HEMOLYSES
CONSTITUTIONNELLES RARES DU

NOURRISSON : LA DEMARCHE DU
CLINICIEN




LE CONTEXTE INITIAL

Nourrisson avec anémie
de type hémolytique qui
n'est pas :
Une sphérocytos
héréditaire
Une drépanocytose
Une thalassémie
Un déficit en G6PD
Une incompatibilité
foeto-maternelle

Une anémie hémolytique
auto-immune



DEFICIT EN PYRUVATE KINASE

La plus fréguente des
anémies hémolytiques
constitutionnelles non
sphérocytaires
Pyruvate kinase 4
Isoenzymes sur 2
chromosomes

L (foie) 1921

R (hématies) 1921

M1 (muscle, coeur cerveau)

15922

M2 (tissus foetaux, rein,
leucocytes, plaquettes...)
15922

B Domain




DEFICIT EN PYRUVATE KINASE

Enzyme de la
glycolyse

Maladie autosomiqu
recessive

Plus de 150 mutations
décrites

M 1+1[.:_+
PEP + Mg.ADP + H* —  Mg.ATP + Pyruvate
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PIEGES DU DIAGNOSTIC DE DEFICIT
EN PK

Tres grand
nolymorphisme de
présentation

Réticulocytes parfoi
relativement peu
éleve avant la
spléenectomie

Activité PK parfois
relativement
conservée




Consanguintiny [ |4/59

Araemid | 55461

Jawndice 361

Meomutal juandics F33/56

aplenomegaly |A758
Spleneciomy 151

Chodecysteciamy | 14456
Aplastic chrisis [ 161
Transfusimns | 3559

Exchange ransfusion _ | 25756

MDesferal irealnweni [1655%
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Y of patients

Zanella et al. BJH, 2005,130:11-25



DONNEES HEMATOLOGIQUES DE 61 DEFICITS

EN PK, AVANT ET APRES SPLENECTOMIE
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DEFICIT EN PYRUVATE KINASE

Attention : le dosage

enzymatique peut étre

faussement normal :
Transfusion préalak

Contamination
leucocytaire

Expression de I'iso-
enzyme M2

Anomalie fonctionnelle
non visible in vitro

Recours a la biologie
moléculaire souvent
necessaire

Indispensable pour L
diagnostic pré-natal
Permet d’établir une
relation genotype-
phénotype
Séguencage du gene
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TRAITEI\/IENT DU DEFICIT EN
PYRUVATE KINASE

Transfusions sanguines Chélation du fer
regulieres necessaires Splénectomie

pour les formes les plus Augmente en général le
graves, surtout dans | taux d’hémoglobine d
premieres années de la 1-3 g/di

vie Intérét pour les formes

: : les plus séveres
Transfusions sanguines

« selon les besoins » pour
les formes moins séveres
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D‘EFICIT EN TRIOSE
PHOSPHATE ISOMERASE

Triose phosphate isomerase

a7

Dihydroxyacétone Glyceraldehyde
phosphate 3-phosphate




S T e S )

PHOSPHATE ISOMERASE

Maladie tres rare, Atteinte neurologique
autosomiqgue récessive Apparaissant plus tard
Une seule mutation dans (vers 1 an) |
80% deS o Atteinte neuromusculaire
Anémie hémolvt séver:

nemie hemolytique Cardiomyopathie
chronique sévere ou o
néonatal infections bactériennes

Déces avant 'age de 5
ans dans la plupart des
cas
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& Reversal of Metabolic Block in Glycolysis by
© Enzyme Replacement in Triosephosphate Isomerase-
E Deficient Cells

OOOOOOOOO

EEEEEEEEEEE 600 ] B 300
OOOOOOOOO Kk

oooooooooo 500 — T = — 250
b ol 1=
=, ** g
£ = o
@ 400 200 &
o o
o =
o s |
S 300 — 150 E
= >
a ©
b= ©
T 200 — 100
o =

100 — — 50
0 0

A B c
. DHAP 24hrcontrol . DHAP 24hr coculture |:| TP1 24hrcontrol I:] TPI 24hr coculture

Ationu, A. et al. Blood 1999:94:3193-3198
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Les hemoglobines instables

-Mutations qui déstabilisent le tétramere
-134 variants rapportes dans cette categorie
Seulement 27 concernent la chaane

La Chainea est la chaine fcetale
Elle etablit des contacts avgd etd

-Affections rares, rarissimes
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HEMOGLOBINES INSTABLES

Multiples anomalies 4
décrites P o
1 N ”», g L]

Modifications des A A s

interactions hen- . b

globine ! Ay

Modifications de la —

structure secondaire des

SouUS-unités

Modifications de la
structure tertiaire des
SOuUS-unités

Modification de la
structure quaternaire



Mecanisme de I'hémolyse

Adhésion des corps de Heinz a la face interne de la
membrane des GR

\ Altération de la membrane des

Diminution de la plasticité (/

N

Elimination dans la rate
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HEMOGLOBINES INSTABLES

Les pieges du diagnostic : "
Présentation trés L p
hététogene (Hb Ny ION
hyperinstable : Bruxelle: ’ ——
Olmsted) ~ T
Pas forcement visible sur
I'HPLC

Certaines migrent
comme Aou F

Certaines sont absentes
du fait de leur instabilité
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HEMOGLOBINES INSTABLES :
DIAGNOSTIC

Ponctuations basophiles

Corps de Heinz Séguencage des geres
HPLC etb de la globin
Tests d'instabilité :

Chaleur

iIsopropanol



Hémoglobine Olmstedy141 (H19) Leu->Arg

Rarissime
Anémie (70-80g/l) des la premiere année

Episodes d’aggravation nécessitant le recours a la
transfusion

AA chargé positivement, a I'intérieur de la poche de
I'hneme: permet l'irruption de molécules d’eau

Splénectomie




Hémoglobine Bruxelled942 Phe->0

-Rarissime

-Anémie (10g/l) et cyanose (affinité pour O2
g diminuee)

-Délétion d’un AA situé dans la poche de I'heme

-Destabilisation et diminution de I'affinité pour 'O2










Les relations elliptocytose /
pyropoikilocytose

« Elliptocytose heréditaire : « Elliptocytose héreditaire

— Autosomigque dominante avec pyropoikilocytose

— Asymptomatique ou Infantile
hemolyse moderéee — Hémolyse néonatale

— Anomalies des chaines a — Evolution vers elliptocytose
ou b de la spectrine, qui en 4 mois-2 ans

modifient 'assemblage des

tetrameres et destabilisent Pyropoikilocytose

la membrane héreditaire
— Anomalies de la protéine — Forme homozygote
4.1 — Héterozygote composite

— Hétérozygote + alELY


















CONCLUSION SUR LA DEMARCHE DU
DIAGNOSTIC

Relecture des lames de
cytologie : anomalies
morphologiques

Ektacytométrie

Electrophorese des
protéines de la |
membrane érythrocytaire

Dosage pyruvate kinase,
triose phosphate
Isomérase, autres
enzymes ?

Séguencage du gene
pyruvate kinase

Recherche de corps de
Heinz

Test d'instabilite de
I’'hémoglobine
Séguencage genes a etb
de la globine
Myélogramme



