centrifugation du sang total 15 minutes a 22509
puis du surnageant 5 minutes a 13000g. Ils sont ensuite congelés a -80°C jusqu'a leur

utilisation.

3.2 Test de génération de thrombine
3.2.1 Types de tubes
Le prélevement est réalisé sur des tubes en plastique (Venosafe® Plastic tube, Geiner,
Japon) contenant 0,109M de citrate trisodique (1/10). Les plasmas sont doublement

centrifugés et congelés a -80°C immédiatement, jusqu'a utilisation.

3.2.2 Protocole
Le TGT est un test d’évaluation global de la coagulation en mesurant par méthode
fluorimétrique la quantité de thrombine générée au cours du temps. Le TGT est réalisé sur
I’automate Fluoroscan Ascent® fluorometer (Thermoscientific Labsystems, Helsinki,
Finland) et les calculs sont effectués grace au logiciel Thrombinoscope™ software

(Thrombinoscope BV, Maastricht, The Netherlands).

Le test est réalisé sur une plaque de 96 puits. Chaque échantillon nécessite |’utilisation de
4 puits, soit 24 échantillons par série. Les deux premiers puits correspondent au mélange du
PPP reagent avec I’échantillon. Les deux autres puits sont utilisés pour le calibrant qui est une
guantité de thrombine connue. Ainsi, chaque mesure est réalisée deux fois, permettant de

confirmer les résultats ou d’en sélectionner un en cas d’anomalie (Figure 19).
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Figure 19 : Plan de plaque 96 puits

Apres une période d’incubation de 10 minutes du PPP avec le PPP reagent ou le
calibrant, 1’automate distribue le substrat fluorogénique permettant de déclencher la
coagulation et mesure la thrombine formée au cours du temps, par la libération du

fluorochrome détecté par I’automate (Figure 20).
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Figure 20 : Schéma de la méthode de dosage du test de génération de thrombine

Le mode opératoire utilisé est le suivant :
-20 pL de mélange contenant du facteur tissulaire (1pM) et des phospholipides (4uM) (PPP
reagent, Diagnostica Stago, Asnieres, France).
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-20uL de calibrant (Thrombin calibrator, Diagnostica Stago, Asnieres, France).

-80uL de PPP par puit pour chaque patient ou controle.

-20uL de FLUCAKkit™ distribué par ’automate (FLUCAKkit™, Diagnostica Stago, Asniéres,
France) contenant le substrat fluorogenique (Z-Gly-Gly-Arg-AMC) nécessaire a la mesure de

la thrombine produite et le chlorure de calcium pour initier la coagulation.

Pour chaque série, un Contrdle Interne de Qualité (CIQ), issu d’un pool de plasma de

volontaires sains, est utilisé pour vérifier la maitrise du processus analytique.

3.3 Marqueurs d’hémolyse et de régénération

Le bilan d’hémolyse comprend la mesure de :
-la LDH par spectrophotométrie (Cobas 8000 module 502, Roche Diagnostics, France) selon
les recommandations de I’IFCC sur tube hépariné.
-la bilirubine totale par colorimétrie selon la réaction de diazo (Cobas 8000 module 502,
Roche Diagnostics, France) selon les recommandations de I’IFCC sur tube hépariné.
-I’haptoglobine par immunoturbidimétrie (Cobas 8000 module 701, Roche Diagnostics,

France) selon les recommandations de I’'IFCC sur sérum.

Le bilan de régénération repose sur la quantification des réticulocytes en pourcentage et
en valeur absolue sur la numération de formule sanguine (Sysmex XN-10, Villepinte, France)
a partir d’un tube EDTA.

3.4 Parametres de recherches érythrocytaires

Les paramétres de recherches érythrocytaires sont réalisés sur le méme automate que pour
I’hémogramme (Sysmex XN-10, Villepinte, France) a partir du méme tube EDTA. Nous
avons ainsi pu déterminer les paramétres suivants :
-HypoHe défini comme le pourcentage d’hématies contenant <17pg d’hémoglobine.
-HyperHe défini comme le pourcentage d’hématies contenant >49pg d’hémoglobine.
-MicroR défini comme le pourcentage d’hématies avec un VGM <60fL.
-MacroR défini comme le pourcentage d’hématies avec un VGM <120fL.
-High Fluorescent Reticulocytes (HFR) défini comme le pourcentage de réticulocytes a
fluorescence élevée.
-Medium Fluorescent Reticulocytes (MFR) défini comme le pourcentage de réticulocytes a

fluorescence moyenne.
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-Low Fluorescent Reticulocytes (LFR) défini comme le pourcentage de réticulocytes a faible

fluorescence.

L’intensité de fluorescence des réticulocytes est corrélée a la taille et au taux d’ARN
contenu. Ainsi, les réticulocytes matures ont une fluorescence diminuée, liée a une taille et

quantité d’ARN plus réduite.

3.5 Etude de I’hémoglobine

L’étude de I’hémoglobine comprend au moins trois techniques dont une
électrophorétique. Elle est réalisée par chromatographie liquide haute performance (HPLC)
(Variant Il Biorad, Californie, Etats-Unis), 1’électrophorése sur Capillarys® (Kit hydragel
hémoglobine, Sebia, Lisses, France) et I’iso-électrofocalisation. Au diagnostic, pour tout
variant, un test de solubilité, ou test de Itano, est nécessaire. L’étude moléculaire des génes de

la globine est envisagée secondairement.

3.6 Mesure du TFPI et de la thrombomoduline
Le dosage du TFPI (libre et lié aux lipoprotéines) est réalisé par une technique immuno-
enzymatique (Asserachrom® Total TFPI, Diagnostica Stago, Asnieres, France). La mesure de

I’absorbance est réalisée a 492nm (FilterMax F3®, Molecular Devices, San Jose, Etats-Unis).

La thrombomoduline (TM) soluble est dosée également par une technique immuno-
enzymatique (Quantikine®, Bio-Techne Brands, Abingdon, Royaume-Unis) a 450nm avec le

méme spectrophotometre.

3.7 Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type. Un test de corrélation de Pearson a
été réalisé pour déterminer le lien entre deux variables quantitatives. Un test de Mann-
Whitney a été utilisé pour comparer les variables entre deux groupes indépendants. Un test
ANOVA (analyse de la variance) nous a permis de comparer les moyennes d’au moins trois
groupes indépendants. Un test de Fisher a calculé la différence entre des proportions. Les
analyses statistiques ont été réalisées sur le logiciel GraphPad Prism® version 8.0.2
(GraphPad Software, San Diego, California, United States). Une probabilité p<0.05 est
considérée comme statistiguement significative. Les symboles *, **, *** **** corraspondent

respectivement aux seuils de significativité de p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001.
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IV. Résultats
4.1 Sphérocytose héréditaire

4.1.1 Données clinico-biologiques

Nous avons inclus 20 patients ayant une SH puis les avons divises en deux groupes,

selon s’ils ont été splénectomisés dans le cadre de leur prise en charge (Tableau 3). Une

patiente SH splénectomisée a présenté des thromboses de la veine jumelle droite a répétition.

SH SH
splénectomisés non splénectomisés P value
(n=8) (n=12)
Clinique
Age (années) 38.63+8.94 40.67 £19.93 0.83
Homme n (%) 3 (37.5%) 8 (66.67%) 0.36
Thrombose 1 (12.5%) 0 (0%) 0.4
Hémostase
TP (%) 93.88 £ 8.23 81.5+11.67 0.06
TCA (ratio) 1.02 £ 0.07 11+0.11 0.16
Fibrinogéne (g/L) 3.06+0.8 2.08+0.8 0.0148
Hémogramme
GR (T/L) 4.65+0.68 3.67+£0.53 0.0073
Hb (g/dL) 13.83+1.82 1137+ 1.77 0.0076
Hématocrite (%) 0.40£0.04 0.32+£0.04 0.001
VGM (fL) 87.23 £ 8.47 87.82+4.12 0.58
TCMH (pg) 29.96 + 3.59 30.93+0.81 0.61
CCMH (g/dL) 34.31+1.81 35.28+1.24 0.17
Plaquettes (G/L) 456.6 + 187.9 196.1 +59.5 0.0041
Leucocytes (G/L) 9.22 +2.62 9.43+3.43 0.74
PNN (G/L) 497 +1.62 6.88 +3.17 0.20
Lymphocytes (G/L) 2.75+0.80 1.60 + 0.58 0.0055
Monocytes (G/L) 1.02 +0.43 0.58+0.21 0.0159
Hémolyse

Réticulocytes (G/L) 109.1 + 54.28 378.4 £ 125.7 0.0003
LDH (UI/L) 194.7 + 58.06 232.7 £ 68.70 0.1
Bilirubine totale (umol/L) 17.38 +12.98 66.50 + 38.07 0.0009
Ferritine (ug/L) 281.5+271.4 605.6 + 393.6 0.0157

Tableau 3 : Données clinico-biologiques des patients SH
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On observe plusieurs augmentations significatives a I’hémogramme entre les SH
splénectomisés et non splénectomisés dont la numération des érythrocytes (4.65+0.68T/L vs
3.67+0.53T/L, p=0.0073), de I’hémoglobine (13.83+1.82g/dL vs 11.37+1.77g/dL, p=0.0076),
de I’hématocrite (0.4+0.04% vs 0.32+0.04%, p=0.001), des plaquettes (456.6+187.9G/L vs
196.1+59.5G/L, p=0.0041), des lymphocytes (2.75+0.80G/L vs 1.60+0.58G/L, p=0.0055) et
des monocytes (1.02+0.43G/L vs 0.58+£0.21G/L, p=0.0159).

Comme attendu, on rapporte également une augmentation significative des marqueurs
de régénération et d’hémolyse chez les SH non splénectomisés sur les réticulocytes
(378.4£125.7G/L vs 109.1+£54.8G/L, p=0.0003), et la bilirubine totale (66.5+38.07umol/L vs
17.38+12.98umol/L, p=0.0009). Nous n’avons pas comparé la différence entre ces deux
groupes sur la BNC qui n’a pas été dosée en systématique chez ces patients. Par ailleurs, on
retrouve une augmentation significative de la ferritine chez les patients SH non
splénectomisés (605.6+393.6pg/L vs 281.5+271.4ug/L, p=0.0157).

Nous avons ensuite étudié les parametres érythrocytaires (Tableau 4).

Paramétres GR S > i
splénectomisés  non splénectomisés  value
HypoHe (%) 0.55+1.16 1.33+2.56 0.0191
HyperHe (%) 0.75+0.33 1.06 +1.2 0.91
MicroR (%) 5.14 £ 7.27 6.79 £ 2.78 0.058
MacroR (%) 457 +1.20 5.63+351 0.25
LFR (%) 93.39 + 7.26 83.77 £5.03 0.01
MFR (%) 5.32+5.14 11+£233 0.017
HFR (%) 1.28+2.18 5.23+2.84 0.0029

Tableau 4 : Sphérocytose héréditaire et parametres érythrocytaires

Il existe une diminution significative des hématies HypoHe chez les patients SH
splénectomisés (0.55+1.16% vs 1.33+2.56%, p=0.0191) sans différence significative des
hématies HyperHe (0.75+0.33% vs 1.06+1.2%, p=0.91). De plus, il existe une augmentation
significative des réticulocytes LFR chez les patients SH splénectomisés (93.39+7.26% vs
83.77+5.03%, p=0.01) associée a une baisse des reticulocytes MFR (5.3245.14% vs
1142.33%, p=0.0017) et HFR (1.28+2.18% vs 5.23+2.84%, p=0.0029). Ainsi, les patients SH
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splénectomisés ont moins d’hématies pauvres en hémoglobine et des réticulocytes plus

matures que les patients SH non splénectomisés.

4.1.2 Test de géneération de thrombine

Les résultats du TGT au cours de la SH mettent en évidence une réduction significative
du lagtime (4.55+0.39min p<0.0001, 5.57+0.99min p=0.001 vs 7.35+0.88min) et du ttpic
(8.64+1.23min p<0.0001, 8.99+1.1 p<0.0001 vs 12.4+1.0min), comparativement au groupe
contrble. On observe également une augmentation significative du pic chez les SH
splénectomisés (200.1£56.25nM vs 137.4+19.11nM, p=0.012) ainsi que de la vélocité
(53.37£24.56nM/min p=0.0079, 54.35+£30.39nM/min p=0.004 vs 27.69+5.71nM/min) dans
ces deux groupes. Nous constatons une réduction significative de I’ETP chez les SH non
splénectomisés (944.2+195.7nM vs 1185+132.3nM, p=0.01). Parallelement les SH
splénectomisés présentent un ETP plus élevé que les SH non splénectomisés (1324+306nM vs
944.2+195.7nM, p=0.0014) et aucune différence avec les contrdles (p=0.48) (Figure 21).
Enfin, il n’existe aucune différence significative entre les SH splénectomisés ou non sur le

lagtime (p=0.38), le ttpic (p>0.99), le pic (p=0.42) et la vélocité (p>0.99).
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Figure 21 : Résultats du TGT au cours de la sphérocytose héréditaire
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413 TFPletTM
Chez les SH non splénectomisés, on observe une diminution significative du TFPI
(43.66+14.06ng/mL vs 85.54+19.04ng/mL, p=0.0002) comparativement aux contréles et une

tendance a la diminution avec les SH splénectomisés (43.66+14.06ng/mL vs

68.72+18.89ng/mL, p=0.07) (Figure 22).

D’autre part, il existe une augmentation significative de la TM chez les SH non
splénectomisés comparativement aux SH splénectomisés (460.4+112.4pg/mL vs
279.2+71.66pg/mL, p=0.0008). De méme, il y a une tendance a I’augmentation de la TM chez
leg SH non splénectomisés par rapport aux contrbles (460.4+112.4pg/mL Vs
332.7+97.7pg/mL, p=0.0615) (Figure 22).
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Figure 22 : TFPI et TM au cours de sphérocytose héréditaire

4.1.4 Corrélation

Il n’y a aucune corrélation entre le TGT et les autres parametres chez les SH
splénectomisés. Les corrélations pour les SH non splénectomisés sont détaillées dans le
tableau 5. On constate une corrélation entre I’ETP avec le fibrinogéne, les leucocytes, les

PNN et les monocytes.
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Lagtime ETP Pic TTpic Vélocité
r (p value) r (p value) r (p value) r (p value) r (p value)
Fibrinogene (g/L) -0.04 (0.91) 0.82(0.01) 0.85(0.006) -0.46(0.24) 0.91 (0.0015)
Leucocytes (G/L) -0.52 (0.07)  0.58 (0.04) 0.54 (0.06) -0.77 (0.003) 0.51 (0.08)
PNN (G/L) -0.44 (0.14)  0.6(0.037)  0.54(0.06)  -0.69(0.01)  0.50 (0.09)
Monocytes (G/L) -0.43(0.16) 0.76 (0.004)  0.77 (0.003) -0.77 (0.003) 0.77 (0.003)

Tableau 5 : Corrélation TGT au cours des SH non splénectomisés

4.2 Drépanocytose

4.2.1 Données clinico-biologiques

Les SDM sont séparés en trois premieres catégories selon leur génotype et degré de

sévérité clinique. On distingue 36 S/S et une patiente S/B°, 20 S/S avec un trait thalassémique

a>" et 19 S/C associés a 7 S/B* dont I’expression clinique est moins marquée que les SDM

homozygotes. Tous ces patients sont a 1’état basal. La derniére catégorie regroupe des SDM

dans un contexte aigu de CVO (Tableau 6).

S/S-Sp° S/S+a’ S/C-Sp* CVO a b c
n=37 n=20 n=26 n=30
Clinique
Age (années) 31.0+114 383+49 373+145 31.0+9.1 0.19 0.54 0.42
Homme n (%) 13 (35) 11 (55) 12 (46.1) 15 (50) 0.43 0.76 0.79
HU 31 (83.7) 16 (80) 6 (23) 20 (66.6)  <0.0001 0.0002  0.0001
Gilbert 3(8.1) 1(5) 2(7.7) 3(10) >0.99 >0.99 >0.99
Ostéonécrose 8 (21.6) 9 (45) 4 (15.3) 3 (10) 0.74 0.046 0.69
Rétinopathie 2(5.4) 6 (30) 8(30.7) 11 (36.6) 0.011 >0.99 0.77
Vasculopathie 6 (16.2) 0(0) 2(7.7) 5 (16.6) 0.45 0.49 0.21
STA 7 (18.9) 7(35) 2(7.7) 6 (20) 0.28 0.028 0.26
Cholecystectomie 8 (21.6) 10 (50) 5(19.2) 6 (20) >0.99 0.055 >0.99
Splénectomie 0(0) 1(5) 2(7.7) 4 (13.3) 0.16 >0.99 0.67
EP/TVP 5(13.5) 3(0.15) 1(3.8) 0(0) 0.38 0.30 0.46
Hémostase
TP (%) 85.8+9.6 87.3+122 888+11.1 852+74 >0.99 >0.99 0.49
TCA (ratio) 1.05+0.16 1.03+0.13 1.02+0.09 106+0.18 >0.99 >0.99 >0.99
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Fibrinogéne (g/L) 29+0.6 2707 2605

Hémogramme
GR(T/L) 2.9+ 0.7 3.2+05 42+0.6
Hb (g/dL) 88+16 8.6+0.8 10.6 £0.9
Hématocrite (%) 0.25+£0.04 0.25+0.02 0.3+0.02
VGM (fL) 91+14 827 73+8
TCMH (pg) 31.0+64 273+30 259%37
CCMH (g/dL) 344+18 332+11 349+18

Plaquettes (G/L) 351+141 303113 226 + 147
Leucocytes (G/L) 8.7+27 7.3+34 57+14
PNN (G/L) 49+23 44+28 3.1+£0.7
Lymphocytes (G/L) 2.6 +0.9 2008 19+£08
Monocytes (G/L) 09+0.3 0.7+0.3 0402

Hémolyse
Réticulocytes (G/L) 254 £ 115 245 £ 85 135+ 33
LDH (UI/L) 441 +£107  439+189 249 + 92

Bilirubine (umol/L) 36.5+225 38.0+27.6 19.7+10.8

Etude de
I’hémoglobine
HbS (%) 779+157 79.3+£172 515+96

3.2+038

31+1
9.2+16
0.26 £0.04
88 + 12
31.0+5.0
34814
329+ 121
10.0+3.6
59+26
27+10
09+05

293 + 142
438 + 134
36.7+23.1

70.6 £24.9

0.63

<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.0023
>0.99
0.0002
0.0003
0.007
0.04
<0.0001

<0.0001
<0.0001
0.0088

<0.0001

>0.99

0.0047
<0.0001
0.0011
0.07
>0.99
0.0032
0.06
0.44
0.52
>0.99
0.059

0.0012
0.001
0.057

<0.0001

0.01

<0.0001
0.0006
0.001
<0.0001
0.0008
>0.99
0.0035
<0.0001
<0.0001
0.019
<0.0001

<0.0001
<0.0001
0.0082

0.023

a: S/S-Sp° vs S/C-SB*
b : S/S+a>" vs SIC-SB*
c: S/C-SB"vs CVO

Tableau 6 : Données clinico-biologiques des SDM

Les S/C-S/B* présentent une anémie moins importante associée a une diminution

significative concernant les plaquettes, les leucocytes,

les PNN et les monocytes.

Parallélement, les marqueurs d’hémolyses et de régénération sont moins élevés chez ces

patients. Les patients S/S-S/B° ou S/S+a’ sont majoritairement traités par HU.

4.2.2 Parametres érythrocytaires

Nous avons comparé les parametres érythrocytaires entre les génotypes de SDM a

1’état basal (Tableau 7) puis entre 1’état basal et la CVO (Tableau 8).
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S/S-S/p° S/S+a®’ S/C-Sp* a b

HypoHe (%) 79+80  105+121 89+135 >0.99 >0.99
HyperHe (%)  3.5+4.7 04+02  03%0.1 0.001 >0.99
MicroR (%)  13.4+139 17.8+133 245+17.9 0.02 >0.99
MacroR (%) 8.9+7.4 42+13 3007  <0.0001 0.07
LFR (%) 63.0+7.0 61+83  70.3+7.3 0.009 0.005
MFR (%) 181+30  189+30 17.2+29 >0.99 0.43
HFR (%) 188+52  196+60 123+50  0.0013 0.005

a: P value entre S/C-SB* vs S/S-S/p°
b: P value entre S/C-SB* vs S/S+o>’

Tableau 7 : SDM et paramétres érythrocytaires

Les S/S-S/B° ont davantage d’hématies riches en hémoglobine et de volume globulaire
plus important que chez les S/C-S/B*. De méme, I’intensité de fluorescence de ces

réticulocytes est plus élevée, témoignant d’une quantité plus riche en ARN.

Basal CVvO P value
HypoHe (%) 8.8+11.0 57+09.8 0.03
HyperHe (%) 1.7+34 21426 0.02
MicroR (%) 18.2+15.9 11.7+15.6 0.02
MacroR (%) 58+57 6.4+£4.0 0.03
LFR (%) 65.4+£8.2 65.3 £ 8.7 0.93
MFR (%) 179+ 3.0 18.0+2.7 0.7
HFR (%) 16.6 £6.2 165+7.0 0.89

Tableau 8 : Basal vs CVO et parameétres érythrocytaires

Au cours d’une CVO, il y a un pourcentage significativement plus important d’hématies

a fort taux d’hémoglobine et de taille plus importante.

4.2.3 Test de géneration de thrombine
Les résultats du TGT mettent en évidence un profil hypercoagulable chez 1’ensemble
des génotypes a 1’état basal et au cours de la CVO (Figure 23). On observe une réduction
significative du lagtime (4.28+0.8min, 4.34+0.62min, 4.51+0.71min, 4.68+0.98min vs
7.35£0.88min, p<0.0001) et du ttpic (7.50+1.37min, 7.53+0.87min, 7.78+1min, 7.83+£1.46min
vs 12.4+1min, p<0.0001) chez les patients S/S-S/B°, S/S+o’, S/C-S/B* et CVO
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respectivement. De plus, il existe une augmentation significative du pic (233+63.7nM,
215.8+£73.52nM, 220.6+£60.86nM, 231.1+61.77nM vs 137.4+19.11nM, p<0.0001, p=0.0006,
p<0.0001, p<0.0001) et de la wvelocitée (81.13+35.74nM/min, 72.76x37.93nM/min,
72.46+29.93nM/min, 80.2+34.07nM/min vs 27.69+5.71nM/min, p<0.0001). Cependant,
I’ETP ne difféere pas (1207+191.8nM, 1123£209nM, 1247+236.6nM, 1230+236.9nM vs
1185+£132.3 nM, p>0.99) par rapport aux individus sains. D’autre part, il n’y aucune
différence sur le TGT en fonction du génotype a 1’état basal.
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Figure 23 : Resultats du TGT chez les SDM

L’ensemble des patients inclus a 1’état basal a été regroupé en une seule catégorie afin
de comparer le TGT avec les CVO (Tableau 9). Nous n’observons aucune différence entre ces

deux groupes.
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Basal CVvO P value

n=83 n=30
Lagtime (min) 4307 47+09 0.11
ETP (nM/min) 1199 £ 213 1230 + 236 0.65
Pic (nM) 225+ 64.9 231 +£61.7 0.66
TTpic (min) 7611 7814 0.63

Vélocité (nM/min) 76.4+34.4 80.2+34.0 0.5
Tableau 9 : Basal vs CVO et TGT

424 TFPletTM
Le TFPI et la TM chez 28 SDM, comparativement au groupe contréle, sont
significativement  diminués  (54.61+£15.6ng/mL vs 85.54+19.04ng/mL, p<0.0001)
(261.1+63.43pg/mL vs 332.7£97.7pg/mL, p=0.0061) respectivement (Figure 24).
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Figure 24 : TFPI et TM au cours du SMD

4.2.5 Prédiction du risque de CVO
Nous avons cherché a prédire le risque de CVO a I’aide de ces parametres. Pour cela,
nous avons distingué les SDM entre ceux qui ont été hospitalisé dans un contexte de CVO

dans I’année et ceux qui n’en ont pas fait (Figure 25).
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Absence de CVO dans ’année  Présence d’une CVO dans ’année P value
n=70 n=28
HypoHe (%) 9.0+11.7 6.2+8.2 0.15
HyperHe (%) 1.7+£35 19+25 0.03
MicroR (%) 18.7+16.4 12.6 +14.6 0.03
MacroR (%) 5754 6.6 4.9 0.09
LFR (%) 65.4 £8.0 64.8 £9.2 0.45
MFR (%) 17.8+25 18.6 + 3.8 0.1
HFR (%) 16.8 +6.3 16.5+6.6 0.94
CVO dans l'année: HyperHe CVO dans I'année: microR
100 Se: 62.96% 1001 Se: 67.86%
Sp: 64.62% Sp: 61.43%
80~ R: 1.779 R: 1.75
SN X
£ o0] g
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Figure 25 : Prediction des CVO et parameétres érythrocytaires

I existe une différence significative sur I’HyperHe et le microR entre ces patients. A

I’aide d’une courbe ROC, I’HyperHe a 0.55% prédit le risque de CVO dans I’année avec une
sensibilité de 62.96% et spécificité de 64.62% et le microR a 11.6% avec une sensibilité de

67.86% et une spécificité de 61.43%.

En paralléle, nous avons séparé les SDM sur le méme critére d’hospitalisation pour une

CVO dans I’année (Figure 26). L’ETP (p=0.0093) et le pic (p=0.0048) sont significativement

supérieurs chez les patients hospitalisés pour une CVO dans 1’année. Dés lors, un ETP a

1207nM/min et le pic a 226.4nM peuvent prédire le risque de CVO dans I’année avec une

sensibilité de 66.67% pour ces deux parametres et une spécificité de 62.35% et 61.18%

respectivement.

72



Absence de CVO dans

Présence d’une CVO dans P value
I’année I’année
Lagtime (min) 45+0.38 43+0.7 0.51
ETP (nM/min) 1181 + 226 1291 + 183 0.0093
Pic (nM) 219 +61 246 + 66 0.0048
TTpic (min) 7.7+12 75+13 0.38
Vélocité (nM/min) 73.7 £ 30.9 87.2+40.6 0.14
. L. CVO dans I'année: Pic
CVO dans l'année: ETP Se: 66.67% o .
i Sp: 62.35% 100~ €:66.67%
100 L9 Sp: 61.18%
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Figure 26 : Prédiction des CVO et TGT

4.2.6 Corrélations

Nous avons calculé les corrélations entre I’hémogramme, les marqueurs d’hémolyse et

de régénération avec les parametres du TGT selon le génotype a 1’état basal ou au cours d’une

CVO.

A 1’état basal, les parametres du TGT sont corrélés a I’anémie et aux monocytes chez
les SDM S/S-S/B° (Tableau 10), S/S+a®’ (Tableau 11) et S/C-S/p* (Tableau 12). Dans les
formes S/S-S/B° ou S/S+a®’, présentant une hémolyse plus sévére que les S/C-S/p*, le LDH et
les réticulocytes sont également corrélés avec le TGT.

Au cours de la CVO, ces corrélations portent essentiellement sur la formule leucocytaire

(Tableau 13).
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Lagtime ETP Pic TTpic Vélocité
r (p value) r (pvalue) r(pvalue) r(pvalue) r (p value)
GR (T/L) -0.35(0.02)  0.05(0.74) -0.26 (0.11) -0.33(0.04) 0.27 (0.09)
Hématocrite (%) 0.09(0.59) -0.14(0.37) -0.34(0.03) 0.3(0.06) -0.34 (0.03)
Monocytes (G/L) 0.11 (0.51) 0.09 (0.56)  0.38(0.01) -0.25(0.13) 0.43 (0.006)
Réticulocytes (G/L)  0.08 (0.65) 0.4 (0.02) 0.3(0.08) 0.01(0.94) 0.25 (0.16)
LDH (UI/L) -0.28 (0.2) 0.26 (0.24)  0.46 (0.03) -0.4 (0.06) 0.51 (0.01)
Tableau 10 : Corrélation du TGT au cours des SDM S/S-S/B0
Lagtime ETP Pic TTpic Vélocité
r(pvalue) r(pvalue) r(pvalue) r (p value) r (p value)
GR (T/L) -0.3(0.19) 0.19(0.4) 0.39(0.08) -0.52 (0.01) 0.44 (0.04)
Hb (g/dL) -0.31(0.17)  0.37(0.1)  0.49(0.02)  -0.46 (0.04) 0.52 (0.01)
Plaquettes (G/L) -05(0.02) 0.3(0.18) 0.32(0.16)  -0.5(0.02) 0.29 (0.2)
Hématocrite (%) -0.31(0.17)  0.37(0.1)  0.49(0.02)  -0.46 (0.04) 0.52 (0.01)
Monocytes (G/L) ~ -0.63(0.02) 0.15(0.5)  0.17(0.45)  -0.54 (0.01) 0.14 (0.53)
Réticulocytes (G/L) -0.51 (0.04)  0.49 (0.05) 0.62 (0.01) -0.66 (0.004) 0.62 (0.009)
LDH (UI/L) -0.37 (0.16)  0.33(0.22) 0.46 (0.08) -0.54 (0.03) 0.45 (0.08)
Tableau 11 : Corrélation du TGT au cours des SDM S/S+a>’
Lagtime ETP Pic TTpic Vélocité
r (pvalue) r(pvalue) r (p value) r (p value) r (p value)
Hb (g/dL) -0.16 (0.4) 0.39(0.04) 0.39(0.04) -0.23(0.24)  0.36 (0.06)
Leucocytes (G/L)  -0.06 (0.76) 0.46 (0.01)  0.45(0.02) -0.12(0.53)  0.43(0.02)
Lymphocytes (G/L) -0.18 (0.35) 0.37(0.05)  0.42(0.03) -0.21(0.28)  0.44 (0.05)
Monocytes (G/L) ~ -0.33(0.09) 0.33(0.09)  0.48(0.01) -0.37 (0.05)  0.63(0.003)
Fibrinogéne (g/L) ~ 0.11(0.59) 0.47 (0.01)  0.44 (0.02)  -0.05 (0.79) 0.4 (0.05)

Tableau 12 : Corrélation du TGT au cours des SDM S/C-S/p*
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Lagtime ETP Pic TTpic Vélocité
r (p value) r (p value) r (pvalue) r (pvalue) r (p value)
Plaquettes (G/L) -0.38(0.03)  -0.01(0.92) 0.28(0.12) -0.35(0.05)  0.27 (0.14)
Leucocytes (G/L) -0.26 (0.15) -0.31 (0.09) 0.27 (0.14)  -0.37 (0.04) 0.3(0.1)
PNN (G/L) -0.18 (0.35) 0.37 (0.05) 0.42 (0.03) -0.21(0.28)  0.44(0.05)
Lymphocytes (G/L) -0.19 (0.31) -0.48 (0.06) -0.11 (0.56) -0.18(0.33)  -0.03 (0.85)

4.3 Trait drépanocytaire

4.3.1 Donneées clinico-biologiques

Tableau 13 : Corrélation du TGT au cours des CVO

Nous avons inclus 36 personnes porteuses d’un trait drépanocytaire A/S. Les données

clinico-biologiques sont résumées dans le tableau 14. Dans cette cohorte, un patient a présenté

un antécédent d’AVC ischémique du tronc cérébral, un second de thrombose veineuse iliaque

et poplité et d’infarctus et le troisiéme d’un anévrysme sylvien.

A/S
Clinique

Age (années) 44.75 £+ 13.88
Homme n (%) 5 (13.89)

a thalassémie associée n (%) 4(11.11)

Hémostase
TP (%) 94.09+75
TCA (ratio) 1.08 +0.18
Fibrinogéne (g/L) 3.77£1.40
Hémogramme

GR (T/L) 4.69 £0.59
Hémoglobine (g/dL) 122+1.6
Hématocrite (%) 0.37+£0.04
VGM (fL) 79.7+6.1
TCMH (pg) 26.47 + 2.4
CCMH (g/dL) 33.19+£1.04
Plaquettes (G/L) 239.3+72.52
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Leucocytes (G/L) 5.83 +2.69

PNN (G/L) 3.5+256

Lymphocytes (G/L) 1.65+0.49

Monocytes (G/L) 0.49 +£0.27
Hémolyse

Réticulocytes (G/L) 68.98 £+ 22.06

LDH (UI/L) 206.1 + 71.88

Bilirubine (umol/L) 25.32£98.19

Etude de I’hémoglobine

HbS (%) 36.05 + 5.05
HbA; (%) 60.06 + 4.6
HbA, (%) 3.26 +0.63

Tableau 14 : Données clinico-biologiques des A/S

4.3.2 Test de génération de thrombine

Les résultats du TGT sont indiqués dans la figure ci-apres (Figure 27). lls mettent en
évidence un état d’hypercoagulabilité chez les patients A/S avec une réduction significative
du lagtime (5.2+1.8min vs 7.5+0.88min, p<0.0001) ainsi que du ttpic (8.87+£2.22min vs
12.4+1min, p<0.0001) par rapport au groupe contréle. En parallele, on observe une
augmentation significative de ’ETP (1297+312.4nM/min vs 1185+132.3nM/min, p=0.03), du
pic (209.4+£68.07nM vs 137.4+19.11nM, p<0.0001) et de la vélocité (64.48+32.42nM/min vs
27.69£5.71nM/min, p<0.0001) chez les A/S.
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Figure 27 : Résultats du TGT chez les A/S

433 TFPletTM

Les dosages du TFPI et de TM chez les A/S ne présentent aucune différence
significative avec le groupe contréle (79.02 + 28.52 ng/mL vs 85.54 + 19.04 ng/mL, p=0.32 et
334.4 £ 145.1 pg/mL vs 332.7 £ 97.7 pg/mL, p=0.44) (Figure 28).
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Figure 28 : Dosages du TFPI et TM chez les A/S
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4.3.4 Corrélation

Dans le tableau 15, nous rapportons plusieurs corrélations entre le lagtime ainsi que le

ttpic avec le fibrinogéne, la CCMH, les leucocytes, les PNN, les monocytes, les plaguettes et

la bilirubine totale.

Lagtime ETP Pic TTpic Vélocité

r (p value) r (p value) r (p value) r (p value) r (p value)
Fibrinogene (g/L) 0.81(<0.0001)  0.12(0.5)  0.004 (0.82) 0.65(<0.0001) 0.017 (0.92)
CCMH (g/dL) 0.40 (0.01) -0.02(0.87)  -0.21(0.2) 0.43 (0.01) -0.2 (0.23)
Leucocytes (G/L) 0.57 (0.0003)  0.02(0.93) -0.14(0.42)  0.52(0.0013)  -0.13 (0.44)
PNN (G/L) 0.59 (0.0002)  -0.06 (0.72) -0.19 (0.26)  0.54 (0.0008)  -0.19 (0.27)
Monocytes (G/L) 0.62 (<0.0001) -0.06 (0.72) -0.16(0.35)  0.56 (0.0005)  -0.13 (0.44)
Plaquettes (G/L) 0.29 (0.08) 0.18 (0.28)  -0.05 (0.75) 0.36 (0.03) -0.08 (0.65)
Bilirubine (umol/L)  0.47 (0.008) -0.3(0.09) -0.36(0.04)  0.47(0.008)  -0.28 (0.11)

Tableau 15 : Corrélation du TGT chez les A/S

4.4 Thalassémies

4.4.1 Données clinico-biologiques

Nous avons inclus 18 patients avec une thalassémie mineure et 5 patients avec une

thalassémie intermédiaire. Chez les patients avec un trait thalassémique, 7 d’entre eux sont

des o (38.9%) et 11 B thalassémies (61.1%) Les données clinico-biologiques sont regroupées

dans le tableau 16.

Thalassémies mineures  Thalassémies intermédiaires P
(n=18) (n=5) value
Clinique
Age (années) 43.17+15.6 43.6 £ 3.64 0.89
Homme n (%) 6 (33%) 3 (60%) 0.34
Hémostase
TP (%) 93+ 7.7 88.6 +3.84 0.07
TCA (ratio) 1.08 +0.12 1.06 +0.07 0.94
Fibrinogéne (g/L) 278 £0.77 2.37£0.70 0.14
Hémogramme

GR (T/L) 5.36 £0.88 5.14+0.98 0.98
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Hb (g/dL) 11.52+£2.04 10.82+1.4 0.62
Hématocrite (%) 0.36 £0.06 0.36 £0.04 0.9
VGM (fL) 68.42 + 8.47 66.44 +7.76 0.63
TCMH (pg) 21.62 +2.83 20.16 £ 2.1 0.28
CCMH (g/dL) 31.58 +1.23 30.4+£0.47 0.018
Plaquettes (G/L) 207.7 +72.38 191.4 £58.45 0.75
Leucocytes (G/L) 5.62 + 2.56 7.1+192 0.11
PNN (G/L) 3.2+x24 5.33+£1.65 0.01
Lymphocytes (G/L) 19+05 1.58 +0.49 0.29
Monocytes (G/L) 04+0.13 0.47+£0.12 0.52
Hémolyse
Réticulocytes (G/L) 92.67 + 38.15 220.9 £ 95.13 0.019
LDH (UI/L) 1929+ 53.72 267.3+107.4 0.0667
Bilirubine (umol/L) 13+8.49 30.25 + 15.82 0.021
Ferrritine (ug/L) 202.4 +136.2 476.5 + 319.8 0.1

Tableau 16 : Données clinico-biologiques des thalassemies

4.4.2 Test de génération de thrombine

Les résultats du TGT mettent en évidence un profil hypercoagulable aussi bien chez
les traits thalassémiques que les thalassémies intermédiaires (Figure 29). On observe une
réduction significative du lagtime (4.6£0.72min vs 7.35+0.88min, p<0.0001 et 4.62+0.67min
vs 7.35+0.88min, p=0.0017) et du ttpic (8.56+0.83min vs 12.4+1min, p<0.0001 et
8.17£1.31min vs 12.4+1min, p=0.0005) associée a une augmentation significative du pic
(173£43.25nM vs 137.4+19.11nM, p=0.0041 et 192.9+46.52nM vs 137.4+19.11nM,
p=0.0319) et de la vélocité (45.64+16.93nM/min vs 27.69+5.71nM/min, p=0.0002 et
58.18+23.89nM/min vs 27.69+5.7InM/min, p=0.0023) sans différence pour I’ETP
(11594240.4nM vs 1185+132.3nM, p=0.61 et 1132+75.21nM vs 1185+132.3nM, p>0.99)
chez les thalassémiques par rapport aux individus sains. Des tendances a la majoration du pic
et de la vélocité chez les thalassémies intermédiaires semblent exister mais ces resultats

doivent étre confirmés sur une cohorte plus importante.
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Figure 29 : Résultats du TGT des thalassémies

4.4.3 Corrélation

Aucune corrélation entre I’hémogramme, les marqueurs d’hémolyse, les fractions de
I’hémoglobine et les parametres du TGT n’est retrouvée au cours des thalassémies
intermédiaires, possiblement en lien avec D’effectif réduit. En revanche, au cours des

thalassémies mineures, les corrélations mises en évidence sont détaillées dans le tableau 17.
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Lagtime ETP Pic TT pic Vélocité
r (p value) r (p value) r (p value) r (p value) r (p value)

Fibrinogéne (g/L) _ 0.61 (0.007)  0.45 (0.057) 052 (0.023) 0.27 (0.26)  0.53 (0.02)
Leucocytes (G/L) 029(023)  0.01(0.95) -0.22(0.37) 0.55(0.017)  -0.21 (0.39)
PNN (G/L) 0.17 (0.47)  0.007(0.97) -0.21(0.38) 0.47 (0.046)  -0.22 (0.37)
Plaquettes (G/L) 046 (0.053)  0.1(0.66)  -0.005(0.98) 0.49 (0.035)  -0.03 (0.87)

Tableau 17 : Corrélation au cours des thalassémies mineures

4.5 Enzymopathies
4.5.1 Donneées clinico-biologiques
Nous avons inclus 9 patients avec une enzymopathie dont 3 avec déficits en PK et 6
avec déficits en G6PD. Deux des patients avec un déficit en PK ont été splénectomisés. L’un
des deux a présenté plusieurs récidives de thrombose porte post-splénectomie. Un des patients
avec un déficit en G6PD a eu deux EP idiopathiques. Les données clinico-biologiques sont
regroupées dans le tableau 18.

Enzymopathies

Clinique
Age (années) 41.67 £7.03
Homme (%) 33
Déficit en G6PD (%) 66.7
Déficit en PK (%) 33.3
Hémostase
TP (%) 96.8+4.8
TCA (ratio) 1.02+0.14
Fibrinogéne (g/L) 3.8+2
Hémogramme
GR (T/L) 371
Hémoglobine (g/dL) 105+2.4
Hématocrite (%) 0.33+0.06
VGM (fL) 91.4+12.8
TCMH (pg) 28937
CCMH (g/dL) 318+15
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IDR 145+1.7
Plaquettes (G/L) 336.2 +196.9
Leucocytes (G/L) 7745
PNN (G/L) 45+3.1
Lymphocytes (G/L) 231
Monocytes (G/L) 0.7+£0.6
Hémolyse
Réticulocytes (G/L) 235.5+299.7
LDH (UI/L) 316.2 £ 243.2
Bilirubine (umol/L) 27.6 +38.5
Enzymes
G6PD (Ul/gHb) 2313
PK (Ul/gHDb) 3.65+0.5

Tableau 18 : Données clinico-biologiques des enzymopathies

Les données recueillies confirment la présence d’une anémie normocytaire

normochrome chez nos patients avec des marqueurs d’hémolyse et de régénération.

4.5.2 Test de génération de thrombine

Les résultats du TGT mettent en évidence un profil hypercoagulable chez ces patients
(Figure 30). On observe une reduction significative du lagtime (5.18+2.5min vs
7.35+0.88min, p=0.0005) et du ttpic (8.6£2.9min vs 12.4+1min, p=0.0002) avec une
augmentation significative du pic (212.3+67.9nM vs 137.4+19.11nM, p=0.0012) et de la
vélocité (68.71+30.5nM/min vs 27.69+5.71nM/min, p<0.0001) sans différence pour I’ETP
(1302+£212.8nM vs 1185+132.3nM, p=0.1) chez les patients avec une enzymopathie par

rapport au groupe controle.
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Figure 30 : Résultats du TGT des enzymopathies

4.5.3 Corrélation
Aucune corrélation significative entre I’hémogramme, I’hémolyse, I’activité¢ enzymatique

et les parametres du TGT n’a été mise en évidence.
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V. Discussion

5.1 Spheérocytose héréditaire

Comme attendu, la splénectomie réduit la sévérité de I’anémie ainsi que les marqueurs
d’hémolyse et de régénération. En parallele, nous observons une thrombocytose,
lymphocytose et monocytose modérées post-splénectomie. L’étude des parameétres
érythrocytaires met en évidence des réticulocytes MFR et HFR plus élevés chez les SH non
splénectomisés correspondant a des réticulocytes plus jeunes et donc d’une régénération

médullaire plus active.

Le TGT donne des résultats inattendus. Les réductions significatives du lagtime et du
ttpic associées a une augmentation de la vélocité dans les deux groupes de SH suggerent une
hypercoagulabilité. L’augmentation du pic chez les SH splénectomisés conforte 1’idée d’une
hypercoagulabilité induite par la splénectomie. Cependant, la réduction de I’ETP chez les SH
non splénectomisés et 1’absence de différence significative entre les SH splénectomisés avec
les patients sains paraissent paradoxales. Cette diminution étonnante de I’ETP a été décrite au
cours d’une autre cause d’anémie hémolytique chronique constitutionnelle : la drépanocytose
(59-61). De plus, la baisse significative du TFPI chez les SH non splénectomisés associée a
une tendance a 1’augmentation de la TM sont surprenantes. Nous supposons que, tout comme
dans la drépanocytose, I’hémolyse chronique est a 1’origine d’une atteinte endothéliale et
d’une consommation des anticoagulants physiologiques. L’étude du TGT sur une cohorte plus
importante de SH non splénectomisés, complétée par la mesure de I’AT, PC, PS, TFPI, TM,

permettrait une appréhension globale du mécanisme.

Pour finir, nous décrivons des corrélations modérées entre le TGT avec le fibrinogéne, les
leucocytes, les PNN et les monocytes chez les SH non splénectomisés. De nouveau, ces
données sont a confirmer sur une cohorte plus importante et susceptibles d’étre complétées

par d’autres marqueurs tels que les MPs.

En 2008, Schilling et al. ont évalué le risque relatif des événements indésirables liés a la
splénectomie chez les patients atteints de SH. Dans cette étude, il n’est pas rapporté de risque
prothrombotique chez les patients SH comparativement a la population génerale. En
revanche, ils rapportent un risque relatif de 3% chez les patients SH ayant eu une
splénectomie (62). Une étude sur une population pédiatrique a étudié les modifications

biologiques induites par la splénectomie a trois mois chez 19 enfants. lls décrivent la
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thrombocytose chez 73% des patients, associée a une augmentation des D diméres dans 23%
des cas et sans différence significative concernant le profil lipidique, le fibrinogeéne, I’AT la
PS et la PC (63). Une étude plus récente portant sur 62 enfants a mesuré le fibrinogene, les D-
dimeres et des tests globaux d’hémostases avec la thromboélastographie et Ie
thrombodynamics au cours d’une crise hémolytique. Un état d’hypercoagulabilité est décrit au
cours de la crise hémolytique associé a une diminution significative du fibrinogene (p<0.05).
Aucune corrélation entre ces tests globaux d’évaluation de 1’hémostase et I’hémoglobine, le

LDH, la bilirubine et les réticulocytes n’est décrite (64).

5.2 Drépanocytose

Nos résultats retrouvent des différences concernant la clinique et la sévérité de 1’hémolyse
en fonction des génotypes des SDM. En effet, les patients du groupe S/S-S/B° ou S/S+a>’ ont
une sévérité d’hémolyse plus importante que les S/C-S/B* avec une anémie plus importante,
associée a des réticulocytes, LDH et bilirubine plus €levés. Par ailleurs, nous constatons un
nombre significativement plus élevé de monocytes, de PNN et de plaquettes chez les S/S-S/p°

également décrit dans la littérature (65).

L’¢étude des paramétres de recherches érythrocytaires nous indique également que les
S/S-S/p ont un pourcentage d’hématies plus volumineuses et plus riches en hémoglobine et
en ARN que les S/C-S/B*. Ces différences s’expliquent notamment par le mécanisme de
régénération plus important chez les S/S-S/p° avec un taux de réticulocytes plus important. De
méme, lorsque nous avons comparé¢ I’ensemble des SDM a I’état basal ou au cours d’une
CVO, ces derniers présentent une augmentation significative de I’HyperHe et macroR. Les
résultats de ces parametres érythrocytaires chez les patients qui ont été hospitalisés dans le
cadre d’une CVO dans I’année nous indiquent leur intérét potentiel dans la prédiction de ce

risque qui reste une problématique majeure dans la prise en charge de la drépanocytose.

Concernant le TGT, nous constatons une hypercoagulabilité chez I’ensemble des
génotypes avec une réduction significative du lagtime, ttpic et une augmentation du pic et de
la vélocité. De facon surprenante, il n’y a aucune différence significative de ’ETP. En
revanche, nous ne constatons pas de différences entre les génotypes ou selon le contexte
clinique (basal ou CVO). En paralléle, nous décrivons une baisse significative du TFPI et de

la TM susceptible d’expliquer cette hypercoagulabilité.
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Le TGT a également mis en évidence la prédiction du risque de CVO dans I’année a
partir d’un seuil d’ETP a 1207nM/min ou de pic a 226.4nM avec des sensibilités de 66.67%
pour les deux parametres et des spécificités de 62.35% et 61.18% respectivement. Ainsi, le
TGT peut présenter un intérét dans la compréhension globale de la physiopathologie de la

drépanocytose et un atout dans 1’anticipation des complications aigiies avec les CVO.

Enfin, certains parametres du TGT sont corrélés a divers marqueurs selon le génotype du
SDM mais I’anémie, les monocytes, le LDH ou les réticulocytes sont récurrents. Bien que
certaines de ces corrélations soient modestes, elles nous permettent de confirmer 1’hypothése

du role de I'hémolyse dans un mécanisme d’activation de la coagulation.

Le risque thromboembolique est estimé entre 11-25% chez les patients drépanocytaires
(61). La drépanocytose est parfois déecrite comme une thrombophilie acquise en raison de sa
physiopathologie, a 1’origine d’un état pro-thrombotique. Cette hypercoagulabilité a été
évaluée par diverses techniques courantes, notamment la génération des F1+2 de la
prothrombine, le complexe TAT, les D-dimeéres, I’étude de la PS et PC et marqueurs de
I’inflammation. Elle a également été explorée par le TGT, afin d’étudier I'impact de la
drépanocytose sur les phases d’initiation, d’amplification et d’inhibition de la thrombine. Ces

études, avec leur cohorte et méthodologie, sont résumeées dans le tableau 19.
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Etudes

Effectif

Méthodes

Betal et al., 2009 (59)

23 'S/S ou S/p°

PPP 5pM FT, 4uM PLs % CTI
PPP 1pM FT, 4puM PLs

Shah et al., 2012 (66)

34 CVO vs 37 basal

PPP 1pM FT, 4uM PLs

Gerotziafas et al., 2012 (67)

92 S/S

PPP 5pM FT, 4uM PLs

Noubouossie et al., 2012 (68)

75 S/S, 6S/C, 2S/B

PPP 1pM FT, 4uM PLs £ TM

Noubouossie et al., 2013 (69)

89 S/S, 7S/C, 1S/ B

PPP 1pM FT, 4uM PLs + TM

. 22A/A, 1788,
Amin et al., 2015 (60) PPP 1pM FT, uM PLs
18A/S
Gupta et al., 2017 (70) 13 SIS, 14AJS PPP 1pM FT, 4uM PLs
Wijneberg et al., 2018 (61) 77 S/S ou S/p° PPP 1pM FT, 4uM PLs
Whelihan et al., 2016 (71) 25 SIS PPP 5pM FT, 4uM PLs + 20nM TM

Ladeira et al., 2020 (72)

26 S/S, 8S/C, 5S/B*

PPP 1pM FT, 4uM PLs

PPP 5pM FT, 4uM PLs
PPP (5pM TF, 4uMPLs + TM)
PRP (1pM TF, sans PLSs)

Menon et al., 2020 (73) 43 S/S

Tableau 19 : Etudes drépanocytose et TGT

Betal et al. ont été les premiers a étudier 1’hypercoagulabilité sur 23 patients S/S ou S/B0
(59). lls ont décrit une diminution significative du lagtime (1.9+£0.39 vs 2.39+0.42, p<0.001),
de ’ETP (13774360 vs 1629+212, p<0.01) et du ttpic (3.72+0.55 vs 4.77+0.49, p<0.001), sur
du PPP avec 5pM FT, 4 UM PLs, ainsi qu’une réduction significative de ’ETP (1245327 vs
1509+305, p<0.01) et du ttpic (6.88+1.06 vs 8.08+0.81, p<0.001) sur PPP 1pM FT, 4 uM PLs
+ CTI (59). Si les baisses significatives du lagtime et du ttpic sont en faveur d’une
hypercoagulabilité, la réduction paradoxale de I’ETP interpelle les auteurs qui supposent une
surexpression de synthese de TFPI en réponse a une atteinte endothéliale chronique.

Cependant, nos résultats indiquent une réduction significative du TFPI.

Des résultats comparables sont rapportés par Amin et al. (60), ou plus récemment par
Wijnberg et al., avec une réduction du ttpic (p=0.017), de I’ETP (p<0.001) et une
augmentation de la vélocité (p<0.001) chez les SDM (61). Une étude récente décrit une
diminution significative du pic (p<0.001) et de ’ETP (p<0.001) chez 40 SDM associée a une
résistance a la proteine C activée (p<0.001) (72). Whelihan et al. rapportent également une
baisse de ’ETP (741£191 nM vs. controls, 938+176 nM, p=0.0005) associée a une réduction
significative de I’activité de la PC (p=0.0036), de la PS (p=0.0005), de la PS libre (p=0.0003)
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et une augmentation du FVIII (p=0.0003) et du TAT (p=0.0004) mettant ainsi en évidence
une consommation des anticoagulants PC/PS (71).

Une étude constate une augmentation et une corrélation entre les MPs érythrocytaires
annexineV+/CD235a+ a 1’anémie (r=0.423, p<0.02), aux réticulocytes (r=0.531 p<0.02), au
ttpic (r=0.284 p<0.02) et a la vélocité (r=0.276 p<0.02) (67).

D’autre part, dans les travaux de Menon et al, il n’existe aucune corrélation entre le TGT
et ’age, le genre, la séquestration splénique, le STA, la quantit¢ d’hémoglobine ou de

réticulocytes (73).

Cependant, Gupta et al. rapportent une augmentation des D dimeres, du TAT et des F1+2
sans différence sur le TGT réalisé sur PPP (70). Gerotziafas et al. suggérent une corrélation
entre les MPs érythrocytaires et 1’accélération de la phase de propagation de la thrombine
avec une augmentation significative du pic et de la vélocité, une réduction du ttpic ainsi que
I’absence de variation sur le lagtime et I’ETP (67). Noubouossie et al. décrivent une
augmentation du pic (p<0.001), de la vélocité (p<0.001) sur PPP sans TM et une réduction du
lagtime (p<0.01) associée a une augmentation de I’ETP (p<0.001), du pic (p<0.001) et de la
vélocité (p<0.001) sur PPP en présence de TM (68). De plus, ils rapportent une baisse de
I’activité de la PC (p<0.001) et de la PS libre (p<0.001). Des corrélations entre I’ETP et le pic
avec les marqueurs d’hémolyses (LDH, reticulocytes et hémoglobine) sont mises en évidence

(69). Néanmoins, cette étude est réalisée sur une population pédiatrique.

Le bénéfice par le traitement au long cours par HU reste encore a étudier sur le plan
hémostatique car les résultats sont a ce jour contradictoires. En effet, il est a la fois indiqué
une absence d’effet sur I’hypercoagulabilité évaluée par TGT (61,73) ou, au contraire, une
amelioration objectivée sur le lagtime, le ttpic, le pic et la vélocité en lien avec une réduction

de I’hémolyse chronique (67).

Au cours de la CVO, Shah et al. decrivent une augmentation significative des D-diméres
une augmentation du pic (p<0.001) et une réduction du lagtime (p<0.001), comparativement a
des patients a 1’état basal (66). A I’inverse, nos résultats de TGT ne discriminent pas 1’état
basal de la CVO. Une étude sur des patients strictement appariés a 1’état basal et CVO serait

intéressante.
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5.3 Trait drépanocytaire

Le trait drépanocytaire A/S est une hémoglobinopathie fréquente. Elle est classiquement
décrite comme asymptomatique en dehors de toute situation hypoxémique. Néanmoins, elle
est associée a certains risques accrus d’infarctus splénique en haute altitude, de

rhabdomyolyse, de glaucome, de mort subite et d’EP (74).

Nos résultats confirment un état d’hypercoagulabilité sur I’ensemble des paramétres du
thrombogramme. On note la présence de plusieurs corrélations entre le lagtime et le ttpic avec
les leucocytes, les PNN et les monocytes. Les PNN sont susceptibles de participer au risque
thrombotique par la formation des NETs et les monocytes par le relargage de FT. En
revanche, le TFPI et la TM, anticoagulants physiologiques, ne semblent pas varier chez les
AJS.

Le risque thrombotique est encore peu évalué chez les patients A/S. Une premiere étude
cas-témoin chez les patients Afro-américains A/S a estimé que le risque de thrombose
veineuse est 1.8 fois supérieur a celui de la population générale (intervalle de confiance : 1.2-
2.9) et 3.9 fois supérieur (intervalle de confiance : 2.2-6.9) pour le risque d’EP (75). Ces
résultats sont confirmés dans d’autres études évaluant le risque d’EP a 1.37 (intervalle de
confiance : 1.07-1.75) (76), et a 2.2% (77). Une étude plus récente évalue le risque
thrombotique a 1.5 (intervalle de confiance : 0.96-2.36) chez 268 patients A/S appariés sur
I’age, le sexe, I’IMC, le diabéte et la fonction rénale (78). Bien que ce risque ne soit alors pas
significatif, le risque d’EP est de 2.05 (intervalle de confiance : 1.12-3.76%). L’augmentation
significative mais modérée du FVII (p=0.001), FVIII (p=0.06) et du VWF (p=0.02) chez les
A/S ne suffisent pas pour expliquer ce risque. La physiopathologie proposée est une
exposition anormale de la phosphatidylsérine membranaire ou une intégration des

érythrocytes dans la formation du caillot (78).

Quatre ¢études ont réalisé des tests d’exploration globaux de 1’hémostase, dont le TGT,

pour évaluer biologiquement le risque thromboembolique et le corréler a la clinique.

La premiere étude est une case-série sur deux patients jumeaux qui met en évidence une
augmentation de la génération des F1+2, du TAT chez le patient n°2. De méme, ce patient
présente une baisse du lagtime et du ttpic pour le TGT réalisé sur PPP (79). Le pic et 'ETP
sont augmentés chez les deux patients, suggérant un état d’hypercoagulabilité avec des

niveaux différents selon les patients. L’activité fibrinolytique, évaluée par les D-dimeres, et
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les microparticules érythrocytaires sont augmentées chez ces patients. En revanche, la

viscosité sanguine, la déformabilité et I’agrégation érythrocytaires sont normales (79).

La seconde étude a comparé 22 patients HbA/S a 23 patients contrdles appariés sur 1’age
et le sexe ainsi qu’a 16 patients S/C et 18 patients S/S (74). Les D-diméres sont
significativement augmentés chez les patients A/S comparativement aux témoins (0.46 vs 0.3
pg/mL, p=0.0005), de méme le complexe TAT (2.8 vs 1.5ng/mL, p=0.0072) et les F1+2 (0.6
vs 0.5nM, p=0.0266). Cependant cette augmentation reste significativement inférieure aux
SDM S/C et S/S. Par ailleurs, il existe une tendance a I’augmentation en valeur absolue des
monocytes chez les patients A/S avec 476x10° cellules/L, puis S/C a 613x10° cellules/L et
enfin S/S & 949x10° cellules/L. Aucune différence significative n’est rapportée entre le groupe
contréle et les A/S concernant la protéine S (activité, totale, libre) (74).

La troisiéme étude a comparé I’hypercoagulabilité de 18 patients A/S a 22 patients A/A et
17 S/S par différentes méthodologies dont le TGT avec le méme protocole que le nétre (60).
Si une hypercoagulabilité est rapportée comme dans les études précédentes via les D-dimeres
et le complexe TAT, il n’y a aucune différence significative sur les parameétres du TGT entre
les patients A/A et les patients A/S (60). De plus, il n’est retrouvé aucune différence
concernant les marqueurs de I’inflammation (protéine C activée, le TNFa, IL-1a, IL-1, IL-6,

IL-8) chez les A/S (60).

Une derniére étude réalisee chez 13 patients S/S, 14 patients A/S et 12 A/A ne rapporte
aucune différence significative entre les patients sains et les A/S sur les D-dimeres, le
fibrinogene, le TAT et le TGT (70).

Ainsi, on note une hypercoagulabilité décrite chez les A/S selon les différentes études.
Concernant le TGT, nos résultats different de Amin et al., qui ont utilisé le méme mode
opératoire sur PPP (60). Ces différences peuvent s’expliquer d’une part par notre effectif plus
important. D’autre part, certains de nos patients ont présenté des épisodes thrombotiques au

cours de leur vie, ce que nous ignorons dans leurs travaux.
Tout comme dans les SDM, I’hypercoagulabilité constatée chez les A/S est probablement

multifactorielle avec une exposition anormale des phospholipides membranaires, des

microparticules, la sécrétion de FT monocytaires. Des investigations supplémentaires telles
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que I’étude des NETs, d’atteinte endothéliale ou le dosage de la PS, PC et AT peuvent étre

intéressantes.

5.4 Thalassémies

Nos résultats de TGT sur les thalassémies décrivent un état I’hypercoagulabilité au cours
des thalassémies intermédiaires avec la diminution significative du lagtime et ttpic et
I’augmentation du pic et de la vélocité. Nous rapportons également ces différences
significatives chez les patients porteurs d’un trait thalassémique. Bien qu’aucune différence
significative ne soit mise en évidence sur le TGT entre ces formes de thalassémies, nous
pourrions envisager une majoration du profil d’hypercoagulabilit¢ du TGT dans les
thalassémies intermédiaires comparativement au trait thalassemique. La principale limite de
nos résultats est due a un effectif réduit, plus particulierement celui des patients avec une
thalassémie intermédiaire.

L’incidence thromboembolique au cours des thalassémies majeures et intermédiaires dans
une étude sur 8860 patients est estimée a 1.65% avec 57% des épisodes thrombotiques
veineux, 40% artérielle et 3% mixte (37). L’incidence thromboembolique est plus importante
dans les thalassemies intermédiaires (3.9-29%) que majeures (0.9-4%). Un taux
d’hémoglobine >9¢g/dL a 1’aide des transfusions est recommandé pour prévenir le risque
thromboembolique chez ces patients (37). Cappellini et al. mettent en évidence une
augmentation significative des D-diméres et des F142 associée a une baisse de I’AT et la PC
chez les thalassémiques intermédiaires splénectomisés (80). La prévalence des éveénements
thromboemboliques est de 29% chez ces patients.

Dans la thalassémie intermediaire, on observe des taux plus faibles de PC et PS associés a
une activation plaquettaire mise en évidence par 1’augmentation de 1’expression de la P
sélectine, une exposition anormale des PLs membranaires pro-coagulants liée au déséquilibre
de synthése de la chaine a ou B de I’hémoglobine, la génération de MPs érythrocytaires et une
atteinte endothéliale avec des taux élevés de ICAM-1, VCAM-1, vVWF et TM (37,81).

En 2009, Tripodi et al. mettent en evidence une augmentation des plaquettes, des
leucocytes, du FVIII et du FV associée a une baisse de I’AT chez les thalassémies
splénectomisées (82). Cependant, aucune différence significative sur ’ETP entre les patients
sains et les thalassémies intermédiaires et majeures n’est retrouvée. La différence de nos

résultats peut étre liée a une methodologie différente. En effet, les concentrations en FT et
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PLs sur PPP sont différentes. De plus, les auteurs n’ont pas indiqué s’ils ont comparé les

autres parametres du TGT chez ces patients.

5.5 Enzymopathies

Nos résultats suggérent un état d’hypercoagulabilité au cours des enzymopathies avec une
phase d’initiation et d’amplification de la thrombine plus importante que le groupe controle
avec la réduction significative du lagtime, du ttpic et I’augmentation significative du pic et de
la vélocité. En effet, la G6PD est une enzyme intervenant dans le systeme d’oxydo-réduction
des hématies mais est également une source de NADPH cytoplasmique indispensable a
d’autres cellules dont les cellules endothéliales par son role antioxydant. Son déficit entraine
une augmentation des ERO, elle-méme a 1’origine d’une atteinte endothéliale entrainant un
risque accru d’hypertension artérielle, de diabéte et d’athérosclérose (83). Ainsi, cette atteinte
endothéliale peut étre une hypothése pour expliquer cette hypercoagulabilité.

Actuellement, le risque thrombotique au cours des enzymopathies est assez peu décrit.
Concernant le déficit en G6PD, une étude publiée en 1976 aux Etats-Unis incluant des soldats
vétérans n’a pas démontré d’association entre ce déficit enzymatique et le risque
thrombotique (77). En revanche, chez les patients avec un déficit en PK, la fréquence des
thromboses post-splénectomie est estimée a 11% (15,84). Le mécanisme physiopathologique
supposé est un défaut de clairance des hématies sénescentes, qui exposent anormalement leurs
PLs anioniques a la surface de la membrane érythrocytaire, servant de support a I’activation
de la coagulation. Cependant, le risque thrombotique semble davantage lié a la prise en charge

par splénectomie qu’a I’enzymopathie elle-méme.

Néanmoins, ces résultats restent a nuancer pour plusieurs raisons. Tout d’abord, 1’effectif
de nos patients est faible et des investigations sur une cohorte plus importante sont
nécessaires. Ensuite, on remarque 1’absence de différence significative concernant la quantité
totale de thrombine produite avec ’ETP. Tout comme dans les résultats précédents, une
hypothése proposée est une atteinte endothéliale qui entraine une surexpression des
anticoagulants physiologiques atténuant ’ETP. L’étude de 1’ensemble des anticoagulants
physiologiques pourrait compléter ces résultats. De plus, [’étude de marqueurs
complémentaires comme le complexe TAT, les F1+2, de FT ou encore de TGT sur PRP et/ou
sang total pourrait renforcer 1I’argument d’une hypercoagulabilité. A noter également que nous
ne mettons en évidence aucune corrélation entre ’hémogramme, les marqueurs d’hémolyse et

la sévérité du déficit enzymatique chez nos patients.
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V1. Conclusion
Le TGT met en évidence un état d’hypercoagulabilité aux cours des pathologies
érythrocytaires constitutionnelles. Ces résultats confirment le réle transversal des hématies

dans la coagulation.

Ainsi, le TGT a confirmé 1’augmentation du risque thrombotique post splénectomie lors
de la prise en charge de la SH. D’autre part, nous observons des signes d’hypercoagulabilité
au cours des enzymopathies ou thalassémies. Ces données méritent des investigations
supplémentaires sur une cohorte plus large car elles restent encore relativement peu décrites.
Ensuite, nous avons pu mettre en évidence une hypercoagulabilité chez les patients A/S, ce
qui conforte 1’association de cette pathologie avec le risque accru d’embolie pulmonaire. Le
mécanisme physiopathologique doit encore étre approfondi. Enfin, au cours de la
drépanocytose, le TGT a fourni des résultats étonnants. Nous avons pu constater que le
génotype du SDM ou le contexte clinique n’influent pas sur ce test. Il semble que le TGT
puisse étre utilisé dans la prédiction du risque de CVO dans notre cohorte. L’association du
TGT avec d’autres marqueurs peut étre un atout supplémentaire dans I’appréhension globale
de la physiopathologie de la drépanocytose. Le TGT pourrait étre utilisé pour étudier s’il
existe une réduction de I’hypercoagulabilité dans les traitements classiques de la
drépanocytose et dans les nouveaux traitements actuellement en cours d’évaluation dans les

essais cliniques.
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Résumé

FEUGRAY Guillaume

Evaluation du test de génération de thrombine au cours des pathologies érythrocytaires
constitutionnelles.

Th. D. Pharm., Rouen, 2021, 101 p.

RESUME

Introduction : Les pathologies érythrocytaires constitutionnelles regroupent un ensemble de
pathologies. Elles peuvent entrainer une instabilit¢ des hématies, pouvant étre a I’origine
d’hémolyse. Ces anomalies érythrocytaires présentent un état d’hypercoagulabilité multifactorielle
caractérisé par un déséquilibre des facteurs pro et anticoagulants. Nous avons souhaité explorer
cette hypercoagulabilité par un test d’exploration global de I’hémostase : le test de génération de
thrombine (TGT).

Matériels et méthodes : Nous avons inclus 20 patients avec une sphérocytose héréditaire, 113
drépanocytoses, 36 A/S, 23 thalassémies et 9 enzymopathies. Nous avons utilisé du plasma pauvre
en plaquettes avec 1pM de facteur tissulaire et 4uM de phospholipides.

Résultats : Un état d’hypercoagulabilité est observé sur plusieurs paramétres du TGT au cours de
la sphérocytose héréditaire, des thalassémies, du trait drépanocytaire et des enzymopathies.
Concernant la drépanocytose, bien que nous rapportions une hypercoagulabilité sur la plupart des
paramétres du TGT, ’ETP ne différe pas significativement quel que soit le génotype ou 1’état
basal vs crises vaso-occlusives (CVO). Des corrélations entre le TGT avec les réticulocytes et
monocytes sont rapportées chez ces patients. Enfin, ’ETP et le pic de thrombine sont susceptibles
de prédire le risque de faire une CVO dans 1’année.

Conclusion : Ces résultats confirment I’hypercoagulabilité acquise au cours des pathologies
érythrocytaires constitutionnelles. Nos résultats doivent étre confirmés sur une cohorte plus
importante. Le TGT peut présenter un intérét dans la prédiction du risque de CVO. Ce test permet
une compréhension globale de la thrombophilie acquise au cours de ces pathologies

MOTS CLES : Sphérocytose héréditaire — Drépanocytose — Trait drépanocytaire — Thalassemies
— Hémolyse — Test de génération de thrombine — Hypercoagulabilité
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