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Hemolyse

m Raccourcissement de la durée de vie
desglobules rouges (< 120 jours)

m [ntratissulaire (physiologiqu)

macrophages (fole, rate) Association
frequente

m Intravasculaire (pathologique,
systematique si hémolyse massiye)



Hémolyse Hémolyse
Intratissulaire Intravasculaire
/" BiliNC \\\. Haptoglobine

\ Haptoglobine /77 LDH
/" BiliNC

Hémoglobinémie
Hémoglobinurie (sans
hématurie)

/" Réticulocytes

Macrocytose (sauf thalassémie, drépanocytose, sphérocytlose)

Si Bili NC et Haptoglobine normalessp hémolyse improbabe
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Hemolyses, causes

Causes corpusculaires

Maladies de I'hnémoglobine

Drépanocytose

Hémoglobines instables
Thalassémies

Enzymopathies

Maladies de la membrane
Constitutionnelles
Acquises: HPI

Causes extracorpusculaires

Immunologiques

Auto- ou alloimmunisation
Médicaments

Toxiques: saturnisme, médicaments
Bactériennes: perfringens
Parasitaires: paludisme, babésiose
Mécaniques
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Late entry in sickle cell disease: characteristics, prognosis and outcome.
A monocentric series of 108 patients

. Type of  Clinical manifestations R al I.ast L . .
Patient SCD leading to SCD diagnosis evaluation Complications occuring during follow-up
(years)

1 SC ocular hemorrhage 43 retinopathy, ACS*

2 SS ocular hemorrhage 45 right blindness, ACS, shoulder osteonecrosis, cardiopathy

3 SC ocular hemorrhage 57 retinopathy, ACS, hip osteonecrosis, priapism

4 SC ocular hemorrhage 26 hip osteonecrosis

5 SC ocular hemorrhage 39 retinopathy, priapism

6 SS ACS 30 ACS

7 SS ACS 25 ACS, priapism, leg ulcer

8 SS ACS 23 ACS

9 SS ACS 37 ACS, hip osteonecrosis

10 SC ACS 24 ACS

11 SC hematuria 35 priapism

12 SC hematuria 50 retinopathy, hip osteonecrosis,

13 SC  hematuria 35 S

14 SC  stroke 46 S

15 SC  stroke 48 ACS, hip, shoulder osteonecrosis, epidermidis staphylococcus
septi.

16 SC hip osteonecrosis 44 hip osteonecrosis

17 SC knee chronic pain 50 retinopathy, hip, shoulder osteonecrosis

18 SS  priapism 37 retinopathy, priapism, leg ulcer

19 SS  leg ulcer 54 retinopathy, leg ulcer

20 SS  acute splenic sequestration 35 ACS

Godeau et al, ASH Annual congress 2004



Hemolyse post-transfusionnelle et
dréepanocytose

m Transfusion

206 %dhémolyses post
transfusionnelles

0,
70% 30%
Allo-anticorps Pas d’anticorps
Différence entre le phénotype détectables

érythrocytaire des donneurs
et des receveurs

30 % des drépanocytaires sont alloimmunisés
En cas d’une nouvelle transfusion dans 60% des cas un nouvel
anticorps apparaitra
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Hémolyse post transfusionnelles
retardées (DHTR)

D’apres Habibi et al

‘ Absence de rendement transfusionhel

99 épisodes chez 79 patients
26 grossess
6 déces

STA, Défaillance multiviscéralte

Hémoglobinurie avec urines Portdn %$HbA, \VHb, A LDH
NE PAS RETRANSFUSER SAUF....
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Hemolyses retardées post -
transfusionnelles

m Diagnostic clinique€CVO tres intenses

m Présence de signes d’hémolyse intra-vasculaire
Ictere

Urines tres foncées
Anémie
Augmentation majeur des LDH
Augmentation de BiliT
m Survient apres transfusion (Moyenne 9 jours)
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DHTR: un moyen simple de faire le
diagnostic: electrophorese de PHb

S mHbA
/

m HbS

"W Hb

m LDH

1
2 3 /
6
7 HbA
8
9
10

Chute rapide du taux d’HbA
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Les 2 examens
essentiels et urgents

m Test de Coombs dire

m Frottis: présence de
schizocytes ?



" B TDA: « test de Coombs direct »

TDI: « test de Coombs indire »




TDA
Sensibiliteé:
98-100%
Spécificiteé:

Rt i .y Y

1:100| 1:1 |1:100| et | 1:10
noigG

95%
m TDA negatif ?:

AutoAc en dessous du seuil de sensibilité

Auto Ac d’isotype IgA ou IgM

Auto Ac de basse affinité
= utiliser des tests plus spécifiques: ELISA, Eluats, efc...



TDA
positif

4
Sl i o -
1:1 [1:100| 1:1 |[1:100 | etl 1:10

Chaud ou

froid ?

m AHAI « chaudes » (75%)

Test Coombs IgG-C ou IgG = faible titre agglu
froides

m AHAI « froides » (25%)

Test Coombs C + Agglu froides fort titre
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AHAI a Ac chaud, caractéristiques

(1) sI vepafoiaglutinin foides
m Maladie orpheline (1/100 000/yr)
m Tous les ages mais souvent > 40 yrs
m Maladies associees: > 50%
m Sex ratio (F/M): 1.6
m Début insidieuXmais pas toujours...)
m Dyspnée, paleur, ictere,
m Examen physique normal eplénomegalie
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AHAI a Ac chaud,
caractéeéristiques(2)

m Anemie, macrocytose, sphérocytose
m Réticulocytose(inconstante)

m Haptoglobine bas

m Elévation des LDH

m Hyperbilirubinemie NC

m Sphérocytose possible

m Absence d’hémoglobinurie (sinon, reconsidérer
le diagnhostic)

Spherocytes
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Caractéristiques de 60 patients adultes atteints
d’AHAI auto Ac chauds

Roumier et al, Am J Hematol 2014, in press

caractéristiues |

Sex ratio 1/1
Age moyen 54 + 22
Hb moyen (g/dL) 6,4+ 1,7
Réticulocytes (G/L) 285+ 174
VGM moyen (iL) 108 £ 14
Hapto basse 93%
LDH élevées 93%
Bilirubine élevée 82%
Présence de sphérocytes 41%

Test de Coombs direct

- IgG 40%
- IgG + C3d 55%
- C3d 3%

- IgA 2%
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Caractéristiques de 60 patients adultes atteints
d’AHAI auto Ac chauds

Roumier et al, Am J Hematol 2014, in press

caractéristigues |

Recherche d’agglutinines froides chez 28 patients
Présentes dans 4 cas, titre de 1/64 a 1/
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Caractéristiques de 60 patients adultes atteints
d’AHAI auto Ac chauds

Roumier et al, Am J Hematol 2014, in press

Dosage Y globulines 55/60
malades

Y globulines anormales Y globulines normales
51% (28/55) 49%

HyperY > 15g/L HypoY < 6g/L
31% (17/55) 20% (11/55)

6 MAI,

8 pathologies associées dont 6
lymphomes

5 lymphomes
3 pathologies infectieuses
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Caractéristiques de 60 patients adultes atteints
d’AHAI auto Ac chauds

Roumier et al, Am J Hematol 2014, in press

N

Immunofixation

44/60 malades

J

7\ N
Immunofixation
normale

Immunofixation
anormale

30% (13/44)

70%

J J

~

Lymphome de
bas grade chez 8
malades sur 13

J




Caractéristiques de 60 patients adultes atteints

d’AHAI auto Ac chauds

Roumier et al, Am J Hematol 2014, in press

Pathologies assosiées |

Hémopathies lymphoides

Hémopathies lymphoides nr
classées

Maladies autoimmunes

Autres
AHAI isolée

23%
10%

13%

17%
35%
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AHAI chaudes et Hemopathies
(n=15/72)

Diagnostic de I'hémopathie / AHAI

Antérieur : 1 Simultane : 8 Postérieur : 6
LNH B bas grade : 3 Hodgkin :1

Waldenstrom : 1 LNH immunoblastique : 1
LLC : 3 LNH centroblastique : 1
LAID : 1 Waldenstrom : 1
Lymphome T : 1
LNH B bas grade : 1

e

Le diagnostic d’hémopathie
lymphoide peut étre retarde
=> SURVEILLANCE

| Genty et al, Rev Med Interne 2002
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LLC et AHAI
AHAI « chaudes »
La négativité du TDA n’élimine pde Dg
2a4% des LLC
Facteurs de risque
Age (> 65 ans)
Sexe (plus frequent chez Phomme)
LLC a un stade avance,
Lymphocytes > 60 GIL
Titre eleve de 2 microglobuline
Absence de mutation IgVH
m Valeur pronostigue débattue
m ROle de la fludarabine débattu
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AHAI et Lupus

AHAI « chaudes »

5to 10%

Anémie sévere 25%

Peut précéder le lupus +++

Facteurs de risqu
APL ?
Ethnies noires
Thrombopénie (Evans’ syndrome)
Azathioprine (?)
m Pronostic

N’influence pas le pronostic
Mais associé avec atteintes sévéeres (neuro, rein...)



Autoimmune hemolytic anemia in patients with SLE
Kokori et al, Am J Med 2000; 108:198-204

41 patients,

Sex ratio (F/M): 4.1/1

Warm AHA : 100%

66% occured at the onset of SLE
Low lupus activity index (ECLAM < ¢
Low risk of recurrence

High risk of thrombosis: 10 events (25%)
with a follow-up of 4= 4 yrs

_ Univariate models Multivariate models

Odds ratio P Odds ratio P
IgG cardiolipin 4.3(2.1-9.3) 0.02 5.8 (1.4-24) 0.01

Thrombosis 2.3(0.7-7.3) 0.2 4.6 (1-21) 0.05



Bilan a réealiser devant une
AHAI a autoAc chauds

m AAN

m EPP, dosage pondéral des Ig

m Immunofixatior

m Phénotypage des lymphocytes circulants
m Scanner TAP

m Serologies virales HBV/HCV/VIH

m BM non systématique
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The spectrum of Evans syndrome in adults: new

insight into the disease based of the analysis of 68

cases
Michel et al, Blood 2009; 114: 3167-72

m AHAI « chaude »
m Cytopénies souvent margquees et
symptomatique

m Maladie associée dans 50% des
cas

m Deélai entre les deux cytopénies
pafois prolongé

m Evolution sévere

m Mortalité élevée (25%)



m Evolution sévere
m Mortalité élevee (25%)

m Plusieurs lignes
thérapeutigues requises

m Dépendance au
traitement fréquente

m Avec recul de 4,8 ans,
32% des patients en
remission sans Tt

Michel et al, Blood 2009; 114: 3167-72
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Maladie des agglutinines
froides |

Maladie, « clonale ».
— lgMk dans 90% des cas

— BM : lymphome lymphoplasmocytique ou zone marginale =>
Waldenstroem (50%)

e Age médian 67 ans

* Pronostic favorable

e Espérance de vie similaire a celle de la population générale

e Poussées d’hémolyse (infection, exposition au froid)

 Traitement le plus souvent nécessaire: « not an indolent disease »
— Transfusion 50%

— Autre



[J Survie médiane: 12.5 ans
O Transformation LNH

Agressif: 3.5 % a 10 ans

nNunnals 1cauLve ylipnveyudals
Irregular lymphoid hyperplasia
Non-Hodgkin's B-cell lymphoma
Lymphoplasmacytic lymphoma
Marginal zone lymphoma

Small lymphocytic B-cell lymphoma/
Chronic lymphocytic leukemia

Clonal lymphocytosis/ other

small B-cell lymphoma

Total

50
33

66

4L

13
76
50

Co

12

100

76 %



Drug induced immune haemolytic anemia in the Berlin Case-control

surveillance study
Garbe et al, Br J Haematol, 2011; 154: 644-53

m Diclofenac m (-lactam antibiotic
= Fludarabine ™ Cotrimoxazole
: : Ciprofloxacin
m Oxaliplatin " P
_ m Lorazepam
m Ceftriaxone
m Piperacillin



" J
Les 2 examens
essentiels et urgents

m Frottis: présence de_e%"

schizocytes ?



PTT (Sd de Moschcowitz)

m Hémolyse (100 %)

L 0
o Thrombopeme:( .100 %) Pentade présente
m Signes neurologiques (90 dans 40 % des ¢
m Atteinte rénale
m Flevre



Figure 1. Anti-ADAMTS13 IgG antibody titers in healthy donors, patients with TMA,
thrombocytopenic disorders, and autoimmune diseases other than TMA

Rieger, M. et al. Blood 2005;106:1262-1267

Copyright ©2005 American Society of Hematology. Copyright restrictions may apply.



ARTHRITIS & RHEUMATISM

Vol. 54, No. 8, August 2006, pp 2568-2576
DOI 10.1002/art.22018

© 2006, American College of Rheumatology

Mortality in the Catastrophic Antiphospholipid Syndrome
Causes of Death and Prognostic Factors in a Series of 250 Patients

Silvia Bucciarelli,' Gerard Espinosa,' Ricard Cervera,' Doruk Erkan,” José A. Gémez-Puerta,’
Manuel Ramos-Casals," Josep Font,' and Ronald A. Asherson,’ for the
CAPS Registry Project Group (European Forum on Antiphospholipid Antibodies)
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Observation (1)

Femme 34 ans

Asthénie majeure isolée

Hb 3g/dL, VGM: 102 u

Réticulocytes: 91x10L PTT ?
Plaquettes: 40xPOL

Schizocytose majeurd25 % des hématies)

LDH: 5700 UI/L

Haptoglobine: 0.06 g/L

Test de Coombs négatif
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Observation (1)

m Femme 34 ans
m Asthénie majeure isolée

m Réticulocytes: 91x16/L

m Plaguettes: 40xP0L

Schizocytose majeure (25 % des hématies)
LDH: 5700 UI/L

Haptoglobine: 0.06 g/L

N
N
N
m Test de Coombs négatif
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Observation (2)

Vitamine B12: 35 ngIL (N > 200)
~olates sériques: Nx

~olates globulaires: 180 pg/L (N > 2'] Piege a folate
Homocysteine: 170 pmol/L (N < 16)
Myélogramme: mégaloblastose

Penser a une carence en B12
devant un tableau de MAT !
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Observation n° 2 (1)

Femme 67 ans

Valve mécanique en position mitrale
Hb: 5,6 g/dL

Haptoglobine < 0,05 g/dL
Réticulocytes: 250x L

Test de Coombs négatif
Schizocytes présents

Echo cceurvalve mécanique OK...
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Observation n° 2 (2)

Diagnostic d’AHAI a Coombs néegatif...

Echec corticoides

Echec azathioprine

Transfusions itératives et plusieurs episodes d’
Nouvelles écho coeupas de dysfonction de valve...
Schizocytes toujours présents

Discussion de splénectomie...
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Observation n° 3 (3)

Chirurgie thoracique préférée a la splenectomie !
— désinsertion de valve mécanique !
disparition de I'hémolyse...

Attention au diagnostic d’AHAI a Coombs négatif +++

Penser a Ia désinsertion de valve mécanique +++
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Etiologies
des schizocytoses
1) Valves mécaniques, RA serre
2) MAT
- PTT (LED, Mt, infection, BMT
- HELLP
- SHU
3) Métastastases osseuses
4) HTA maligne, éclampsie, CAPS
5) Carences folates/B12




Les maladies de Ia membrane
constitutionnelles

D’aprés Delaunay, Blood Review, 20@2.:1-20



Les maladies de Ia membrane
constitutionnelles

m Sphérocytose
m Ellipsocytos

m Stomatocytose
98

D’aprés Delaunay, Blood Review, 20@2.:1-20



Sphérocytose Ellipsocytose| Stomatocytose
5
Transmission Dominante Dominante Dominante
(75% des cas)
Fréquence 1:1000-2500 1:2500-4000 1:30 000-100 00¢
Répartition Ubiquitaire Afrique, Méditerranég Ubiquitaire
geographique
S. cliniques Hémolyse Hémolyse Hémolyse
Lithiase, érythroblastopénie} Lithiase, érythroblastopénig, Thrombose =
aggravation si infection aggravation si infection
Diagnostic Cytométrie de flux | Cytométrie de flux Ektacytométrie
(test EMA) Ektacytométrie
Ektacytométrie Geénétique
Génétique g
Splénectomie ? Oul OUI/NON NON !




Hemoglobinurie paroxystique

nocturne (« HPN »)

Déficit des protéines d’ancrage du CD55 et CD59



104

HPN

CD16 PE:Cy5

0!

m Mutation du gene PIG-A
(chromosome X)

m Défaut d’expressioCD55

(decay accelerating factpr

m Défaut d’expressio€D59

(membrane inhibitor of reactive lygis

Hypersensibilite a Paction lytique du complément

103
uul

1 1.7%

102

<




HPN, manifestations cliniques

m Hémolyse intravasculaire

Hemolyse, urines rouges
Astheénie

B Thromboses veineuse

Sites inhabituels
Peuvent étre réeveélatrices

m Carence en NO

Dysérection
Douleurs abdominales, spasme oesophagien

m Insuffisance médullaire
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Caractéristiques de PHPN: registre international de
1610 patients

Schrezenmeir et al, Haematologica 2014; 99:5

Caractéristiques _

Femme 53%
Age de début 32 ans (3-87)
Hb (g/dL) 10,6
LDH (x VN) 1,96
% clone HPN 68%
Thrombose 15%
Atteinte renale 14%
Fatigue 80%
Dypnée 64%
Hémoglobinurie 62%
Douleurs abdominales 44%
Douleurs thoraciques 33%
Dyfonction érectile 30%
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Eculizumab: Ac monoclonal

humanisé inhibant la cascade
du complement

Classical Pathway Fﬂtnréthﬁnmajir;iliztwln
Activation

Cell Activation
AntibodylAntigen Complexes

+ \
G1
C1g —#| Activated C5a Membrane
pathay o Complex
Activation L3a
MBL C5b W C5b-9
C6 C7T C8 C8H
Cl —Clb

Call Activation
Lysis

Factor B+D

Alternative Pathway

Activation * Target of Anti-C5 mAb

Micrabiological Membranes .

Bacterial LFS Therﬂ pE‘ Ut":E
Immune Complexes

Mammalian Cell Membranes

Hillmen et al, N Engl J Med 2004



Enzymopathies

Glucose GSH

HO
‘ Hexokinase (HK) 22z

Glucose-6-phosphate

HADP Glu ion vale des penmses
G6PD Glutathion reuuclase GGPD
Peroxydase

TH 6-phosphoal ucono-6-lactone -

/NADP

R-0-0H X 2GSH
R-OH + HO GSSG

-




Deficit en G6PD

m Frequence +++ (400 millions ...)
m Répartition ubiquitaire

m G6PD => Reéduction du glutathion => |utte cor
le stress oxydatif I
L, e er : s © %@
m Precipitation de I'Hb o %%%

;,m r

corps de Helnz
m G6PD: gene situé sur le chromosome X

m 300 variants



Déeéficit en G6PD, phénotype variable

m Hemolyse intermittente+++

Favisme
Infection
Médicaments:

s Sulfamides
= Quinolones

= Antipaludéens
IDM ?, Diabéte ?

m Hemolyse chronigue

m Absence d’hemolyse



Déeéficit en G6PD, phéenotype
variable

m Type A-: Afrique
noire, USA

m Type méditerranéen
plus fréquent,touche
les caucasiens,
phénotype plus grave,
accidents
hémolytiques plus
séveres

Megarbane, Réanimation 2008, 17: 399-406
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Deficit en G6PD et
medicaments
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Deficit en G6PD et <]/ Liste

meédicaments incompléte
Se réferer au

site




Déeéficit en G6PD, Diagnostic

m Corps de Heinz(non spécifique)

m Dosage G6P[Orisque de faux negatif)

A coupler systematiquement avec le dosage de
Phéxokinase

Intérét de Penquéte familiale dans les cas difficiles

m Dosage G6PD chez les parents et freres et soeurs

m Diagnosticgénétque moléculairegénéralement
inutile



Deficit en pyruvate kinase

m Phénotype variable
m Facteur de protection contre le paludisme ?

m Répartition ubiquitaire (Europe du No
Chine...

m Hémolyse,lithiase pigmentaire,
érythrobastopénie, splénomégalie

m Dosage de PK

m Dg moléculaire: Non



m Femme, 23 ans, origine cambodgienne

m Adressée pour bilan d’'une hémolyse

m Hb 7,5 g/dL, VGM 108.L, réticulocytes: 154G/L
m ASAT 3 N, ALAT 4N

m TP:51%, FV: 43¢

m Echo abdo: splénomégalie 15 cm, dysmorphie
hépalgue, signes d’'HTP

m Test de Coombs direct négatif,
m Absence de schizocytes
m Electrophorése de I'Hb en attente



Maladie de Wilson
FOIE

Nécros:
Anneau de Kaser -Fleischer
|:: Ponctuations basophiles

Relargage Cuivr
Stress oxydatif
Corps de Heinz

HEMOLYSE X
%0 20
"’g)@(m%



Hemolyses
foxiques

m Médicaments

Sulfones
Ribavirine

m Plomb
m Cuivre



Saturnisme

Hémolyse

Hématies ponctuées
Douleurs abdominal

HTA

Pigmentation des gencives
Plombémie et plomburig’””




m Hematies ponctuées : hématies (en realité
reticulocytes) contenant de nombreuses petites
ponctuations sombres, basophiles (temoin d'une
anomalie de synthese de I'némoglobine)

Thalassémies
- Anémies sidéroblastiques (secondaires (Pb) et
primitives)
Splénomegalie myeéloide
Grandes dysérythropoieses
Chez le nouveau-né (ponctuations fines)



"
‘ Anémie hémolytique\
Frottis sanguin + test de Coombs direct

%4

v v v v
Anomalies morphos des GR| Schizocytes™ ++ | Erotis NI (ou corps de| | Frottis NI
Coombs - Coombs - Heinz -+ ponct. basos. .|| OU sphero.
' Coombs - Coombs +
l MAT (PTT,
Anémies corpusculaires SHU, HELLP..)
(anomalie d’Hb ou Membrane) Attention aux Déficit GEPD. PK
3y « pseudo-MAT » l ’
Microspherocytose Al—vl IN
Elliptocytose NON
Drépanocytose.. i T | T |
Test de résistance osm. C'A;I;I';Ibi_ ng5|\/|5 9 Intox. Pb || Hb instable
Ektacytométrie Wilson

Electrophorese Hb.




Que faire quand on a rien
trouve ?

m AHAI a Coombs négatif ?

m Désinsertion de valve mécanique ?
m Hb instable

m FAIRE UN MYELOGRAMME



Sd «<ATMDS »

Acquired a-thalassemia myelodysplastic syndrome

a-thalassemie acquise
Déletion d’'un ou deux genes
Hémoglobine H

Anémie microcytair
hypochrome

Surcharge martiale

m HPLC, Electrophorese Hb
(acétate cellulose, isoélectro-
focalisation)

m MDS SMP, etc...

Perrin et al, Ann Biol Clin 2007; 65: 405-10
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