HEMATIES HYPERDENSES ET SPHEROCYTOSE

RESUME : Une enfant de 12 ans, souffrant d’épisodes récidi-
vants d’ictére et de douleurs abdominales, est hospitalisée en
urgence. La patiente n’est pas anémique mais I’examen héma-
tologique initial révéle un taux trés élevé d’hématies hyper-
denses (32 %; référence 0-2.5 %) et un taux des réticulocytes
anormal (201 x 10%/pl; référence 29-84 x 10°/ul), correspondant
a une production érythrocytaire multipliée par un facteur de
3.5. Les mémes anomalies hématologiques sont découvertes
chez la mére de la patiente. Lexamen du frottis sanguin montre
des globules rouges a clarté centrale réduite et quelques sphé-
rocytes. La fragilité osmotique des hématies n’est accrue
qu’apres incubation. Le diagnostic de sphérocytose héréditaire
est établi par I’électrophorése des protéines de membrane qui
révele une déficience isolée en bande 3, protéine qui lie la
bicouche lipidique au cytosquelette sous-membranaire. Cet
exemple de maladie hémolytique souligne la signification phy-
siopathologique et I’intérét diagnostique des hématies hyper-
denses, qui signent la déshydratation cellulaire consécutive aux
lésions membranaires.

INTRODUCTION

La sphérocytose héréditaire est découverte a
Liege en 1871 par Vanlair et Masius, qui notent,
chez une patiente ictérique présentant des dou-
leurs qu’il attribuent a la splénomégalie, la petite
taille et la forme parfaitement sphérique d’une
large fraction des globules rouges (1). La fragi-
lit¢ osmotique accrue des sphérocytes est
démontrée en 1907, le traitement par splénecto-
mie est proposé en 1910 et le rdle de la rate dans
I’hémolyse ¢élucidé a partir de 1940. Plus récem-
ment, les recherches moléculaires démontrent la
perte de lipides membranaires et la déperdition
de sodium érythrocytaire par les sphérocytes et,
a partir de 1971, les défects des protéines cyto-
squelettiques et transmembranaires des héma-
ties.

Cependant la sphérocytose, qui donne son
nom a la maladie, n’est pas toujours aussi appa-
rente que dans le cas princeps. Nous décrivons
ici une observation clinique ou le diagnostic a
été suspecté par 1’abondance des hématies a
haute concentration en hémoglobine, (“hématies
hyperdenses”) détectées au compteur automa-
tique. Comme la sphérocytose, cette anomalie
trouve sa cause dans un déficit de bande 3, la
protéine transmembranaire échangeuse d’anions
qui joue un role capital dans 1’attachement de la
bicouche lipidique au cytosquelette.
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HYPERDENSE RED BLOOD CELLS AND SPHEROCYTOSIS
SUMMARY : A 12-year old female, suffering from recurring
episodes of icterus and abdominal pain, is hospitalized in emer-
gency. She is not anemic but her hemogram reveals a high level
of hyperdense red blood cells (32 %; controls 0-2.5 %) and an
abnormal reticulocyte count (201 x 10*/uL; controls 29-84 x
10°/pL), indicating a 3.5 fold increase in RBC production. The
same abnormalities are found in the patient’s mother. The
blood smear shows few spherocytes. RBC osmotic fragility is
increased only after incubation. Hereditary spherocytosis is
diagnosed following electrophoresis of membrane proteins
which reveals a deficiency in band 3, a protein which links the
lipid bilayer to the cytoskeleton. This case of hemolytic anemia
illustrates the physiopathologic and diagnostic significance of
hyperdense RBC, which reflect the cell dehydration associated
with the membrane disorder.

KEeYWORDS : Hereditary spherocytosis - Hyperdense red blood
cells - Hyperchromic red blood cells

MATERIEL ET METHODES

Les parametres érythrocytaires et réticulocy-
taires ont été déterminés par le compteur de cel-
lules ADVIA (Bayer, Tarrytown, NY). Cet
instrument mesure ’intensité de la lumiére laser
dispersée par des hématies traversant individuel-
lement 1’orifice de comptage. A un angle de
mesure donné, cette intensité est fonction a la
fois du volume et de la concentration en hémo-
globine de I’hématie. Le compteur mesure simul-
tanément cette intensité a deux angles et dérive le
volume et la concentration en hémoglobine indi-
viduels de chaque hématie a partir d’une table
stockant la relation entre les deux valeurs de dis-
persion (scatter) et les deux parametres globu-
laires (2) (fig. 1). La moyenne de ces valeurs sur
des milliers d’hématies fournit le volume globu-
laire moyen (MCV) et la concentration moyenne
en Hb (MCHC). En outre, le compteur détermine
le pourcentage des hématies dont la concentra-
tion est = 28 g/dl (% HYPO) ou = 41 g/dl
(% HYPER) (3). Le CV analytique de ces
mesures est de 4 a 8 % et varie en fonction du
pourcentage des cellules anormales (4, 5).

La réticulocytose est déterminée par le méme
instrument a partir de la mesure de I’absorption
en flux des hématies apres coloration de I’ARN
a I’oxazine 750. L’index de production érythro-
cytaire est égal au rapport de la réticulocytose du
patient a celle de la moyenne des sujets contrdles
(58.8 x 10°/ul), divisé par le temps de transit des
réticulocytes en circulation. Ce dernier est
obtenu a partir de 1’hématocrite, la chute de
celui-ci entralnant la libération de réticulocytes
immatures. Le temps de transit varie linéaire-
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Fig. 1. Détermination cellule par cellule de la concentration en hémo-
globine (en abcisse) et du volume (en ordonnée) des globules rouges.
Chaque point représente une hématie. Les barres verticales et hori-
zontales délimitent respectivement les concentrations en hémoglo-
bine < 28 g/dl (hypochromies) et > 41 g/dl (hyperchromies; région
des hématies hyperdenses), et les volumes < 60 fl (microcytoses) et
> 120 fl (macrocytoses). En haut, cytogramme normal, ou les 4 sub-
populations représentent 0.4, 1.1, 0.2, et 3.3 % des hématies. La
concentration moyenne en hémoglobine (MCHC) est 34.3 g/dl. En
bas, cytogramme de la patiente, ou ces subpopulations représentent
0.1, 32.0,2.0 et 0.5 % des hématies. Le MCHC est 40.1 g/dl.

ment de 1 jour (hématocrite 45 %) a 2,5 jours
(hématocrite 15 %) (6).

Lélectrophorése des protéines de membrane
du globule rouge et le test de cryohémolyse ont
été réalisés par B. Gulbis (Laboratoire de Chi-
mie clinique, Hopital Erasme, Bruxelles) (7).

HISTOIRE CLINIQUE

K.D., agée de 12 ans, se présente en urgence
avec une symptomatologie de crampes épigas-
triques non irradiées, durant depuis 24 heures. 11
n’y a ni vomissements, ni nausées. La patiente
est afébrile, avec un appétit nettement diminué.
Les douleurs cédent aprés administration de
spasmolytiques.

On note au niveau des antécédents maternels
une grossesse a terme non compliquée, avec un
poids a la naissance de 3 kg 150. On retrouve
une notion d’épisodes fréquents de douleurs
abdominales accompagnées de vomissements et
d’ictére a partir de 1’age de 5 ans. Ces épisodes
ont été attribués a une maladie de Gilbert. K.D.
présente d’autre part un exces pondéral modéré,
sans endocrinopathie primaire, ni répercussion
métabolique.

Les antécédents familiaux sont marqués par la
présence d’épisodes similaires de douleurs
abdominales avec vomissements et ictére chez
un cousin germain d’origine maternelle. Les
parents sont en bonne santé.

Lexamen clinique a I’admission montre une
patiente en bon état général. Les parametres sont
les suivants : température 37°C, fréquence car-
diaque 76/min. Tension artérielle : 140/110
mmHg, poids 51 kg; taille 146 cm. Un léger
ictere conjonctival est noté. abdomen est non
ballonné. Il existe une sensibilité a la palpation
profonde de la fosse iliaque gauche, sans
défense. Le foie et la rate ne sont pas palpés.
Aucune masse abdominale n’est pergue. Le reste
de I’examen clinique est sans particularité.

La radiographie d’abdomen a blanc est nor-
male mais 1’échographie abdominale met en évi-
dence des lithiases au niveau de la vésicule. On
note 1’absence de dilatation des voies biliaires, la
taille et 1’échostrucure normales du foie et de la
rate.

La premicre analyse sanguine a 1’admission
donne les résultats indiqués au tableau I, qui, en
I’absence d’anémie, montre deux anomalies: le
taux extrémement élevé d’hématies hyperdenses
(%HYPER: 32 %; référence 0-2.5 %) (fig. 1) et
le taux des réticulocytes anormal (201 x 10°/ul;
référence 29-84 x 10°/ul), correspondant a un
index de production érythrocytaire de 3.5 (réfé-
rence 0.5-1.7). On note, en outre, I’hyperbiliru-
binémie directe et indirecte ainsi que
I’effondrement de I’haptoglobine. La demi-vie
des hématies marquées au Cr’' est de 17 jours
(référence 25-30 jours) avec hyperdestruction
splénique. Les tests hépatiques sont perturbés, la
sérologie pour les hépatites A, B, C et le CMV
est normale.
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TABLEAU I. RESULTATS BIOLOGIQUES.

Globules rouges (GR) 4.1 4.0-5.2 x 10%ul
Hémoglobine (Hb) 14.3 11.7-14.9 g/dl
Volume globulaire (MCV) 83.9 80-97 fl
Concentration moyenne en Hb (MCHC) 39.3 31.3-36.1 g/dl
Pour cent GR hyperchromes (%HYPER) 32.0 0.1-2.5
Réticulocytes 201 29-84 x 10°/ul
Globules blancs 13.5 4.3-11.9 x 10%/pl
Plaquettes 311 170-400 x 10%/ul
Bilirubine totale 272 0-10.0 mg/l
Bilirubine conjuguée 10.3 0-3.0 mg/l
Haptoglobine 0.11 0.30-2.40 g/l
LDH 618 200-400 unités/l
Phosphatases alcalines 650 246-842 unités/l
GammaGT 196 0-50 unités/l
TGO 145 0-30 unités/l
TGP 175 0-30 unités/l
Protéines sériques 78 66-83 g/l
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On se trouve donc devant un cas d’hémolyse
compensée puisque les taux normaux de glo-
bules rouges et d’hémoglobine sont maintenus
par une hyperproduction érythropoiétique. Une
origine autoimmune est exclue par le test de
Coombs négatif, une hémoglobinopathie et une
enzymopathie par une électrophorése normale
de I’hémoglobine et les dosages normaux des
enzymes érythrocytaires glucose-6-phosphate
déshydrogénase (G6PD), pyruvate kinase (PK),
6-phosphogluconate déshydrogénase (6PGD),
hexokinase (HK) et glucose phosphate isomé-
rase (GPI).

Pexamen du frottis sanguin montre la pré-
sence de globules rouges a clarté centrale
réduite, mais peu de microsphérocytes (fig 2).
Par ailleurs, la résistance osmotique globulaire
s’avere normale a trois reprises et ne révele une
anomalie qu’apres incubation de 24 heures. Lau-
tohémolyse correspond a un profil de type III,
compatible avec une enzymopathie ou une sphé-
rocytose. Le test de cryohémolyse est positif.

Finalement, c’est I’¢lectrophorése des pro-
téines des membranes érythrocytaires (Dr B.
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Fig. 2. Hématies et plaquettes de la patiente. Presque tous les glo-
bules rouges montrent une clarté centrale, qui n’est absente que dans
les quelques sphérocytes (fleches).

Gulbis, Hopital Erasme, Bruxelles) qui établit
définitivement le diagnostic en révélant une
déficience isolée de la protéine transmembra-
naire bande 3. Cette déficience entraine une
forme de sphérocytose héréditaire associée a une
hémolyse compensée. Ce diagnostic permet
donc d’affirmer que les épisodes antérieurs d’ic-
tere associés a des douleurs abdominales et
vomissements étaient dus a la maladie érythro-
cytaire et non pas a une maladie de Gilbert.

DISCUSSION

1. Sphérocytes et hematies hyperdenses

La sphérocytose héréditaire est due a une ano-
malie du cytosquelette du globule rouge. Sa pré-
valence est au moins de 1/2.000 dans la
population nord-européenne. La transmission
est autosomique dominante dans 75 % des cas.
Dans le reste des cas, il s’agit soit d’une muta-
tion spontanée, soit d’une transmission autoso-
mique récessive ou autosomique dominante a
pénétrance réduite.

Fig. 3. Modele shématique de la mem-
brane érythrocytaire. A gauche, sont
représentées les protéines qui intervien-
nent dans les interactions verticales
entre la bicouche lipidique et le cytos-
quelette et dont les mutations causent la
sphérocytose héréditaire (bande 3,
ankyrine, bande 4.2 et spectrine, surtout
b). Lelliptocytose et la pyropoikilocy-
tose héréditaires sont associées a des
mutations des spectrines (surtout a) et
de la protéine 4.1, qui assurent les inter-
actions horizontales entre les compo-
sants du réseau cytosquelettique.
Reproduit avec permission de Tse et
Lux (18).
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La sphérocytose héréditaire résulte de 1ésions
biochimiques, isolées ou associées, au niveau de
I’ankyrine (environ 45 % des cas), la spectrine
(surtout b; 30 %), la bande 3 (20 %) ou plus rare-
ment de la protéine 4.2 ou pallidine (5 %) (fig.
3). Ces protéines assurent les interactions verti-
cales, perpendiculaires au plan de la membrane,
entre la bicouche lipidique et le cytosquelette.
Les mutations qui les atteignent fragilisent 1’at-
tachement entre ces structures (fig 4). Des vési-
cules de 0.2 a 0.5 um, formées de lipides et de
protéines exclusivement membranaires, se déta-
chent. La réduction du rapport surface/volume
cause la sphérocytose, la perte de la déformabi-
lité des globules rouges et un ralentissement
secondaire de leur transit a travers les sinusoides
de la rate. La stase dans les sinusoides de la rate
réduit ’utilisation du glucose et la formation
d’ATP et expose les protéines membranaires aux
radicaux libres libérés par les phagocytes acti-
vés. Elle conduit ainsi a un processus d’excision
membranaire qui ne fait qu’accentuer la sphéro-
cytose, jusqu’a ce que survienne la lyse cellu-
laire. Par ailleurs, la perte membranaire accroit
la perméabilité aux cations monovalents, ce qui
entraine une hyperactivit¢ de la pompe a
sodium, dont I’effet net est une perte de Na'
supérieure a I’entrée de K* (8). C’est le méca-
nisme de la déshydratation des hématies, qui
explique 1’augmentation de la concentration en
hémoglobine (MCHC) et de la fréquence des
hématies hyperdenses.

Chez notre patiente, le MCHC (concentration
corpusculaire moyenne en Hb) est 39.3 g/dl
(référence 31.3-36.1 g/dl). La détermination du
pourcentage d’hématies hyperdenses (%
HYPER) est plus sensible que celle du MCHC et
détecte des pathologies mixtes ou coexistent des
subpopulations d’hématies hyperdenses et hypo-

denses, comme cela a été décrit dans des cas de
thalassémie B (9). Quand la limite de 1.5 % est
choisie pour détecter une augmentation anor-
male du taux de sphérocytes, la sensibilité et la
spécificité de %oHYPER sont toutes deux de 94
% (4). Lutilité du test est illustrée par le cas pré-
sent, ou le taux de %HYPER était de 32 % (fig.
1) alors que le frottis sanguin était trés peu sug-
gestif d’une sphérocytose; on considére
d’ailleurs que 1’examen microscopique ne
détecte les sphérocytes que dans environ 80 %
des cas de sphérocytose héréditaire. Un avantage
supplémentaire de la détermination de
%HYPER sur I’examen microscopique est
qu’elle est réalisée au cours de I’examen auto-
matique de routine. Elle devrait aussi détecter la
sphérocytose causée par des pathologies
acquises, telles que les hémolyses d’origine
extrinseque dues aux brilures, a certains venins,
aux septicémies a Clostridium perfringens ou
surtout aux hémolyses auto- ou alloimmunes .
Chez 6 patients atteints d’hémolyse autoim-
mune, %HYPER a varié entre 4.6 et 27.9 % (4).

La sphérocytose est confirmée par le test de
fragilité osmotique. Réalisé sur sang frais, il
peut étre normal (comme ce fut le cas chez notre
patiente); apres incubation, il est rarement nor-
mal dans les cas de sphérocytose, mais d’autres
anomalies que la sphérocytose, notamment les
enzymopathies, peuvent révéler une population
de cellules anormalement fragiles. Le test de
cryohémolyse, positif chez notre patiente, est
considéré comme spécifique de la sphérocytose
héréditaire, apparemment parce qu’il décele le
défect moléculaire de la membrane, plutdét que
I’altération de son rapport surface/volume (10).

La déshydratation érythrocytaire qui produit
les hématies hyperdenses survient dans d’autres
affections que la sphérocytose. Les hémoglobi-
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nopathies SS, SC et CC (11), les thalassémies
(9, 12), les hémoglobinopathies instables (13) et
les anémies a corps de Heinz (13) ont une phy-
siopathologie commune qui consiste en la for-
mation de dépots intracellulaires d’héme, de fer
et de globines (hémichromes). Ceux-ci produi-
sent des Iésions oxidatives des protéines de
membrane, notamment la bande 3, qui entrai-
nent une fuite de potassium et une hyperactivité
de la pompe a sodium, d’ou la déshydratation et
I’augmentation de densité d’une fraction des
érythrocytes (13). Lexcision de ces inclusions
dans la rate produit des “hématies irrégulicre-
ment contractées”, des “bite cells” (“cellules
mordues”). Comme le montre la figure 4, elle
peut aussi causer la sphérocytose (14, 15). Dans
tous ces cas, les mesures de %HYPER par
double scatter peuvent avantageusement rempla-
cer les mesures en gradient de densité de la dis-
tribution des concentrations en hémoglobine (3).

2. Aspects cliniques de la sphérocytose héréditaire

Lhistoire clinique comprend classiquement la
triade, anémie, ictére et splénomégalie. La
symptomatologie varie suivant 1’age et la forme
de la maladie. La majorité des patients sont
symptomatiques a la période néonatale (ictere
précoce). Canémie accompagnant 1’ictere est en
général peu sévere. La réticulocytose et 1’effon-
drement de I’haptoglobine ne sont pas systéma-
tiquement présents a la naissance, ce qui rend le
diagnostic difficile. Environ 20-30 % des
patients ont une symptomatologie peu sévere, le
diagnostic passant inapergu jusqu’a 1’age adulte
ou il est révélé par une complication, notamment
les lithiases vésiculaires. Celles-ci surviennent
parfois dés 3 ans et leur incidence augmente for-
tement avec 1’age, pour atteindre une fréquence
de 75 % au-dela de 40 ans. Moins de 5 % des
patients présentent une forme sévere avec ané-
mie et besoins transfusionnels élevés justifiant
une splénectomie.

D’autres formes d’anémie peuvent compli-
quer le tableau d’anémie hémolytique chro-
nique. Une surinfection par le Parvovirus B19
(mégaérythéme épidémique ou 5° maladie)
peut entrainer une crise aplastique de résolution
généralement spontanée en 10-15 jours. Une
atteinte rénale associant azotémie et thrombocy-
topénie existe parfois, suggérant a tort le dia-
gnostic de syndrome hémolytique urémique.
Dans quelques cas, comme celui de Vanlair et
Masius (1), il existe une pathologie des tissus
nerveux ou musculaires, peut-&tre liée au fait
que ceux-ci expriment la forme érythrocytaire
de I’ankyrine et de la B-spectrine. Enfin la sphé-
rocytose peut se compliquer d’une anémie
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mégaloblastique liée a un déficit en acide
folique consécutif a I’hyperactivité de la moélle.

Le traitement varie selon la symptomatologie
et I’age. Tous les patients doivent &étre supplé-
mentés en acide folique (1 mg/j). La splénecto-
mie est réservée aux formes séveres et entraine
une réponse dans 100 % des cas. On recom-
mande actuellement de retarder I’opération jus-
qu’a I’age de 5 ans en raison du risque de sepsis
(“post-splenectomy syndrome”) (16). Une vac-
cination contre le pneumocoque, I’ Haemophilus
influenzae et le méningocoque doit étre réalisée
au moins 2 semaines avant 1’opération. L’intro-
duction du nouveau vaccin heptavalent contre le
pneumocoque (Prevnar aux USA) permettra
peut-étre d’envisager la splénectomie avant
I’age de 5 ans (17). Une antibioprophylaxie doit
étre administrée chez tous les patients splénecto-
misés et ceux-ci devraient étre porteurs d’un
bracelet d’identification.
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