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INTRODUCTION

Les enzymopathies érythrocytaires sont connues depuis 1956, année de mise en évidence du
déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) par Carson et al.. Plusieurs autres
enzymopathies érythrocytaires ont été objectivées depuis, et parmi elles, le déficit en pyruvate
kinase (PK) intraérythrocytaire, décrit en 1961 par Valentine et al.. Cependant ces deux
pathologies différent sur le plan de physiopathologie de I’hémolyse induite, mais également

sur la présentation clinique et I’évolution a long terme.

Chez le patient déficitaire en G6PD, I’altération du potentiel réducteur de I’hématie entraine
des crises d’hémolyse aigué, lors d’un stress oxydatif. Le déficit en PK induit, au contraire,
une hémolyse évoluant sur un mode chronique. En effet, le mécanisme de la diminution de la
durée de vie de I’hématie est consécutive a une altération permanente de la production

énergétique intraerythrocytaire.

Ainsi, si le déficit en PK est, loin apres le déficit en G6PD, la seconde enzymopathie
érythrocytaire la plus fréquente, il est surtout la premiere cause d’anémie hémolytique

congénitale non-sphérocytaire d’évolution chronique.

Cette pathologie, rare et ubiquitaire, est caractérisée par une expression clinique et biologique
tres variable allant de formes létales du nourrisson a des présentations peu symptomatiques
chez I’adulte. Plus de 600 cas ont été rapportés a travers le Monde et environ 220 mutations

du géne PKLR, codant pour la PK intraérythrocytaire ont été décrites a ce jour.

Nous proposons ici, d’exposer dans un premier temps la physiopathologie du déficit en PK
intraérythrocytaire, les principaux arguments cliniques et biologiques, ainsi que les examens

paracliniques permettant de confirmer le diagnostic.

Nous présenterons dans un second chapitre, trois observations détaillées de patients

déficitaires en PK.

Nous exposerons dans un troisieme temps, les premiers résultats de 1’¢tude oligocentrique de
60 patients déficitaires en PK intraérythrocytaire, tous génotypés, et présentant des mutations

du gene PKLR a I’état homozygote ou hétérozygote composite.
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Nous engagerons finalement une discussion portant sur certains points d’intérét, dont la
présentation phénotypique du déficit, et les situations atypiques. Nous détaillerons les
caractéristiques des principales mutations retrouvées dans la population étudiée. Nous
discuterons également la problématiqgue de la surcharge martiale et les stratégies

thérapeutiques, avant d’exposer les limites et les perspectives de ce travail.
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PARTIE 1 : Déficit en pyruvate kinase intraérythrocytaire, notions
fondamentales

La fonction premiere de I’hématie est le transport d’oxygene vers les tissus. Pendant les
120 jours au cours desquels elle circule dans le sang, elle est soumise a des contraintes
rhéologiques et métaboliques. L'équipement enzymatique dont elle dispose lui permet de
maintenir l'intégrité de la membrane et du contenu érythrocytaire. Cependant, 1’épuisement

progressif de ces enzymes aboutit a une sénescence physiologique du globule rouge.

Les pathologies altérant I’activité des enzymes érythrocytaires aboutissent a une sénescence
anticipée de 1’hématie (1). Le déficit en PK intraérythrocytaire implique un déficit

énergétique au sein du globule rouge impactant son métabolisme a divers niveaux.

1.1. Métabolisme énergétique du globule rouge

L'érythrocyte étant dépourvu de systéme mitochondrial (et donc incapable d’engager un cycle
de Krebs), sa survie ne dépend donc que d’un équipement enzymatique non-renouvelable.
Ces enzymes lui permettent de produire de 1’énergie via la glycolyse anaérobie, dite voie
d'Embden-Meyerhof. Cette voie métabolique, qui comporte 10 étapes catalytiques, fournit
sous forme d'ATP, I'énergie nécessaire au maintien de la forme biconcave de I’hématie et aux

activités de transport ionique de sa membrane.

La voie d’Emden-Meyerhof est également a l'origine de phosphates organiques,
indispensables a la régulation de la fonction oxyphorique. Le 2,3-diphosphoglycérate (2,3-
BPG), modulateur physiologique du transport de l'oxygéne par I'némoglobine, est ainsi
synthétisé dans une dérivation de la voie d'Embden-Meyerhof appelée shunt de Rapoport-

Luebering.
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1.1.1. Production et consommation d’énergie par le globule rouge

Le gain net d’ATP est de deux moles pour une mole de glucose engagée dans la voie de la

glycolyse. Au sein du globule rouge mature, I’ATP assure :

e Une fonction de substrat :
o Maintien de I’équilibre osmotique, nécessaire a sa propre intégrité par le biais
de pompes Na/K ATP-ases
o Phosphorylation du glucose et du fructose-6-phosphate au cours de la
glycolyse anaérobie

o Synthese des purines et pyrimidines nucléotidiques

e Une fonction d’effecteur allostérique :
o Régulation négative de la glycolyse en exceés d’ATP par inhibition de la

pyruvate kinase et de la phosphofructokinase

Afin de mieux comprendre I’impact d’un déficit en pyruvate kinase intraérythrocytaire, nous
exposons dans un premier temps les grandes voies métaboliques fournissant de I’énergie au

sein du globule rouge.

La composante principale est la voie d’Embden-Meyerhof sur laquelle se branchent deux

voies en dérivation.
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1.1.2. Voie métabolique principale d’Embden-Meyerhof (2)

Cette voie métabolique majeure produit une grande partie de I’ATP nécessaire au
fonctionnement de I’hématie a des niveaux tres divers. Elle est composée d’une série de 10
réactions catalysees par des enzymes qui dégradent une molécule de glucose (6 carbones) en

deux molécules de pyruvate (3 carbones).

Le glucose extracellulaire traverse la membrane érythrocytaire grace a un systéeme de
transport passif et entre ensuite dans la voie d'Embden-Meyerhof apres phosphorylation en
glucose-6-phosphate sous I'action de I'nexokinase (HK). Une série de réactions enzymatiques

présentées sur la Figure 1, le transforme ensuite en pyruvate.

La glycolyse peut étre réesumée en 2 grandes étapes :

e Phase préparatoire : une molécule de glucose est d’abord transformée en deux
molécules trioses phosphate (glycéraldéhyde-3-phosphate) avec consommation
d’énergie (2 molécules d’ATP)

e Phase de production d’ATP : conversion du glycéraldéhyde-3-phosphate en pyruvate

avec production d’énergie (gain de 4 molécules d’ATP)

Le bilan énergétique est un gain net final de 2 ATP :

e 4 molécules d’ATP sont produites :
o 2 lors de la réaction catalysée par la phosphoglycérate kinase (PGK)
o 2 lors de la réaction catalysée par la PK

e Une molécule d’ ATP est respectivement consommeée par :
o L’hexokinase

o La phosphofructokinase (PFK)

En outre, la voie d'Embden-Meyerhof permet de régénérer la nicotinamide adénine
dinucléotide (NADH) par I’intermédiaire de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase,

qui est utilisée :

e Pour la réduction du pyruvate en lactate par la lactate déshydrogenase (LDH)
e Comme coenzyme de la méthémoglobine réductase physiologique

e Comme coenzyme accessoire de la glutathion réductase.
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Figure 1 — Les 10 étapes successives de la voie d'Embden-Meyerhof
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1.1.3. Voies métaboliques en dérivation

Deux voies sont branchées a la voie principale : le shunt des pentoses et le cycle du 2,3-

diphosphoglycérate.

1.1.3.1. Le shunt des pentoses phosphate (ou des hexoses monophosphate) (Figure 2)

Cette voie (10% d’engagement), initiée par le nicotinamide-dinucléotide phosphate (NADP)
maintient les capacités d’oxydoréduction du globule rouge en régénérant le NADPH (forme
réduite) aux deux premiers temps du shunt des pentoses par I'activité de la G6PD et de la 6-

phosphogluconate déshydrogenase

La NADPH est indispensable au cycle du glutathion, en charge de la détoxication des
peroxydes. L'enzyme-clef est la glutathion peroxydase dont I’action aboutit a la formation de
glutathion oxydé, ensuite régénéré sous l'action de la glutathion réductase, en présence
NADPH.

Glutathion
peroxydase

g Glutathion
Glutathion réduit
oxyde Glutathion >

réductase

Glucose
NADP+ NADPH

Glucose 6-phosphate 6-phosphogluconate

G6PD
10% N
Phosphoglucose|| 909 N
isomérase || . %
Fructose 6-phosphate <= "
LT Pentoses phosphates
LT
I =
I
1
1
v
Pyruvate

Figure 2 — Shunt des hexoses et pentoses phosphate
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1.1.3.2. Le cycle du 2,3-diphosphoglycérate de Rapoport et Luebering (Figure 3)

Cette voie branchée sur la voie de la glycolyse anaérobie, comprend deux étapes

enzymatiques catalysées par une enzyme unique, bifonctionnelle :

e La premiere, catalysée par la 2,3-diphosphoglycérate mutase, aboutissant a la

formation de 2,3-BPG

e La seconde, catalysée par la 2,3-diphosphoglycérate phosphatase, libérant du

phosphore inorganique et produisant du 1,3-BPG qui rejoint la voie principale de la

glycolyse.

Glucose

v

1,3-Bisphosphoglycérate

ADP

Bisphosphoglycérate
Mutase/phosphatase

ATP
3-Phosphoglycérate

v

Pyruvate

\

2,3-Diphosphoglycérate

/

Pi

H,0

Figure 3 — Cycle du 2,3-BPG

Le 2,3-BPG module I'affinité de I'Hb pour I'oxygéne en se fixant dans la poche centrale de la

molécule de désoxyhémoglobine (I'oxyhémoglobine ne fixant pas le 2,3-BPG par

modification conformationnelle).
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Au cours d’un déficit en PK, I’accumulation du 2,3-BPG (métabolite intermédiaire en amont)
tend a maintenir I'némoglobine dans sa forme désoxygénee, et réduit son affinité pour
I’oxygene qui est donc libéré plus abondamment vers les tissus. La courbe de dissociation de

I'oxygeéne est donc déviée vers la droite (3,4) (voir Figure 4).

Le taux de 2,3-BPG dans le GR est non seulement un effecteur allostérique de la fixation de

I'oxygéne sur I'hémoglobine, mais il joue aussi un role dans la régulation de la glycolyse :

¢ Inhibition de I'hexokinase, de la phosphofructokinase, notamment,

e Activation de la phosphoglycérate kinase.

Saturation de I’'Hb

Oxygene (%
en Oxygene (%) Déficit en 2,3-BPG

100 ~ Concentration normale en 2,3BPG
<€ s

. Accumulation de 2,3BPG

I 20 40 60 80 100 pO,

Figure 4 — Effet d 'une accumulation de 2,3-BPG sur la courbe de dissociation de I’oxygene

e Dans le déficit en PK : accumulation de 2,3-BPG => courbe décalée vers la droite,
meilleure tolérance de I’anémie par hausse de 1’oxygénation des tissus

e Dans le déficit en hexokinase (voir partie 1.3.1.2.) : déficit en 2,3-BPG associé =>
courbe décalée vers la gauche, moindre tolérance de I’anémie par oxygénation des

tissus abaissée
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1.1.4. Regulation de la glycolyse intraérythrocytaire, étapes limitantes

La glycolyse intraérythrocytaire est régulée par I'activité des enzymes de la voie principale
d’Embden-Meyerhof. La plupart d'entre elles ne sont pas limitantes, car dotées d’une activité
potentielle bien supérieure aux besoins. Cette activité est plus élevée dans les réticulocytes et

les hématies jeunes que dans les populations érythrocytaires d'age moyen.

Les étapes régulatrices de la voie d'Embden-Meyerhof sont celles catalysées par :

e L'hexokinase, dont la situation en amont de la glycolyse lui confére de réguler le
nombre de moles de glucose engagées en fonction de sa propre concentration. Elle est
régulée négativement par le glucose-6-phosphate,

e La phosphofructokinase est une enzyme dont I’importance est centrale, et qui est
contr6lée par une multitude de régulateurs allostériques :

o Régulation positive, principalement par le fructose-2,6-bisphosphate (F2,6BP)
et ’ADP
o Régulation négative par le PEP et I’ATP, notamment

e Lapyruvate kinase :

o Régulée positivement par le fructose-1,6-bisphosphate F1,6BP et le
phosphénolpyruvate (PEP)

o Régulée négativement par I’ATP, le citrate et I’alanine
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1.2. Pyruvate kinase : enzyme-clef de la glycolyse intraérythrocytaire

1.2.1. Généralités

Cette enzyme est ubiquitaire, isolée a la fois chez les eucaryotes et les procaryotes avec une

structure trés conservée.

L’architecture de la PK a été premiérement présentée en 1975 dans le muscle du chat (5)
(Felis silvestris). Sa structure générale présente de nombreuses homologies dans les multiples
et diverses cellules procaryotes ou eucaryotes ou elle a été depuis isolée et décrite (6-12) :

c’est une protéine homotétramérique dans la plupart des cas, notamment chez I’Homme.

Cependant, des PK monomériques, Selenastrum minutum (algue verte) (13), homodimériques
Zymomonas mobilis (bactérie anaérobie) (14), Schizosaccharomyces pombe (levure) (15),
hétérohexamériques Brassica napus, (plante a fleurs jaunes) (16), homodécamériques

Selenastrum minutum, (autre algue verte) (17) ont été rapportées.

Un arbre phylogénétique (18) de la pyruvate kinase est présenté en Annexe 1. Les PK sont

regroupées en fonction des taxons ou elles ont été isolées.

Les trés rares organismes dépourvus de PK (notamment Entamoeba histolytica (19)), sont
dotés d’un substitut : la pyruvate phosphate dikinase (PPDK), dont les propriétés et le

fonctionnement sont quelques peu différentes mais dont la fonction finale est identique.

1.2.2. Etape catalysée

La PK (ATP-pyruvate 2-O-phosphotranferase, notée EC 2.7.1.40) est une enzyme-clef de la
voie de la glycolyse. Elle catalyse la transphosphorylation irréversible du
phosphoenolpyruvate (PEP) et de I’ADP en pyruvate et ATP (voir Figure 2). Le pyruvate
produit est ensuite engagé dans plusieurs voies métaboliques, ce qui fait de cette éetape

réactionnelle un véritable carrefour métabolique.
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L’irréversibilité de la réaction confere a la PK un pouvoir régulateur. Cette étape est donc
limitante au méme titre que les deux autres étapes « barrages » catalysées par I’HK et la PFK
en amont (20).

Elle est dépendante de cations bivalents (Mg?* ou Mn?*) et surtout monovalents (K*). Les ions
K" sont en effet indispensables & la conformation active de 1’enzyme, mais sont également les
garants de la fixation du PEP et de I’ADP au site actif (21).

2+ gt

PEP + Mg ADP + H* "®—° Mg.ATP -+ Pyruvate

1.2.3. Isoenzymes isolées chez ’Homme

Quatre isoenzymes de PK sont actuellement connues et coexistent.

e PK-R et PK-L d’une part, toutes deux codées par PKLR
e PK-M1 et PK-M2 d’autre part codées par PKM

1.2.3.1. PK-R et PK-L

Les formes PK-R (574 acides aminés), spécifique de I'érythrocyte, et PK-L (531 acides
aminés), dominante au niveau hépatique d’abord, puis rénal (cortex), et intestinal sont codées
par le méme gene PKLR, situé en 1021(22). L’expression génique est orientée par un

promoteur alternatif vers PK-R ou PK-L.

Dans I’érythroblaste basophile, PK-R et PK-M2 sont toutes les deux exprimées, puis avec la
différenciation, PK-R prend progressivement le dessus sur PK-M2 (23,24). Cette inversion est
non-seulement due a une augmentation de la synthese de PK-R au détriment de PK-M2, mais

également a la modulation inverse de la protéolyse des deux isoenzymes (25) (voir Figure 5)

On distingue ensuite deux sous-types de PK-R (24) :
e PK-R1 dans les réticulocytes, et les hématies les plus jeunes: homotétrameére
composé de 4 sous-unités PK-R (63 kDa) appelées L’ (L’4)
e PK-R2 qui prime dans les globules rouges les plus matures : hétérotétramére compose
de 2 sous-unités L’ et de 2 sous-unités L (57 & 58 kDa) issues de la protéolyse de sous-
unités L’ (L,L’,) (26)

L’activité de PK-R diminue avec le vieillissement physiologique du globule rouge.
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Figure 5 — Isoenzymes de PK exprimées au cours de [’hématopoiése

1.2.3.2. PK-M1 et PK-M2

PK-M1 (378 acides aminés) et PK-M2 (434 acides aminés) sont également codées par un
gene identique, PKM, dont le locus est en 15q22. PKM est composée de 2 exons et 11

introns, 1’exon 9 étant spécifique de M1 et I’exon 10 de M2 par épissage.

e PK-M1 est majoritaire au sein des muscles striés squelettiques, des tissus
myocardiques et cérébraux.

e PK-M2 est prépondérante dans les plaquettes et les leucocytes matures, mais aussi au
niveau pulmonaire, splénique, rénal et au sein des tissus adipeux. M2 est aussi
dominante au cours de la vie foetale précoce et dans les cellules en cours de
maturation, notamment les progéniteurs de la lignée érythrocytaire. Elle persiste
ensuite avec une activité résiduelle faible, supplantée par d'autres isoenzymes

exprimées dans les cellules matures, a I’image de PK-R dans I’hématie du sujet sain.
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1.2.4. Structure de la PK-R humaine

La description de la PK-R humaine est récente (2002). Il s’agit d’un homotetrameére (voir
Figure 7) dont le poids moléculaire est de 200kDa. Ses quatre sous-unités (monomeres, ou
protomeres), identiques, sont chacune constituées de I'enchainement de 574 acides aminés, et

se décomposent en quatre domaines (voir Figure 6) (27):

e Domaine N-terminal, hélicoidal (57->84)
e Domaine A, organisé en tonneau (3 /a))g (85>159 et 263->431)
e Domaine B composé de 9 feuillets  formant un tonneau (160->262)

e Domaine C formé de 5 hélices a et 5 feuillets B (432->574)

Les domaines A et C (partageant une liaison covalente), et dans une moindre mesure, le
domaine N (une liaison covalente avec le domaine A), forment le corps des monomeéres. En
revanche, le domaine B est relié de facon marginale (deux liaisons covalentes avec le
domaine A) au reste de la sous-unité et adopte des orientations Iégerement variables sur une
amplitude de 4 degrés selon une mécanique impliquant K* (21). Le site actif de 1’enzyme est

situé a ’interface entre les domaines A et et B.

Le domaine C comporte un site de fixation pour le F1,6BP qui assure une régulation

allostérique positive de I’activité pyruvate kinase en changeant sa conformation.

La localisation de PK-R au sein de I’hématie humaine est préférentiellement membranaire. En
effet, de récents travaux (28) suggérent I’existence d’un complexe glycolytique enzymatique
objectivé par immunofluorescence. Une concentration d’enzymes glycolytiques organisées en
complexes multimériques, a été observée a proximité de I’extrémité N-terminale des protéines
membranaires de bande 3. Contrairement a d’autres enzymes glycolytiques, PK-R ne dispose

pas d’un site de liaison propre aux protéines de band 3, mais participe a ce complexe.
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Figure 6 — Représentation tridimensionnelle d 'un monomeére de pyruvate kinase
intraérythrocytaire
Domaine A, en rouge; domaine B, en bleu-ciel; domaine C, en vert; domaine N-terminal, en orange
(Source : Valentini G. et al. J. Biol. Chem. 2002 (27))
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Figure 7 — Structure tridimensionnelle de la PK-R
Domaine A, en rouge; domaine B, en bleu-ciel; domaine C, en vert; domaine N-terminal, en orange
(source : Valentini G. et al. J. Biol. Chem. 2002 (27))
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1.2.5. Régulation physiologique de I’activité de la PK

L’activité de la PK est sous la dépendance d’un grand nombre d’effecteurs incluant les
cofacteurs Mg®*, Mn?*, et K*. En outre, ses propriétés allostériques 1’orientent vers une
relation non-Michélienne, mais sigmoidienne avec son substrat. Elle est régulée positivement
par des effecteurs hétérotropiques (ce qui signifie que I’effecteur est différent du substrat),

dont le principal est le F1,6BP.

Commencons par rappeler que les enzymes allostériques ont la propriété de changer de
conformation spatiale, par liaison d’un effecteur a distance du site actif. Cette transition

entraine une modification de ’activité enzymatique.

La régulation allostérique de l'activité enzymatique permet une coopération fine entre les
diverses voies métaboliques et de signalisation cellulaires. PK-R, tout comme PK-L et PK-
M2 (PK-M1 n’est pas régulé allostériquement), sont régulées positivement par le F1,6BP dont
la production est catalysée par la PFK. En revanche, I’ATP exerce une régulation négative sur
I’activité de PK-R (26,29).

Dans le plan, les quatre monomeres assemblés forment un homotétramere comprenant deux
axes orthogonaux de symétrie axiale (I’un vertical, 1’autre horizontal). Ces axes

correspondent & des interfaces entre les sous-unités (30-32):

e L’interface A/A’ impliquant les domaines A correspond a un axe vertical

e L’interface C/C' impliquant les domaines C au niveau d’un axe horizontal

Des mouvements rotatoires concertés au niveau des interfaces-clef A/A’ et C/C’ et de

I’interdomaine A/B (30) permettent la transition entre deux états conformationnels : R et T.

Le F1,6BP engage la PK vers sa conformation R, « relax » (état actif, de haute affinité pour le
PEP et K+). A l’inverse, ’ATP 1’engage vers sa conformation T «tight » (état inactif,
d’affinité effondrée). Par conséquent, I’activité de la PK est régulée par un ratio F1,6BP/ATP
(33).
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Cette transition nécessite la combinaison, presentée sur la Figure 8 (34) :

e D’une rotation des domaines B et C de 17° et 15° respectivement

e D’une rotation de chaque sous-unité du tétramere de 16°

Subunit 1

Subunit3 | Subunit4

Figure 8 — Transition conformationnelle de la pyruvate kinase :
a gauche en conformation “T” et a droite en conformation “R”.

(Source : Mattevi A., et al. FEBS Lett, 1996 (34)).

Le F1,6BP est le principal régulateur allostérique positif de 1’activit¢é de PK-R. Fixé au
domaine C, il influence indirectement 1’affinité du substrat pour le site actif, via un cation

divalent qui joue le r6le de médiateur avec le PEP (35).
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Les propriétés cinétiques de la transition entre les états R et T suivent les principes du modele

de Monod (36) fondé sur quatre principes :

e Les protomeres (monomeres) sont équivalents afin que I’oligomére (ici un tétrameére)
posséde au moins un axe de symétrie

e La conformation de chaque protomere existe en (au moins) deux états
conformationnels désignés R et T en équilibre

e Les états possedent des affinités différentes pour un ligand donné. Seul le changement
conformationel modifie 1’affinité d’un protomere pour un ligand.

e Latransition conformationnelle R>T ou T->R conserve la symétrie de 1’oligomére

Dans ce modele, il existe une coopérativité positive impliquant que la liaison d’un ligand
provoque une transition concertée dans toutes les sous-unités vers la forme qui possede une

affinité plus élevée pour le ligand.

Ainsi, plus la concentration en PEP est élevée, plus la PK s’engage vers un état
conformationnel actif « R ». Ainsi, I’affinité de la PK pour le PEP se traduit par une courbe

sigmoidienne.

Toujours en accord avec le modéle de Monod, la vitesse maximale de la PK, Vmax (vitesse
maximale que peut atteindre la réaction lorsque l'enzyme est saturée de substrat), est
inchangée dans les états conformationnels R et T. Ainsi, l'enzyme présente une constante

catalytique k¢at (nombre de moles de pyruvate formées par seconde et par mole d’enzyme,

kcat= Vmax/mole d’enzyme) identique en présence ou en I’absence d’effecteurs.
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En revanche, 1'affinité de la PK pour le PEP (équivalent de K,,)), et le degré de coopérativité

entre les protomeéres (coefficient de Hill), sont affectés par la présence d'effecteurs :

e Le F1,6BP tend a augmenter 1’affinité et la coopérativité (voir Figure 9)

e L’ATP inhibe l'activité de PK-R en diminuant 1’affinité du PEP et la coopérativité

+ F1,6BP

Activité de la PK (V/Vmax)

>

Concentration en PEP

Figure 9 — Effet du fructose-1,6-biphosphate sur [’activité de la pyruvate kinase
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1.3. Déficit en pyruvate kinase intraerythrocytaire : épidemiologie,
physiopathologie, diagnostic.

Au cours de sa maturation, le globule rouge perd ses organites (aprés le stade de réticulocyte)
et sa survie ne dépend plus que de son équipement enzymatique non-renouvelable et d'une

source d'énergie limitee a la voie anaérobie de la glycolyse.

Contrairement au déficit en G6PD, enzyme-clef de la voie des pentoses (plusieurs centaines
de millions de sujets sont atteints), les enzymopathies affectant la voie métabolique

d'Embden-Meyerhof sont rares.

Le déficit en PK intraérythrocytaire, enzymopathie la plus fréquente de ce groupe, ne
concerne que quelques centaines, voire quelques milliers de patients dans le monde. Les
sujets hétérozygotes pour ces anomalies sont généralement asymptomatiques et les malades

sont des homozygotes ou des hétérozygotes composites.

La corrélation entre le degré d’altération enzymatique et I’importance de la dysfonction

dépend de plusieurs critéres :

e L’importance de I’expression du mutant
e La stabilité du mutant
e L’hyperexpression compensatrice d’une isoenzyme ou [’usage d’une voie métabolique

alternative.
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1.3.1. Epidémiologie

1.3.1.1. Prévalence

La prévalence des mutations de PKLR a d’abord été estimée par mesure d’activité de la PK :

e [L’homozygotie ou d’hétérozygotie composite a ’origine de la maladie, (activités
effondrées) ont une prévalence de 3,3 par million d’habitant selon Carey et al. (37)
(population britanique du nord).

e La prévalence de la mutation a 1’état hétérozygote (activités diminuées de moiti¢ par
rapport aux patients non-mutants) a été rapportée a 1,4% (38) (étude allemande sur

214 patients sains) et 1,03% (39) (étude américaine sur 2020 nouveau-nes).

Ces statistiques sous-estiment probablement le nombre de cas en raison de 1’importante
variation interindividuelle des activités enzymatiques, dont certaines peuvent étre faussement

normales, et car non-corrélées a 1’activité d’une autre enzyme érythrocytaire.

Le génotypage est la méthode la plus sensible et la plus spécifique pour objectiver le
diagnostic. Beutler et al. estiment la prévalence de la mutation a 1I’état homozygote ou
hétérozygote composite, par extrapolation de prévalence des mutations les plus fréquentes
aprés génotypage : 51 individus seraient déficitaires par million de patients issus de la

population blanche américaine, soit 1 cas pour 20000 individus (40).

Contrairement au déficit en G6PD, le déficit en PK est cosmopolite. Sa prévalence augmente

dans les communautés a fort taux de consanguinité (41,42).

1.3.1.2. Place du déficit en PK par rapport aux autres enzymopathies érythrocytaires a
Dorigine d’hémolyse chronique congénitale non-sphérocytaire

Le déficit en PK est I’enzymopathie érythrocytaire la plus fréquente apres le déficit en G6PD.

C’est aussi la premiére cause d’anémie hémolytique congénitale chronique non-sphérocytaire.

La Figure 10 situe le déficit en PK par rapport aux autres enzymopathies entrainant une

hémolyse congénitale chronique non-sphérocytaire.
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77.77% PK
11.97% GPI
2.93% TPI
2.93% PFK
1.47% P5N
1.47% AK
1.47% HK

Figure 10 — Place du déficit en PK par rapport aux autres enzymopathies érythrocytaires a

[’origine d'hémolyses chroniques non sphérocytaires.
(D’apres Leporrier M., Traité de Médecine, EMC - AKOS, 2013 (43))

Le déficit en PK est de loin, la premiére étiologie, puisque ces enzymopathies sont beaucoup

moins fréquentes, voire extrémement rares. Voici une bréve présentation de ces déficits

enzymatiques intraérythrocytaires d’aprés les données publiées par 1’European Network for
Rare and Congenital Anaemias, (ENERCA) :

Le déficit en glucose-6-phosphate isomérase (GPI) est la seconde enzymopathie
apres le déficit en PK (en terme de fréquence). La GPI permet la conversion du
glucose-6-phosphate en fructose-6-phosphate. Environ 50 cas ont été décrits. C’est un
déficit autosomique récessif associé a une anémie hémolytique modérée a sévere. Plus
rarement, des troubles neurologiques défitaires sont présents : retard mental de degré
variable, hypotonie, faiblesse musculaire, ataxie et dysarthrie.

Le déficit en triose phosphate-isomérase (TPI) est trés rare, seulement 30 cas ont
été décrits dans le Monde. Il est transmis sur le mode autosomique récessif. La TPI
catalyse l'isomérisation réversible de la dihydroxyacétone phosphate (DHAP) en
glycéraldéhyde-3-phosphate (G3P). Le déficit conduit a une anémie hémolytique de
degré variable, toujours associee a une atteinte neurodégénerative et a une myopathie
séveres (paralysie diaphragmatique, cardiomypathie) d’apparition précoce (vers le
6eéme mois de vie). En outre une susceptibilité aux infections (sepsis sévere fréquent)

altére souvent le pronostic vital.
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Le déficit en phosphofructokinase (PFK), ou Maladie de Tarui, a une transmission
autosomique principalement récessive, et plus rarement dominante. Cette pathologie
est rare (une trentaine de cas rapportés) et surtout décrite au Japon et chez des juifs
ashkeénazes. La PFK catalyse la conversion irréversible du fructose-6-phosphate en
fructose-1,6-bisphosphate. C’est une enzyme clef de la régulation de la glycolyse
(étape limitante). Le déficit en PFK altére le métabolisme musculaire et entraine des
myalgies, avec faiblesse musculaire et crampes au cours de I’exercice physique
intense, associées a une anémie hémolytique chronique modérée a sévere, et a une

myoglobinurie (urines foncées).

Le déficit en 5’Pyrimidine nucléotidase (P5N) est rare et concerne le catabolisme
des nucléotides pyrimidiques (uridine monophosphate et cytidine monophosphate) qui
proviennent principalement de la dégradation de I'ARN au cours de la maturation
érythrocytaire. 1l s’agit d’une maladie autosomique récessive caractérisée par une
anémie hémolytique chronique. Ce déficit est généralement associé a la présence de
nombreuses ponctuations basophiles dans les globules rouges. Dans de trés rares cas,

des difficultés d'apprentissage ont été rapportées.

Le déficit en adenylate kinase (AK) est rare et rapporté dans 9 familles non
apparentées (d’aprés ’ENERCA). C’est une maladie autosomique récessive qui
entraine une anémie hémolytique parfois accompagnée de troubles neurologiques.
L’adénylate kinase catalyse 1’interconversion de I’AMP, ADP et ATP. Son altération
entraine donc un déficit énergétique par insuffisance de conversion de I’ADP en ATP
et AMP.

Le déficit en hexokinase (HK) est tres rare. Sa transmission est autosomique
récessive. Il est généralement associée a une anémie hémolytique chronique sévere,
avec une hémolyse néonatale pouvant étre responsable de mort précoce. Il évolue
parfois vers une anémie totalement compensée chez 1’adulte. Les signes cliniques du
déficit en HK sont voisins de ceux du déficit en PK. Néanmoins, la tolérance de
I'anémie est souvent bien moindre, en raison d’un déficit en 2,3BPG (situé en aval
dans la voie d’Embden-Meyerhof, voir Figure 1) avec décalage de la courbe de
dissociation de 1’oxygéne vers la gauche (voir Figure 4). Dans quelques cas rares, le
déficit en HK a été retrouvé associé a des syndromes malformatifs ou a un retard

psychomoteur.
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1.3.2. Du déficit en pyruvate kinase a I’hémolyse chronique

1.3.2.1. Physiopathologie

Le deficit en PK-R est responsable de deux principales altérations métaboliques :

e Une déplétion en ATP qui représente un déficit énergétique, impactant notamment la
déformabilité.
e Un exces de 2,3-BPG, accumulé en amont, qui améliore paradoxalement la tolérance

de I’anémie par I'abaissement de 1’affinité de 1'hémoglobine pour 1’oxygene (3).

Cependant, la physiopathologie du raccourcissement de la durée de vie des érythrocytes du

patient déficitaire en PK n’est pas totalement décrite.

1.3.2.1.1. Déformabilité du globule rouge dans des conditions physiologiques

L’hématic humaine est un disque biconcave. Cette forme singuliere ne dépend que de la
membrane érythrocytaire, elle-méme sous la dépendance du métabolisme érythrocytaire et de

I'environnement extracellulaire.

Le globule rouge est doué, dans des conditions physiologiques, de « déformabilité » : il
change réversiblement de forme sous l'influence de contraintes physiques internes ou

externes.

En effet, dans sa forme discocytaire de 7 a 8 um de diamétre, 'hématie ne peut transiter dans
les vaisseaux capillaires a faible diamétre. Il est donc indispensable qu’il soit capable, dans le
flux sanguin, de modifier sa forme en s'allongeant comme un cylindre du diamétre du
capillaire, et qu’il puisse ensuite reprendre son aspect biconcave. Cette proprieté est due a

trois parametres (44) :

e L'excés de surface membranaire par rapport au volume globulaire permettant la
déformation

e Laviscoélasticité membranaire en charge de la plasticité et de 1’¢lasticité cellulaire

e La viscosité interne dépendante de la concentration et de la qualité de I’hémoglobine

et du systéeme de transfert transmembranaire de I'eau et des ions
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La déformabilité du globule rouge est accrue par :

La présence d’ATP, indispensable a des niveaux divers : pompes membranaires ATP-
ase, dynamique de membrane. ..
La phosphorylation des protéines membranaires par des protéines kinases, qui diminue

la plasticité membranaire (45)

En rechanche, elle est diminuée au cours :

D’un stress oxydatif (46) : oxydation de I'némoglobine, pontage oxydatif de protéines
rigidifiant la membrane, peroxydation des lipides.

D’une accumulation de calcium intraérythrocytaire (47)

D’un défaut de phosphorylation des protéines de membrane

D’un déficit en ATP

1.3.2.1.2. Altération de la deformabilité érythrocytaire chez le patient déficitaire en PK

Outre Daltération d’étapes du métabolisme ATP-dépendantes, la déplétion en ATP

intraérythrocytaire impacte la déformabilité (44) par :

Atteinte de la viscosité interne : défaut de fonctionnement des pompes membranaires
ATP-ases, altération des échanges “flip-flop” des phospholipides membranaires
Défaut de phosphorylation des protéines membranaires, I’ATP étant donneur de
groupe phosphoryle, entrainant une rigidification

Inextractibilité de la spectrine (par formation de complexes macromoléculaires :
polyméres de spectrine et protéines de bande 4.1, 4.5, 4.9 et 5) (48)

Augmentation de la quantité d’hémoglobine liée a la membrane (création de ponts

disulfures)

L’ATP joue donc un role essentiel dans le maintien des interactions moléculaires normales et

donc de la déformabilité érythrocytaire. L’hématie déplétée en ATP est ainsi plastique et

faiblement déformable, ce qui conduit a sa destruction anticipée par le systéme

réticuloendothélial.
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1.3.2.1.3. Déficit en PK et érythropoiese

Le déficit en PK impacte également la maturation des progéniteurs érythroides. L’étude
histologique des organes hématopoiétiques du patient déficitaire en PK montre non-seulement
une hématopoiése augmentée, mais surtout une apoptose érythroide intense aux stades de

précoces de maturation des progéniteurs (49).

Des modéles murins ont permis de montrer que 1’activité de PK-R était indispensable a la
maturation des progéniteurs érythroides, par un effet anti-apoptotique (50). Les processus de

glycolyse et d’apoptose apparaissent étre liés.

En synthése, les altérations secondaires au déficit en PK peuvent étre donc rattachées a 2

grands cadres:

e D’une part une hémolyse chronique par altération de la déformabilité érythrocytaire
conduisant a une destruction prématurée de 1’hématie

e D’autre part un exceés d’apoptose des progéniteurs €rythropoiétiques

Le tableau clinique qui en résulte, varie de 1’hémolyse sévere pouvant mettre en jeu le

pronostic vital du nouveau-né, a une anémie hémolytique bien tolérée.

1.3.2.2. Présentation biologique et clinique

1.3.2.2.1. Historique

Les premiers travaux sur les enzymopathies de la voie de la glycolyse du globule rouge datent
de 1953 et 1954 (51,52). Les pathologies décrites étaient hétérogenes et classées en 2 groupes

en fonction :

e De la diminution de I’autohémolyse in vitro apres ajout de glucose

e De la poursuite constante de I’hémolyse malgré le gain de glucose

Cependant, certaines pathologies présentaient des points communs : [’absence de
sphérocytose, une résistance osmotique normale, 1’absence d’hémoglobinopathie et un certain

bénéfice apporté par la splénectomie.
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Aprés découverte du déficit en G6PD en 1956 (53), Valentine et al. rapportent trois premiers
cas d’anémie hémolytique congénitale non-sphérocytaire de type 2 (classification de Selwyn
et Dacie, voir Tableau 1) qu’ils imputent au déficit en PK en 1961 (54).

Tableau 1 - Classification des anémies hémolytiques
(d’apres Selwyn, J. G. , and Dacie, J. V., Blood, 1954 (52))

Autohémolyse de type 1 Autohémolyse de type 2
e Faible hémolyse ou arrét de I’hémolysea | e Hémolyse persistante malgré la saturation
24 et 48h dans le milieu a 37°C saturé en du milieu en glucose
glucose e Hémolyse augmentée a 24 et 48h dans le
e Hémolyse discretement augmentée a 24 et milieu témoin

48h dans le milieu témoin

e Hémolyse non-influencée par la e Arrét de I’hémolyse a saturation du
saturation du milieu en ATP (55) milieu en ATP (55)
e Sphérocytose héréditaire e Déficit en PK (56)

o Déficit en G6PD (53)
e Déficit en 2,3BPG (55)

1.3.2.2.2. Premieres descriptions cliniques

Puis, en 1962, Tanaka et Valentine (56) présentent sept cas de déficit en PK (voir Tableau 2)
diagnostiqués sur la base des critéres d’autohémolyse de type 2 et de la mesure d’activité
enzymatique de la PK. L’activité était effondrée par rapport aux sujets sains. Les membres de

leurs familles réputés hétérozygotes, avaient une activité de niveau intermédiaire.
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Tableau 2 - Présentation de 7 patients déficitaires en PK (d’apres Tanaka KR., et al. Blood. 1962 (56))

Age "
N° du Origines Sévérité Age au Splénec o o
en Sexe ) ) o ] ) ) Histoire clinique
cas géographiques clinique diagnostic | -tomie
1962
Découverte fortuite d’une anémie hémolytique par I’US
1 26 | Homme Europe du Nord Modérée 21 Oui Army. Transfusé une fois lors de la splénectomie. Méne une
vie normale.
Grande Bretagne/ ) ) ) o o
2 24 | Homme Mineure 19 Non Bonne tolérance, plusieurs épisodes de cholécystite
Allemagne
Grande Bretagne/ o .| Frére du cas n°2. Ictére constant. Tolérance modeérée surtout
3 25 | Homme Modérée Enfance Oui . . .
Allemagne dans I’adolescence mais ne requiert pas de transfusions
Modérée & | . N , _
4 38 | Femme Irlande o Enfance Oui Anémie néonatale. A éte transfusée plus de 150 fois.
sévére
Grande Bretagne/ . : Ictere néonatal. A été splénectomisée a 5 mois ce qui a
5 5 Femme Sévere Enfance Oui L : :
Pays Bas diminué les besoins transfusionnels
Grande Bretagne/ o Soeur du cas n°5. Transfusée 3 fois dans les 3 premiers
6 2 Femme Sévere Enfance Non ) ) o ) ) o
Pays Bas mois de vie.lctére intermittent. Splénomégalie.
_ Modérée a Ictere et splénomégalie au 2éme jour de vie. Transfusée
7 2 Femme Mexique . Enfance non . _
severe toutes les 6 & 8 semaines.
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D’autres équipes ont présenté des séries exposant des cas plus séveres que ceux de Tanaka et
collaborateurs, notamment au sein d’'une communauté Amish en Pennsylvanie (41,57) au sein

de laquelle il existe une forte consanguinité (polygamie) propice a I’homozygotie.

Dans cette communauté Amish de Mifflin County, au moins 21 cas ont été décrits. Les
parents des cas index étaient tous descendants directs dun seul couple d’immigrés
probablement hétérozygote (voir Figure 8). L’hémolyse était diagnostiquée au cours des
deux premiéres années de vie et beaucoup d’enfants décédaient avant 1’age de 3 ou 4 ans. Une
paleur cutanéomuqueuse et un ictére étaient les principaux signes décrits par Bowman et
collaborateurs. La splénomégalie apparaissait systématiquement au cours de la premiéere
année de vie chez tous les patients. L hépatomégalie était plus inconstante. Les enfants étaient
tous splénectomisés précocément ce qui permettait d’interrompre les transfusions. Les
autopsies pratiquées sur les enfants décédés montraient une hématopoiése extramédulaire

importante (splénique et hépatique).

L’arbre généalogique de la communauté Amish de Mifflin County et présente les

caractéristiques d’une maladie autosomique a transmission récessive (voir Figure 11).

STRONG JACOB YOOER
immigrated 1742

Il ® AFFECTED MALE, FEMALE
@ ® DEAD ALMOST CERTAINLY AFFECTED

Figure 11 — Arbre généalogique de la communauté Amish de Mifflin County
(source : Bowman et al. Am J Hum Genet. 1965 (41))
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1.3.2.2.3. Tableaux cliniques et biologiques

Les cas rapportés par Tanaka et VValentine et ceux décrits par Bowman montrent une grande

diversité dans leur présentation, caractéristique du déficit en PK.

Il n’est donc pas possible d’exposer le tableau clinique et biologique typique du déficitaire en
PK, et il faut se contenter de citer les signes fréqguemment retrouvés. Globalement, le tableau

est celui d’une anémie hémolytique chronique associant :

e |ctére cutanéomuqueux, a des degrés d’intensité divers
e Splénomégalie, inconstante

e Paleur cutanée, variant avec le taux d’hémoglobine

La profondeur de I'anémie varie considérablement, allant de I'anémie tres modérée a I'anémie
néonatale potentiellement létale, avec ictére franc et nécessitant une exsanguinotransfusion

ainsi qu’un support transfusionnel régulier ultérieur (58).

Lorsque le diagnostic est pose chez le nourrisson, l'anémie a ensuite une tendance vers
I’amélioration spontanée. Chez I’adulte, le taux d’hémoglobine est relativement constant. Des
exacerbations occasionnelles peuvent se produire au cours des infections aigués et au cours de
la grossesse laissant paraitre les autres signes du syndrome anémique : asthénie, dyspnée,

tachycardie...

Les signes biologiques évocateurs, mais non-spécifiques car communs a 1’ensemble des

anémies hémolytiques, sont :

e Anémie normochrome, normocytaire ou macrocytaire
e Réticulocytes >120 G/L

e Haptoglobine sérique abaissée voir effondrée

e LDH serique élevées

¢ Bilirubine libre augmentee
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1.3.2.2.4. Démarche diagnostique

La démarche diagnostique chez le nouveau-né ne peut-étre comparée a celle qui sera conduite
chez I’enfant ou I’adulte. En effet, des étiologies d’hémolyse plus fréquentes en période

néonatale doivent étre absolument écartées.

1.3.2.2.4.1. En période néonatale et chez le nourrisson

Des examens biologiques a visée étiologique doivent alors étre demandés en anticipant les

examens biologiques nécessaires pour éviter les préléevements multiples.

L’examen du frottis sanguin est indispensable a la recherche de d’anomalies qualitatives des

élements figurés du sang ou de cellules anormales.

On exclura en priorité une anémie hémolytique immune par un test direct a I’antiglobuline
(TDA, ou test de Coombs). Ce test permettra d’éliminer une incompatibilité foetomaternelle,

cause majeure d’hémolyse et d’ictére chez le nouveau-né :

e Incompatibilité ABO induisant un ictere intense et surtout une anémie tardive au cours
des 2-3 premiers mois de vie

e Incompatibilité rhésus (Rh) responsable d’un ictére intense, précoce, avec
hyperbilirubinémie

e Incompatibilité dans les autres systémes (Kell, Duffy...)

Puis, il faudra évoquer une anémie hémolytique constitutionnelle et réaliser les examens

nécessaires avant toute transfusion :

e Les causes les plus fréquentes sont :
o La sphérocytose héréditaire : test de résistance osmotique et éventuel
marquage des hématies a I'éosine-5-maléimide (EMA) en cytométrie de flux
o Le deficit en G6PD en priorité : mesure d’activité enzymatique
o |l faudra éliminer une hémoglobinopathie par électrophorese de 1’hémoglobine :
o L'alpha-thalassémie peut entrainer une anémie hémolytique néonatale
(microcytaire)
o La bétathalassémie et la drépanocytose s'expriment plus tard (lorsque I’HbA

devient prédominante)
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Le déficit en PK peut évoque deés le debut du raisonnement, notamment dans un contexte
familial avec mesure d’activit¢ PK immédiate. Cependant, la plupart du temps, il n’est

suspecté qu’apres ¢limination des causes sus-cCitées par des examens paracliniques adaptés.

La Figure 12 résume le raisonnement a mener face a une anémie hémolytique du nouveau-né.
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AH corpusculaires :
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constituant du GR
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AH extracorpusculaires :
anomalie secondaire
a un agent extérieur au GR

Anomalies de la membrane du GR : Anomalies de I'Hb Anomalie d'une des Immunologiques : Origine mécanique :
- sphérocytose héréditaire enzymes du GR : - incompatibilité ABO - SHU congénitaux
- elliptocytose et pyropoikilocytose - G6PD - allo-immunisation Rhésus D - hémangiome

- stomatocytose - PK - autre allo-immunisation Rhésus - Kasabach-Merritt

- autres
]
v v v
Qualitatives : Quantitatives : Origine infectieuse :

syndromes [-thalassémiques
(déficit composite yop-thalassémie)

syndromes a-thalassémiques

- paludisme
- bactéries
- virus

Figure 12 — Démarche diagnostique devant une anémie hémolytique du nouveau-né/nourrisson

(source : Da Costa et al., EMC - Pédiatrie - Maladies infectieuses, 2011(59))
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1.3.2.2.4.2. Chez I’enfant et 1’adulte

Dans la plupart des cas, le diagnostic est posé dans le cadre des investigations autour d’une
anémie hémolytique a présentation plutét chronique, intratissulaire (par opposition a

I’hémolyse aigué intravasculaire, voir Tableau 3).

Tableau 3 - EIéments orientant vers une hémolyse intravasculaire ou intratissulaire
(D’apres Loustau V., La Presse Medicale, 2011)

Hémolyse aigué, intravasculaire Hémolyse chronique, intratissulaire
e Syndrome anémique bruyant e Syndrome anémique d’intensité variable
e Installation aigué et brutale ¢ Installation subaigué voire chronique
e Etat de choc / hypotension e Triade : Paleur / Splénomégalie / Ictere
e Hémoglobinurie e Lithiase biliaire
e Ictére souvent retardé e Urines foncées, selles non décolorées
(sauf complication biliaire intercurrente)

Cependant, la recherche d’un déficit en PK n’est pas réalisée en premiére intention. Il n’est
évoqué en premier lieu que dans le cadre d’une histoire familiale. Dans les autres cas, les

causes plus fréquentes d’hémolyses devront étre écartées au préalable.

Deux cadres étiologiques se distinguent : I’hémolyse d’origine extracorpusculaire et
I’hémolyse intracorpusculaire (voir Figure 13). Un déficit en PK peut étre suspecté lorsque
que le test de Coombs (ou test direct a I'antiglobuline, TDA) est négatif et que les hématies ne

présentent pas d’anomalies morphologiques sur le frottis.
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Figure 13— Démarche diagnostique devant une anémie hemolytique

(source : Loustau V, et al. La Presse Médicale. 2011 (60) )




1.3.3. Examens de biologie spécialisée

Le dépistage du déficit en PK repose sur la mesure d’activité enzymatique. En cas d’activité

abaissee, les mutations de PKLR sont ensuite objectivées par séquencage.

1.3.3.1. Mesure de lactivité enzymatique de la PK

Le principe général de la méthode est identique pour la détermination des activités de toutes

les enzymes érythrocytaires.

La méthode de mesure a été décrite par E. Beutler en 1971 , et reconnue comme étant la
méthode de référence par un comité international de standardisation des méthodes en
hématologie (International Committee for Standardization in Haematology, 1977) (61).

1.3.3.1.1. Problématique principale et limite de la méthode

L’activité des enzymes du globule rouge ne sont pas constantes et décroissent au cours de la
vie de I’hématie (62). En effet, les hématies les plus adgées engagent deux fois moins de
glucose dans la voie d’Embden —Meyerhof que les globules rouges matures. En paralléle, la

quantité d’ATP intraérythrocytaire diminue avec le vieillissement de I’hématie (63).

En I’absence d’organites, celui-ci n’est pas dou¢ de synthese protéique et, au cours de ses 120
jours de vie dans des conditions physiologiques, le globule rouge mature doit fonctionner

avec le stock enzymatique dont il est pourvu initialement.

Ainsi, la mesure de D’activité des enzymes é€rythrocytaires n’est que le moyennage des
activités d’un ensemble d’hématies d’ages tres divers et dont les activités individuelles sont
trés variables, élevées dans les hématies les plus jeunes, plus basses dans les hématies les plus

sénescentes.
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Au cours du deficit en PK, une hémolyse constante déplace 1’dge médian des hématies vers
des valeurs faibles en raison de 1’érythropoiése intense, et par conséquent, I’activité globale
mesurée, est majorée par 1’excés de cellules jeunes. Le risque est donc d’une part de sous-
estimer un déficit en PK, par mesure d’une activité faussement élevée, mais surtout de le

méconnaitre, par estimation d’une activité faussement normale.

La Figure 14 schématise la correspondance entre age médian des hématies et activité

enzymatique mesurée.
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Activité mesurée

Sujet sain sans exces d’érythropoiése

N Age médian des hématies

Activité mesurée

———————

Sujet sain avec exces d’érythropoiese

HE“CULU[:YTUSE Age médian des hématies

Activité mesurée

Sujet déficitaire en PK (droite bleue)

RETICULOCYTOSE Age médian des hématies

Figure 14 — Impact de l’dge médian des hématies sur la mesure d’activité de la PK
(I’'intervalle de normalité d’activité est matérialisé par le cylindre vert “N”)
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Ainsi, Pactivité¢ de la PK ne doit étre interprétée que par rapport aux activités d’autres
enzymes du globule rouge servant de « témoin interne », car mesurées sur un pool d’hématies

du cas index, et dont ’age médian est identique.

Deux autres enzymes sont couramment utilisées pour interpréter I’activité de la PK :
e La G6PD n’est pas un témoin idéal :
o Le déficit est fréquent et peut étre combiné & un déficit en PK
o La transmission est liée a I’X et la mesure peut étre faussée par le phénomeéne
de lyonnisation
e L’hexokinase est le témoin retenu par le CNR Mondor :
o Le déficit en HK est extrémement rare (voir Figure 10) et sa transmission n’est

pas lice a I’X

1.3.3.1.2. Principe de la méthode (61,64,65)

1.3.3.1.2.1. Prélevement et conservation de I’échantillon

Un volume minimal de 4 mL de sang est prélevé sur un tube contenant un anticoagulant :
e Lestubes a ACD-B ont démontré une meilleure conservation des différentes enzymes.

e Cependant un tube EDTA peut étre utilisé

Dans I’idéal, I'échantillon sous forme de sang total doit transiter a 4-5°C (et non a une
température inférieure pour éviter I'némolyse) du lieu du préléevement au site analytique ou il

doit ensuite étre maintenu a 4 °C.

A cette température, l'activité de toutes les enzymes érythrocytaires est relativement stable
pendant au moins 6 jours. Dans le cas de la PK, de la G6PD et de I’hexokinase, le
prétraitement et le dosage, s’il est réalisé dans les 20 jours apres prelévement et conservation
a 4°C (voir Tableau 4), garantit une perte d’activité inférieure a 10%. Cependant, 1’idéal est

de réaliser le prétraitement et la mesure le plus rapidement possible aprés prelévement.
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Tableau 4 - Stabilité des enzymes en fonction du milieu de stockage et de la température
(D’apres Beutler E., Grune & Stratton, 1971(64))

4°C 25°C
Tube ACD Tube EDTA Tube ACD Tube EDTA
Pyruvate kinase 20 jours 20 jours 5 jours 5 jours
G6PD 20 jours 20 jours 5 jours 5 jours
Hexokinase 20 jours 20 jours 5 jours 5 jours

1.3.3.1.2.2. Pré-traitement de 1’échantillon : préparation d’un hémolysat

Cette étape est particulierement sensible. En effet, il faut éliminer les leucocytes et ne garder
qu’un culot globulaire. L'activité de la PK d'un leucocyte est non-seulement trois cent fois
plus ¢élevée que celle d'un érythrocyte, mais est assurée par une isoenzyme PKM, qui n’est pas
codée par PKLR, donc non-mutée. La présence de leucocytes augmenterait considérablement

I’activité mesurée.

La déleucocytation est obtenue par filtration sur colonne de cellulose (66,67). Le sang total est
filtré a travers une petite colonne (seringue de 10cc dont on a retiré le piston ) renfermant un

mélange de cellulose microcristalline (Sigma-Aldrich®) et d'a-cellulose (Sigma-Aldrich®).

Le culot érythrocytaire est ensuite lavé trois fois par une solution isotonique de NaCl.
L'hémolysat est préparé dans une solution hypotonique et stabilisante (renfermant de 'lEDTA

neutralisé, et du B-mercaptoéthanol).

Aprés hémolyse, les enzymes ne conservent leur activité a 0 °C que pendant quelques heures.
Si le dosage (ou la caractérisation) de I'enzyme doit étre longtemps différé, on peut conserver
a -80 °C ou dans l'azote liguide les globules rouges déleucocytés, lavés et congelés en bille, a
condition de procéder au dosage (ou a la caractérisation) immédiatement aprés la
décongélation. La congélation du sang total est absolument prohibée, puisqu'elle entraine
I'hnémolyse et le melange avec le plasma lors de la décongélation.
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1.3.3.1.2.3. Phase analytique : dosage de I’activité

Etape 1 : mesure de la concentration en hémoglobine de I'hémolysat

La méthode de Drabkin est utilisée : mesure spectrophotométrique a 540nm. Un volume

d’hémolysat est mélangé avec la solution de Drabkin.

Le taux d’hémoglobine de I’hémolysat est calculé de la fagon suivante :

DO mesurée a 540nm X volume total X facteur de calibration Hb

g
= Hb (=
Volume d'hémolysat b (dL

Etape 2 : Mesure de ’activité de la PK

La PK catalyse le transfert d'une liaison riche en énergie du PEP sur I'ADP avec formation
d'ATP et de pyruvate. Puis le pyruvate est réduit en lactate par la LDH avec production de
NAD. Tous les réactifs sont placés dans une cuvette de spectrophotomeétre, y compris les ions
Mg2+ et K+, nécessaires a l'activité de la PK, de ’ADP et du NADH. Le PEP est a

concentration saturante : 1’allostérie n’est donc pas prise en compte.

La formation du NAD est suivie a 340 nm en spectrophotométrie. Un témoin sans hémolysat
doit étre réalisé pour verifier I'absence de contamination par la PK de la LDH utilisée.

+PEP7-T> BYR <t Lact

ADP  ATP  NADH, NAD+

Le spectrométre doit étre thermostaté. En effet, ’activité mesurée varie en fonction de la
température d’essai et des facteurs de correction doivent étre appliqués en fonction de la

température choisie.

ADO 340nm X Volume total X facteur de calibration
Volume d'hémolysat

= activité en U/mL
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Les résultats sont ensuite exprimés en U/g d’hémoglobine. Chaque laboratoire doit définir ses

propres normes, en fonction des conditions expérimentales.

Dans les conditions definies par le comité de standardisation, les valeurs usuelles sont de 13 a
17 1U/gHb.

1.3.3.1.2.4. Phase post-analytique : interprétation des résultats

Les résultats ne peuvent étre interprétés qu’en 1’absence de transfusion de moins de 3 mois. Il
faut donc absolument prélever les échantillons, en vue de la recherche d’un déficit en PK

avant toute transfusion, notamment chez le nouveau-né.

Deux parametres influent sur le niveau d’activité mesurée de I’enzyme :
e L'age du patient (les nouveau-nés ayant une activité plus élevée que les adultes)

e Le taux de réticulocytes qui ont tendance a augmenter l'activité s’ils sont élevés

Chez le déficitaire en PK homozygote ou hétérozygote composite pour des mutations de
PKLR, l'activité est treés variable (10 a 50 %). Plus le taux est effondre, plus le diagnostic est

évident.

Néanmoins, l'activité résiduelle est souvent relativement importante et il est difficile de
conclure. C’est dans cette situation, surtout si le taux de réticulocytes est important, que le
recours a d’autres dosages enzymatiques est intéressant (préférentiellement 1’hexokinase).
L’activité peut étre aussi comparée a celle d’un témoin d’age proche ayant un taux de

réticulocytes similaire.
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1.3.3.1.3. Situations particuliéres (65)

e Un déficit acquis en pyruvate kinase peut étre observée dans certaines héemopathies
acquises (anémies réfractaires, dysérythropoiéses, leucémies aigués granulocytaires),
et au cours de I’hémochromatose.

e Une hyperactivité de la pyruvate kinase accompagnée d’une élévation de I’ATP et
d'une diminution du 2,3-BPG et aussi, parfois, d'une polyglobulie signent 1’expression
de PK-M2
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1.3.4. Etude génotypique de PKLR

1.3.4.1. A propos de PKLR

Situé sur le bras long du chromosome, 1921 (68,69), le gene PKLR code pour les isoenzymes
humaines hépatiques (PK-L) et érythrocytaires (PK-R) de la PK. PKLR est doté de
promoteurs alternatifs (22,70) qui orientent vers I’expression de PK-R ou PK-L

specifiquement en fonction du tissu (71,72).

La région codante de ce géne comprend plus de 2060 paires de bases (pb), et est divisée en 12
exons, dont 10 sont communs a PK-L et PK-R. Les exons 1 et 2 sont respectivement
specifiques des isoenzymes érythrocytaires et hépatiques. L’ARNm de I’isoenzyme PK-R

mesure 2 kb et code pour une protéine de 574 acides aminés.

Le promoteur a été identifié a I’extrémité 5°, formé par 270 paires de bases (pb) en amont du
codon d’initiation de la transcription, et comprend deux boites CAC et quatre motifs GATA.
Deux séquences de la région promotrice sont distinguées :

e Les 120pb les plus proximales ont une fonction de promoteur basique

e Les 150pb les plus distales composent un puissant activateur dans les cellules de la

lignée érythrocytaire.

Les mutations et polymorphismes de PKLR sont numérotés a partir du A (+1) du codon

ATG d’initiation (position 40 sur la séquence de référence GENBANK D13026) (73).
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Au moins 6 polymorphismes de PKLR sont décrits (Tableau 5).

Tableau 5 — Polymorphismes du géne PKLR

Polymorphisme (ADNc) | ADN génomique [ Exon | Référence
Ivs5(+51)c/t 2838 C/IT Ivs5 (74,75)
T1019 5972-5981 (T1o) | Ivsil (72)
Microsatellite ATT 7181-7222 Ivs12 (76)
1705 A/C 7619 AIC Exon 12 (77)
1738 C/T 7652 CIT Exon12 | (75)
1992 C/T 7906 C/T Exon12 | (72)

L’ADN est isolé par des méthodes standards. Tous les exons de PKLR, les régions introniques

flanquées aux exons, et le promoteur spécifique de PK-R sont amplifiés par PCR.

Les amplifiats sont ensuite séquenceés.

1.3.4.2. Mutations de PKLR

223 mutations distinctes de PKLR (voir Annexe 2) ont été publiées a la date du 1 novembre

2013, et compilées dans les bases de données

principalement). La nature de ces mutations est présentée sur la Figure 15.

(Europe, Amérique du Nord, et Asie
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69.06% Faux-sens

2.69% Non-sens

12.11% Epissage

8.07% Courtes délétions

3.59% Courtes insertions

2.24% Longues délétions
1.35% Promoteur

0.45% Reéarrangement complexe
0.45% Indels

Total=223

Figure 15 — Nature des 223 mutations de PKLR actuellement recensées
(d’apres la base de données “The Human Gene Mutation Database ”, Biobase, 2013 (78))

La Figure 16 présente une topographie (non-exhaustive) des mutations de PKLR.

4

1100 101 283 284 375 376 507 508

694 695 965 966 1116 1117 1269 1270 1436 1437 1618 1619 1725

1I(R) 2(L) 3 4 5 6 7 8 9 10 1112
<€ > € > € >
Domaine B Domaine A Domaine C

(fixation F1,6BP)

Figure 16 — Topographie des mutations de PKLR (non-exhaustive)

Les nucléotides numérotés a partir du codon ATG de I’exon 1, specifique de la lignée
érythrocytaire. @=mutation du promoteur, ©=mutation d’un site d’épissage, ®=mutation
faux-sens, @= mutation frameshift, ©=insertion/délétion, v= non-sens, ===délétions larges
(d’apres: A. Zanella et al., Blood Reviews, 2007 (79))
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La Figure 17 présente la séquence protéique de PK-R.
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Figure 17 — Séquence protéique de PK-R

(NCBI Reference Sequence: NP_000289.1)
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PARTIE 2 : Présentation de trois observations détaillées de patients
déficitaires en PK

Dans cette seconde partie, nous présentons 3 observations détaillées de patients défitaires en
PK. La complexité de ces 3 cas, a motivé la constitution d’une cohorte nationale descriptive et

ces patients font partie de I’effectif de 1’étude présentée en Partie 3.

e Le cas du patient Bd09 illustre la potentielle gravité du déficit en PK

e L’observation du patient Bd04 permet d’exposer une forme sévere de déficit en PK,
avec un bénéfice important apporté par la splénectomie, puis un succes de chélation
médicamenteuse par Exjade®

e Finalement, nous présenterons le dossier de la Famille R., dont deux membres (les
sceurs Bd10 et Bd11) sont déficitaires en PK. Cette observation permet de souligner la
variabilité de 1’expression phénotypique intrafamiliale caractéristique du déficit en

PK, et I'importance du génotypage en vue d’un conseil génétique
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2.1. Observation n°1 : patient Bd09

» Naissance le 07/01/2011 par césarienne en urgence a 37 semaines d’aménorrhée pour
souffrance foetale aigué dépistée lors d’une visite systématique

* Il s’agissait d’une seconde grossesse d’une mére de 31 ans, de groupe sanguin O+,
sans anomalie au cours du suivi. Les parents sont caucasiens, hon-consanguins.

* APGAR a 2/10 et détresse respiratoire : prise en charge en réanimation, intubation-
ventilation

* On notait une volumineuse hépatosplénomégalie associée a des adénopathies axillaires
et inguinales, ainsi qu’un pneumothorax

* Le bilan biologique retrouvait :

* Hémoglobine=5,1g/dL, VGM=142,4fl, CCMH=29,8g/dL,

» L’absence d’anomalie qualitative sur les frottis sanguins

» Réticulocytes=321G/L

* Leucocytes=21G/L, Plaquettes=70G/L

* Bilirubine = 212 umol/L (dont libre = 138 umol/L, conjuguée = 74 umol/l)
» Bilan hépatique : ASAT=45U/L, TP=15%, facteur V=97%

» L’absence d’allo-immunisation feeto-maternelle a été vérifiée

* Une transfusion de concentrés globulaires a été immédiatement prescrite puis
renouvelée a plusieurs reprises

» La période néonatale s’est ensuite bien déroulée en sortie de réanimation a 5 jours de
vie

* A 6 mois de vie, I’hémoglobine était a 6g/dL avec des réticulocytes peu élevés a
20G/L sous régime transfusionnel régulier (une séance toutes les trois semaines), la
ferritinémie plafonnait & 1025 ng/mL. Devant cette anémie arégénérative, une étude
meédullaire a été réalisée.

* A ce stade, apres constat d’une dysérythropoiese intense sur le myélogramme
(érythroblastes binucléés, dysmorphie cytoplasmique, images de caryorrhexis, voir
Figure 18), le diagnostic de dysérythropoiese congénitale a éte suspectée (voir frottis
médullaires)

* Cependant, la recherche de mutation dans les séquences flanquantes et codantes des
genes CDA et Sec23B, codant pour les protéines codanine et Sec23B, témoignant
respectivement d’une dysérythropoiese congénitale de type I ou Il était négative Des

* PCR sanguines et médullaires ont éliminé une infection a CMV, HSV6, adénovirus et

parvovirus B19
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* (Cest a I’age de 17 mois, qu’un déficit d’activité de la PK a été objectivé chez cet
enfant, porteur d’une héterozygotie composites pour des mutations des exons 7 et 8 du
gene PKLR, retrouvées a 1’état hétérozygote chez ses parents :

*  p.Arg289Trp, exon 7, également retrouvée chez le pére
*  p.Asp339Gly, exon 8, également retrouvée chez la mere

* Les transfusions répétées de culots globulaires avaient compromis 1’étude
enzymatique, qui n’a été réalisée que chez les parents : les activités PK étaient
diminuées, et les activités HK étaient augmentées

«  Un traitement chélateur par Exjade® a été débuté a I’age de 2 ans a 20 mg/kg/jour, et
la ferritine reste stable a 450ng/mL (contre 800ng/mL avant traitement).

* Une splénectomie partielle a été réalisée en octobre 2013 a I’age de 34 mois devant
des besoins transfusionnels toujours élevés. Au moment de I’impression de ce
document (novembre 2013), le bénéfice apporté par cette intervention était relatif
(Hb=6 g/dL), et devra étre évalué a plus long terme.

Ce cas est intéressant puisqu’il témoigne, non-seulement de la séverité potentielle du déficit

en PK, mais qu’il expose aussi la difficulté du diagnostic, devant des signes cliniques et

biologiques sans spécificité, et peu orientants.
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2.2. Observation n°2 : patient Bd04

e Naissance le 20/12/1980 par accouchement voie basse a terme, dans le tableau
clinique suivant :

o lIctére cutanéo-muqueux d’intensité modérée

o Ecchymoses multiples et purpura pétéchial

o Hépatosplénomégalie

o Hypotonie

¢ Biologie a la naissance :

o Anémie, hémoglobine=5,6 g/dL

o Thrombopénie, 75G/L

o Bilirubinémie=136 umol/L (dont, bilirubine non-conjuguée, 85 umol/L)

e Le patient a bénéficié d’une exsanguinotransfusion & la 6™ heure de vie

e Devant ce tableau une infection néonatale a streptocoque B (retrouvé sur le placenta)
est évoquée en premier lieu et prise en charge par une antibiothérapie

e Cependant la persistance de cette anémie avec un caractere hémolytique et nécessitant
des transfusions a conduit a une explorationa 1 an :

o Hb=6 g/dL, VGM=95 fl, 300 G/L de réticulocytes, haptoglobine effondrée

o Normalisation de la numération plaquettaire (355 G/L)

e Les examens suivants étaient normaux :

o Test direct a D’antiglobuline (TDA, ou test de Coombs) et recherche
d’agglutinines irréguliéres (RAI) pour exclusion d’une allo-immunisation
foeto-maternelle

o Test de résistance osmotique poir élimination d’une pathologie membranaire

o Electrophorese de I’hémoglobine et test de falciformation pour exclusion d’une
hémoglobinopathie

e Le myélogramme confirme une réaction érythroblastique (65%)

e Les résultats des mesures d’activités enzymatiques étaient les suivants:

68



Tableau 6 — Activités enzymatiques mesurees pour Bd04

G6PD PK Date derniéere
(U/mL) (U/mL) transfusion
75,12 76,5 , i
Laboratoire 1 (CH) L mete
(N=2,2-3,9) (N=1,5-2,5)
. 1258 o - 1 mois
Laboratoire 2 (CHU) o N640 (Témoin=680)
(Témoin=1300)
Laboratoire 3 (CHU 21,68 0,809 -2 mois
référent) (N=1,35-1,82) (N=3,08-4,08)

Le laboratoire 3 est reconnu pour sa compétence en mesure d’activité des enzymes
intraérythrocytaires, et un déficit en PK est mis en évidence avec un profil associant une
activité PK effondrée et une activité G6PD augmentée.

Les parents et la demi-sceur du cas index étaient asymptomatiques et ont un taux

d’hémoglobine normal. Nous présentons en Figure 19 I’arbre généalogique de Bd04.

@ 7

N
N

Cas index

% Hétérozygote

o
Homozygote ou hétérozygote
composite

Figure 19 — Arbre généalogique de Bd04
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En effet, les activités enzymatiques,

suivantes (Tableau7) :

mesurée par

le Laboratoire 3, sont

Tableau 7 — Activités enzymatiques mesurées pour la famille de Bd04

les

G6PD
(U/mL)

PK
(U/mL)

Pere

73,12 (N=1,35-1,82)

2,88 (N=3,08-4,08)

Meére

74,14 (N=1,35-1,82)

§1,37 (N=3,08-4,08)

Frere

#3,9 (N=1,35-1,82)

N2,4 (N=3,08-4,08)

Soeur

74,03 (N=1,35-1,82)

N2,7 (N=3,08-4,08)

Demi-sceur (fille du pére)

74,05 (N=1,35-1,82)

N1,37 (N=3,08-4,08)

Ces activités PK abaissées (environ -30% de la normale) sont en faveur d’une mutation de

PKLR a I’état hétérozygote.

Dans les 10,5 premiéres années de vie, la prise en charge a reposé sur un régime

transfusionnel régulier, 55 s€ances avec un seuil de tolérance entre 7 et 8 g/dl d’hémoglobine :

e 1 seance/2,6 mois pendant les 9 premieres années (82 cc/mois)

e 1 seance/1,2 mois la dixieme année (370 cc/mois)

Une splénectomie a été réalisée a 10,5 ans dans le contexte suivant :

e Augmentation des besoins transfusionnels

e Ferritinémie & 1600 ng/ml (malgré une chélation par Desféral®)

e Lithiase biliaire symptomatique : cholécystectomie a froid dans le méme temps

opératoire
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A distance de la splénectomie :

Hb stabilisée a 7,5 g/dL
Réticulocytose a 1500 G/L

Plus récemment, a 1’occasion d’un conseil génétique en vue d’une paternité, un génotypage a

montré une hétérozygotie composite pour des mutations de PKLR, retrouvées chez les parents

a I’état hétérozygote :

p.Tyr408lle, exon 9
p.Arg510GIn, exon 11

Actuellement, a 1’age de 33 ans, ce patient a une activité professionnelle normale :

Le régime transfusionnel est interrompu depuis la splénectomie. Dans cette
observation, le bénéfice de cette splénectomie est indiscutable dans ce cas
extrémement sévére initialement

Hb & 7,4 g/dL et réticulocytes=240 G/L

La surcharge martiale est parfaitement maitrisée sous chélation par Exjade® débutée
en 2009 a la dose de 25mg/kg/jour, monitorée par dosage des taux résiduels avec un
seuil & 5pug/mL (méthode mise au point au Laboratoire de Pharmacologie du Pr M.
MOLIMARD, CHU de Bordeaux) et interrompue début 2013, devant la dispariation

de la surcharge martiale (voir Figure 20).
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Figure 20 — Evolution de la surcharge martiale de Bd04 sous chélation médicamenteuse par

(NB : le premier point, 2009, est antérieur au début du traitement)

Exjade® depuis 2009
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2.3. Observation n°3 : sceurs Bd10 et Bd11

Dans cette observation, nous présentons I’arbre génalogique de la famille R : les soeurs Bd10,

et Bd11 et leur frere, dont les parents ne sont pas consanguins et d’origine italienne.

% 1%

Bd10 Bd11

F
/ Hétérozygote

]

Homozygote ou hétérozygote
composite

Figure 21 — Arbre généalogique de la Famille R.

e 1°* paissance, Bd10 :

o Née a terme le 26/09/2000 par voie basse aprés une grossesse normale, et a
présenté un ictére néonatal précoce au 1* jour de vie associé a une anémie
hémolytique (Hb = 9,6 g/dl, réticulocytes = 778 G/L, bilirubine totale 150
pumol/L, dont bilirubine non-conjuguée = 9umol/L).

o 3°™ jour de vie : a bénéfici¢ d’une premiére transfusion

o 6 mois de vie :

= Présente une splénomégalie.
= Bilan biologique : Hb = 5,4 g/dl, réticulocytes = 218 G/L, haptoglobine

effondrée, hematies de morphologie normale sur le frottis.
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o Mesures d’activités enzymatiques :

Tableau 8 — Activités enzymatiques mesurées pour Bd10 et ses parents

G6PD PK Labol PK Labo2
(MU/10°GR) (MU/10°GR) (U/gHb)

Bd10 (a distance des | 165 (Témoin=138) 320 (Témoin=275) 4 (N=5.9-8.1)

transfusions)

Pare 118 (Témoin=162) 142 (Témoin=364) 2 (N=5.9-8.1)

v 122 (Témoin=162) | (1165 (Témoin=138) | 3 (N=5.9-8.1)

o Génotypage PKLR, pas de preuve genétique formelle de déficit en PK :
» Bd10 : hétérozygote pour la mutation paternelle
= Mere : aucune anomalie de séquence identifiée

= Pére : hétérozygote pour une mutation de 1’intron 9

o Evolution :

* Poursuite d’un régime transfusionnel régulier (1 séance toutes les 6
semaines)

= Splénectomie a 1’age de 8 ans permettant d’interrompre le régime
transfusionnel, associée a une cholécystectomie

= Surcharge ferrique hépatique sévere sous traitement chélateur par
Desferal®, 200 pmol/g de foie sec (IRM, normale<36), relayé par
Exjade®.

Absence de conseil génétique en I’absence d’identification d’une seconde mutation de

PKLR (qui serait d’origine maternelle) pour les 2 grossesses suivantes.

e 2°™ najssance, frére :
o Grossesse et accouchement normaux, eutrophe
o Ni ictere néonatal, ni anémie hémolytique

o Recherche de déficit en PK négative

74




° 3eme
O
O

o

naissance, Bd11 :

Accouchement a terme, & domicile non médicalise, le 16/12/2007

Apgar 9/10 puis 5/10 et détresse respiratoire, avec pneumothorax

On constate d’emblée une anémie néonatale hémolytique sévére (Hb = 5,1
g/dl) associée a une hépatosplénomégalie avec insuffisance hépatocellulaire
(TP 45%, ASAT =315 UI/L, ALAT =102 UI/L)

Transfusion de culot globulaire, mesures de réanimation et transfert en CHU
L’analyse génétique est reprise, et une délétion est mise en évidence dans
I’exon 4 du géne PKLR retrouvée chez la mére, Bd10 et Bd11

L’évolution clinique est ensuite défavorable jusqu’au déces a 3 mois de vie
dans un tableau d’hépatosplénomégalie avec ascite, insuffisance cardiaque et
poursuite d’hémolyse (ce dossier sera discuté ultérieurement en Partie 3 pages
124 et 125).

Au total, Bd10 et Bd11 étaient hétérozygotes composites pour des mutations de PKLR :

e p.Alall0Fs, exon 4
e ivs9c.1269 +5G>A

° 4eme

naissance : Enfant ne présentant pas de mutation de PKLR...

Cette observation illustre :

e La variabilité intrafamiliale de la sévérité du phénotype pour un méme génotype

e L’importance du génotypage qui permet le conseil génétique

e L’utilité d’un suivi renforcé au 3 eme trimestre de grossesse

e Lanécessité d’une prise en charge précoce a I’accouchement (éventuelle réanimation)
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PARTIE 3 : « CODE PK », présentation des résultats de I’étude de 60
patients deficitaires en pyruvate kinase intraérythrocytaire

Le déficit en PK intraérythrocytaire est une pathologie congénitale rare et cosmopolite, a
I’origine d’une hémolyse chronique. Nous exposons dans cette seconde partie les résultats de

notre étude, visant & recenser et décrire les patients déficitaires.

3.1. « CODE PK » : présentation de I’étude et de sa méthodologie

3.1.1. Initiative et objectifs

Cette étude descriptive, nommée « Code PK », pour « Cohorte de patients Déficitaires en
Pyruvate Kinase » est le fruit des échanges entre des médecins des centres de référence et de
compétence sur les Maladies Constitutionnelles du Globule Rouge et de 1’Erythropoiése
(MCGRE). Elle implique particulierement les CHU de Bordeaux, Henri Mondor (Créteil) et

de la Timone (Marseille).

L’idée premicre est de recenser et de décrire les patients déficitaires en pyruvate kinase suivis

dans les centres de référence et de compétence sur les MCGRE du territoire francais.

Les objectifs de cette étude sont multiples :

e L’objectif principal est d’obtenir des données épidémiologiques nationales sur la
pathologie, en particulier sur sa morbidité et a plus long terme sur sa mortalité

e Corréler le phénotype au génotype

e Etudier les stratégies thérapeutiques conventionnelles et innovantes

e Evaluer la surcharge martiale et sa prise en charge

e Finalement, ce travail a pour finalité la création ultérieure d’un registre
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3.1.2. Méthodologie

Une fiche de renseignements (présentée en Annexe 3) a été congue de fagon collective en se
fondant sur les données de la littérature, mais aussi a partir des questions soulevées par les
membres du groupe de travail (Dr M. MICHEAU, Dr I. THURET, Dr S. PISSARD, O.
LACRAMPE). Cette fiche de 4 pages contient des informations démographiques, cliniques,
biologiques, génétiques et thérapeutiques. Ce document a évolué au fil des inclusions pour

étre le plus exhaustif et précis possible.

Afin d’initier I’inclusion des patients, nous avons opté pour un premier recrutement
oligocentrique a partir des fichiers du Centre National de Référence sur les enzymopathies du
globule rouge au CHU Henri Mondor (Dr PISSARD) et de I’unité de pathologie moléculaire
du globule rouge de Lyon (Dr JOLY). Ces laboratoires réalisent la quasi-totalité des

génotypages de PKLR en France.

En effet, seuls les patients vivants, ou décédés, ayant bénéfici¢é d’un génotypage de PKLR
retrouvant des mutations a 1’état homozygote ou hétérozygote composite peuvent étre inclus.
Dans un premier temps, [’étude préliminaire a été oligocentrique et principalement

descriptive.

Cette liste fournie par les laboratoires de Créteil et de Lyon ne permet que d’amorcer le
recrutement puisque que seuls les patients génotypés sont connus de ces deux laboratoires.
Dans cette optique, des fiches de renseignement ont été distribuées aux cliniciens en charge
de patients déja connus des laboratoires ou nouvellement diagnostiqués

Les données ont été collectées de fagon rétrospective du ler janvier 2013 au ler juin 2013 et

retranscrites sur les fiches d’inclusion.
A réception, les informations recueillies sont compilées dans un fichier de données au format

Epi Info 7™ |ogiciel gratuit édité par le CDC et permettant le traitement de bases de données

épidémiologiques.
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Les patients ont été ensuite inclus dans des groupes en fonction de la sévérité phénotypique,

qui sont définis comme suit :

» Déficit sévére :
— Taux d’hémoglobine inférieur a 8 g/dL
— Et/ou Patient splénectomisé
— Et/ou régime transfusionnel en cours

» Déficit modéré :
— Taux d’hémoglobine compris entre 8 et 10 g/dL
— Et/ou support transfusionnel ponctuel
— Et absence de splénectomie

» Déficit mineur :
— Taux d’hémoglobine supérieur a 10 g/dL
— Etaucune transfusion

— Et absence de splénectomie

3.1.3. — Aspects réglementaires

D’un point de vue éthique, I’ensemble des patients inclus, ou leur représentant légal, ont signé

un consentement libre et éclairé avant exploitation du matériel génétique a des fins

diagnostiques et scientifiques. Ils ont également consenti a 1’'usage des données biologiques et

cliniques.

78



3.2 - CODE PK : présentation des résultats

3.2.1. Démographie de la cohorte

Nous avons collecté des données pour 64 patients homozygotes ou hétérozygotes composites
pour des mutations de PKLR, issus de 17 centres de France métropolitaine (Tableau 9). Nous
ne disposons pas de données exhaustives pour chacun des cas rapportés, et lors de
I’exploitation des données, nous précisons 1’effectif afin de pondérer chaque information.

Nous avons ultérieurement exclu 4 patients dont le génotype n’a pas été communiqué.
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Tableau 9 — Centres d’inclusion de I’étude CODE PK (au Ier juin 2013)

Proportion dans la

Centre / Hopital n population de I’étude
CHU Henri Mondor - AP-HP (Créteil),
Unité des Maladies Génétiques du Globule Rouge, Centre de 16 25,4%
référence (Pr F. GALACTEROS)
CHU de Bordeaux, Centre de compétence pédiatrique et pour 1 15.9%
adultes d’Aquitaine (Dr M. MICHEAU) ’
Hépital Saint-Vincent-de-Paul, Université catholique de Lille,
Centre de compétence pédiatrique et pour adultes Nord (Pr 6 6,4%
C. ROSE)
Hoépital d’enfants de la Timone - AP-HM (Marseille), Centre

s 8 12,7%
de référence (Dr I. THURET)
CHU de Rouen, Centre de compétence pédiatrique et pour
adultes Haute-Normandie, Picardie et Basse-Normandie (Pr 6 9,5%
JP. VANNIER et Dr A. LAHARY)
CHU de Dijon, Centre de compétence pédiatrique et pour 3 4.8%
adultes Bourgogne et Moselle (Dr G. COUILLAULT) '
CHU Lyon Sud, Service d’hématologie clinique (Pr G. 3 4.8%
SALLES) ’
CHRU de Lille, Service de pédiatrie (Dr A. LAMBILLIOTE) 2 3,2%
CHU de Montpellier, Centre de compétence pédiatrigue et 9 3904
por adultes Montpellier et Nimes (Dr R. NAVARRO) ’
Institut BERGONIE (Bordeaux), (Pr FX. MAHON) 1 1,6%
CHU de Bicétre - AP-HP, Service de pédiatrie (Dr C. 1 1.6%
GUITTON) ’
CH de Boulogne-sur-Mer, Service d’hématologie clinique (Dr 1 1.6%
BARRY) ’
CH de Bourges, Service d’hématologie clinique (Dr A. 1 16%
MAAKAROUN) ’
Institut d'hématologie et d'oncologie pédiatrique (IHOP, 1 1.6%
Lyon), (Dr C. PONDARRE) ’
CHU de Nice, Service d’hématologie infantile (Dr F. 1 1.6%
MONPOUX) ’
CHU Tenon - AP-HP (Paris), Service de néonatologie (Dr 1 1.6%
WIRTH) '
CHU Toulouse, Service d’hématologie pédiatrique (Dr MP. 1 1.6%
CASTEX) '
TOTAL 64 100%
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Les origines géographiques des patients sont tres diverses (Tableau 10).

Parmi les 60 sujets inclus, on dénombre :

e 27 hommes et 33 femmes.
e 58 patients actuellement en vie, et 2 décédés :
o Un nouveau-né¢ a l’age de trois mois dans un contexte de d’ascite et
d’hépatomégalie
o Un homme de cinquante ans dans le cadre d’une cirrhose compliquant une

hépatite virale C post-transfusionnelle.

L’age médian a I’inclusion est de 23 ans (distribution de 1 a 70 ans). La répartition des
patients en fonction de leur tranche d’age au moment de la réalisation de I’¢tude est présentée

en Figure 22.

Tableau 10 - Origine géographique des parents des 60 patients inclus

Origines géographiques Effectif (n=120) Proportion dans la
des parents population de I’étude
France 94 76,7%

Italie 5 4,2%
Algérie 5 4,2%
Maroc 3 2,5%
Tunisie 2 1,7%

Chine 2 1,7%

USA 2 1,7%
Espagne 2 1,7%

Grece 1 0,8%

Iran 2 0,8%
Vietnam 1 0,8%
Portugal 1 0,8%
TOTAL 120 100%
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Figure 22 — Répartition des patients par tranche d’age a l’inclusion

3.2.2. Présentation des groupes de séverité phénotypique

Le phénotype severe est majoritaire dans notre cohorte (58,3%, n=35). Le Tableau 11

présente la composition des trois groupes.

Tableau 11 — Composition de chacun des groupes de sévérité

Sévere Modéré Mineur
Effectif 35 (58,3%) 15 (25,0%) 10 (16,7%)
Age moyen 24,2 27,1 37,1
Hommes/Femmes 15/20 5/10 7/3
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3.2.3. Présentations cliniques

Les manifestations cliniques du déficit en PK intraérythrocytaire regroupent les
caractéristiques habituelles d'une hémolyse chronique. Le degré de sévérité varie
considérablement, allant de présentations bénignes a des formes néonatales mettant en jeu la

survie et nécessitant des transfusions puis un support transfusionnel continu ultérieur.

3.2.3.1. Age au diagnostic (voir Figure 23)

« L’age au diagnostic » est defini par la premiére évocation du diagnostic dans le dossier

clinique (avant méme objectivation par mesure d’activité enzymatique puis génotypage).

Ce dernier a été massivement posé dans les 30 premiers jours de vie (n=20), et entre 1 mois et

2 ans pour 17 patients.

25
20
20
w 15
)
5]
&
= 10
5
) 3
o I
Antenatal J0-J30 1 mois-2ans 2ans-50 ans Plus de 50 ans Non-renseigné

Figure 23 — Age au diagnostic
80% des formes sévéres et 75% des formes modérées sont diagnostiquées avant 1’age de 2

ans. Au contraire, 78% des patients présentant un phénotype mineur ont bénéfici¢é d’un

diagnostic apreés 2 ans (voir Figure 24)
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Figure 24 — Age au diagnostic en fonction de la sévérité phénotypique

3.2.3.2. Circonstances cliniques

Le tableau clinique présenté par les patients déficitaires lors du diagnostic est différent en
fonction de I’dge. On peut schématiquement distinguer deux peériodes: périnatale et

néonatale, puis le diagnostic chez le nourrisson, I’enfant et 1’adulte.
La splénomégalie est un signe clinique retrouvé a tous les ages, mais elle est rarement

présente chez les patients dont la sévérité phénotypique est mineure (Figure 25). Elle est

rapportée dans les observations cliniques a 1’age médian de 2,5 ans (n=24).
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Figure 25 — Prévalence de la splénomégalie au sein de chaque groupe de sévérité

phénotypique (n=58, sévere=28/34, modéré=10/14, mineur=1/10)

3.2.3.2.1. Période périnatale et néonatale

Le tableau clinique sur lequel s’appuie le diagnostic dans le premier mois de vie, comprend
trois éléments récurrents (voir Figure 26 et Tableau 13). L’ictére néonatal persistant est 1’un
des signes cliniques les plus fréquents. Puis suivent la splénomégalie et la péaleur

cutanéomuqueuse, témoins de I’anémie.

Parmi les patients, deux ont présenté des événements néonataux aigus, cependant il est
difficile d’imputer I’ensemble du tableau au seul déficit en pyruvate kinase

intraérythrocytaire :

e Un choc néonatal avec détresse respiratoire

e Une ascite avec hépatomegalie suivies d’un déces a trois mois
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Figure 26 — Fréquence respective des signes cliniques observés lors d 'un diagnostic entre JO

et J30 de vie (n=21, ictere=18/21, splénomégalie=14/21, paleur=8/21)

3.2.3.2.2. Diagnostic apres la période néonatale

Au dela du 30°™ jour de vie et jusqu’a I’age adulte, le déficit en pyruvate kinase a été évoqué

sur la base du méme trépied clinique : ictére — splénomégalie — paleur.

Au dela de 30 ans, le tableau clinique contribuant a la découverte du déficit n’est pas
comparable avec celui évoqué ci-dessus. En effet, ictére, spléenomégalie et signes cliniques
d’anémie sont relégués au second plan par des complications de 1’hémolyse chronique :

hémochromatose ou lithiases biliaires symptomatiques.
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3.2.4. Bilan biologique de base lors du diagnostic

3.2.4.1. Taux d’hémoglobine (Figure 27)

La période néonatale est marquée par un taux d’hémoglobine effondré. Son taux moyen
(déterminé sur 13 nouveaux-nés) est de 8,6g/dL (minimum=4,8g/dL, maximum=12,3) pour

une norme entre 14 et 23 g/dL a la naissance.

Entre 1 mois et 2 ans, le taux est également faible : moyenne a 6,8g/dL au diagnostic (n=8).

En revanche, lors d’un diagnostic au dela de 2 ans (n=12), le taux moyen d’hémoglobine est
plus élevé (10,4g/dL).

3.2.4.2. Réticulocytes (Figure 28)

La réticulocytose est franche lorsque le diagnostic est posé avant 1’age de 2 ans :

e Avant 30 jours de vie, le taux moyen est de 350G/L (n=10), ne diminuant pas en fin de
premiere semaine de vie et apres I’érythropoiese de stress (80,81).
e Entre 1 mois et 2 ans, le taux moyen de 332G/L (n=6) constitue a cet a4ge une

augmentation significative.

Chez des patients dont le déficit est objectivé apres deux ans, le profil est constamment
régénératif : 219G/L (n=11).
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Figure 28 —Réticulocytes en fonction de I’dge au diagnostic (nN=2T7)
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3.2.4.3. Bilan biochimique

Le profil biologique est celui d’une anémie hémolytique.

3.2.4.3.1. Bilirubinémie

L’hyperbilirubinémie dans la période néonatale est multifactorielle allant du physiologique au
pathologique. Elle est constamment retrouvée chez les patients déficitaires, quasi-
exclusivement non-conjuguée, et son taux est d’abord élevé au cours du premier mois de vie,
puis décroit progressivement pour se stabiliser a des valeurs intermédiaires :

e Au cours du premier mois de vie, le taux moyen est de 190 umoles/L (n=8)

e Aprés 1 mois, la bilirubinémie moyenne est de 51 umoles /L (n=16).

3.2.4.3.2. Autres marqueurs biochimiques d’hémolyse

Les autres stigmates biochimiques d’hémolyse regroupent systématiquement :

e Une haptoglobine sérique constamment effondrée

e Une LDH sérique augmentée

3.2.4.4. Biologie au diagnostic et sévérité du phénotype actuel (Tableau 12)

Les patients de phénotype sévére ont, au diagnostic, une hémoglobine plus basse et une plus

forte réticulocytose que chez les patients présentant un phénotype modéré ou séveére.

Tableau 12 - Biologie au diagnostic en fonction de la sévérité

Sévére Modéré Mineur
Hémoglobine (g/dL) 7,73 (n=20) 8,86 (n=6) 10,9 (n=7)
Réticulocytes (G/L) 417,4 (n=13) 172,4 (n=5) 190 ,4 (n=7)
Bilirubinemie _ _ _
(el 119,6 (n=13) 105,8 (n=4) 38,8 (n=5)
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3.2.5. Activités enzymatiques

Aprés élimination de causes d’hémolyse extracorpusculaire allo- ou auto-immune (test de
Coombs négatif, voire test de Kleihauer dans les formes néonatales aigués), médicamenteuse,
toxiqgue ou mécanique, les causes intrinseques ont été recherchées: hémoglobinopathie,

pathologie de membrane et déficits enzymatiques.

Comme exposé précédemment, 1’activité de la PK intraérythrocytaire ne peut étre interprétée
qu'en comparaison avec celle d’une autre enzyme érythrocytaire, préférentiellement

I’hexokinase.

Le profil enzymatique du patient déficitaire en pyruvate kinase est le suivant (Figures 29 et
30) :

e Activité pyruvate kinase abaissée dans 95,2% des cas (39/40) : activité résiduelle
moyenne égale a 39,2% de la norme basse (données disponibles pour 40 patients)

e Activité G6PD normale dans 54,3% des cas, a augmentée pour 45,7% des patients
(données disponibles pour 35 patients)

e Activité hexokinase élevée dans I’ensemble des cas (données disponibles pour 19

patients)

Nous disposons des activités enzymatiques pyruvate kinase pour 52 parents des cas index,
tous hétérozygotes. L’activité résiduelle moyenne est supérieure a celle des homozygotes et
hétérozygotes composites : 60,9% de la norme basse. Aucun de ces patients hétérozygotes ne

présente de signe clinique d’hémolyse chronique.
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Figure 30-Ratio d’activités enzymatiques PK/HK en fonction de la sévérité du phénotype
(pour n=17 patients)

Les Tableau 13, 14 et 15 présentent une confrontation entre données biologiques et
cliniques pour 56 patients déficitaires. Les informations disponibles pour 4 patients sont

insuffisantes pour étre présentées.
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Tableau 13 (1/3) — Parameétres biologiques au diagnostic et présentation clinique lors d’'un diagnostic entre la naissance et le 30eme jour de vie

Hémoglobine | Réticulocytes Bilirubine
N° g y totale Activité PK Activité G6PD | Activité HK Présentation clinique
(g/dL) (G/L) (microM/L)
e Détresse respiratoire et choc
Lio1 4.8 87 NC NC NC NC IseTEel,  eplonsiElle =
réanimation néonatale et
transfusion
e Extraction a terme  par
césarienne  pour  souffrance
Bd09 5,1 231 212 NC NC NC foetaleaigue
e Ictére, hépatosplénomégalie >
réanimation néonatale et
transfusion
_ 1.7U/gHb | e Ictére persistant a 4 semaines de
Ma05 6.5 180 53 ALY 9':3)(“‘14 %ﬁlfﬂ’gl“?? (N=0,74- | vie, splénomégalie
1,14)
238mU/mLGR 210mU/mLGR e Franche paleur néonatale et
Bd03 71 %0 NC (Témoin=220) (Témoin=120) NC ictere, spléenomégalie
_ 1.4U/gHb | e Ictere  néonatal  persistant,
Cro6 8 NC NC O'ZU/ggbl)(N‘S’g (ﬁlfg’f?g) (N=0,74- | splénomégalie
’ ] 1,14) e Frére déficitaire en PK
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Tableau 13 (suite, 2/3) — Paramétres biologiques au diagnostic et présentation clinique lors d’un diagnostic entre la naissance et le 30éme jour de vie

Hémoglobine | Réticulocytes Bilirubine
N° g y totale Activité PK Activite G6PD | Activité HK Présentation clinique
(9/dL) (G/L) (microM/L)
¢ Extraction a terme par
césarienne pour souffrance
foetale aigué
cri6 8.1 NC NC 1.03U/gHb 15.73U/gHb 2U/gHb e Paleur, ictére, splénomégalie et
' (N=5,6-13,6) (N=7-12,3) (N=0,7-1,8) hypotonie a 24h de vie >
réanimation néonatale et
transfusion
o (GILBERT 7/7 associeé)
Lol 85 NC NC NC NC NC ) DF:‘fICIt en I?K chez le pere, la
mere et le frere
_ 1.8U/gHb | e Ictére important a 24h de vie
Ma02 8.9 66 NC 2elll QTS)(N‘14 (1N4_li’f_':$) (N=0,74- | (GILBERT 7/7 associé)
- 1,14)
Bd06 9 NC 215 NC NC NC e Ictére néonatal persistant
e Ictere néonatal persistant et
Bd05 9,6 557 103 NC NC NC paleur

o Frére ainé déficitaire en PK
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Tableau 13 (suite, 3/3) — Paramétres biologiques au diagnostic et présentation clinique lors d’un diagnostic entre la naissance et le 30eme jour de vie

Hémoglobine | Réticulocytes Bilirubine
N° ( /?:IL) (G/L)y totale Activité PK Activité G6PD | Activité HK Présentation clinique
g (microM/L)
S e Ictere  neonatal  persistant,
Bd10 9,6 778 150 4U/gH8bl(;\I—5,9 NC NC splénomégalie
' Soeur ainée déficitaire en PK
1.2U/gHb (N=5,9- 13.5U/gHb e Ictere néonatal persistant et
Cri3 3.9 699 147 8,1) (N=5,3-7,9) NC paleur, splénomégalie
—11_ _o | 3:2U/gHb | e Ictere néonatal marqué a 10
Thol 10,2 70 314 o nglgN‘ll 2Ly gg'zb) (N=8-1 N=0.74- | jours de vie
1,14)
. 3.2U/gHb | e Ictére, splénomégalie
Cr10 12,3 742 NC 3.4U/ggbl)(N—5,9 (Elfgég;g) (N=0,74- e Grand-mére maternelle
’ o 1,14) déficitaire en PK
TI01 8.6 U/gHb (N=14- e Ictére néonatal persistant et
e e Ne 19) s S paleur (GILBERT 7/7 associ€)
—14. 2 U/gHb | e Ictere néonatal persistant
Bdo7 NG NG NG 3.9 U/glfg)(N—M 2(:ll\li 1U1/g:]LI;|)b (N=0.74-
1,14)
1,5U/gHb | e Exploration ~ d’une  anémie
1,5 U/gHb 7 U/gHb A AL .
Cr03 NC NC NC (N=5,9-8.1) (N=5,3-7.9) (N1—2,47)4 néonatale
e Hépatomegalie,  hypertension
Bd1l NC NC NC NC NC NC portale, ascite, insuffisance
cardiaque
Li01 NC NC NC NC NC NC e |Ictére néonatal persistant
Li02 e Ictére néonatal persistant
NC NC NC NC NC NC (maladie de Gilbert associée)
Ih01 NC NC NC NC NC NC e |Ictére néonatal persistant
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Tableau 14 (1/2) — Parameétres biologiques au diagnostic et présentation clinique lors d’'un diagnostic entre le 1er mois de vie et I’dge de 2 ans

Hémoglobine | Réticulocytes Bilirubine
N° g y totale Activité PK Activite G6PD | Activite HK Présentation clinique
(g/dL) (GL) (microM/L)
Bd08 4,6 90 NC NC NC NC el G S
splénomégalie
9UI/1011GR 22U1/1011GR e Asthénie, paleur et ictére,
Ma03 4.9 453 31 (N=36-58) (N=12-22) NC splénomégalie a 3 mois de vie
0.41/mL GR [ e Paleur et ictere, splénomégalie a
0.809/mL GR 1.68/mL GR - : N
Bd04 6,8 NC 24 (N=3,63-373) (N=1,33-181) (No_g’llagz- 9 mois de vie
: 4.6U/gHb (N=14- 15.9U/gHb e Paleur, ictere et asthénie,
Ni09 6.8 270 26 19) (N=11-17) NC splénomégalie
e Paleur, dyspnée et ictere a 19
Di01 73 571 211 NC NC NC mois de vie e
e Tante maternelle déficitaire en
PK
1,72U/mL GR 2,25U/mL GR e Exploration d’une paleur et
Lc04 7.6 NC 23 (N=1,1-2,7) (N=1,1-2,5) NC d’un ictére 4 1 an de vie
. 4.2U/gHb (N=5,9- | 9U/gHb Uil | o i raslEE
Di02 7,9 472 23 8.1) (N=5.3-7.9) (N=0,74-
’ T 1,14)
5.5U/gHb (N=14- 14.2U/gHb 2.6EJlgHb e Ictere et paleur a 5 mois de vie
Kb01 8,9 118 38 - (N=0,74-
19) (N=11-17) 114)
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Tableau 14 (suite, 2/2) — Parameétres biologiques au diagnostic et présentation clinique lors d’'un diagnostic entre le 1er mois de vie et I’dge de 2 ans

Hémoglobine | Réticulocytes Bilirubine
N° g y totale Activité PK Activite G6PD | Activite HK Présentation clinique
(g/dL) (GL) (microM/L)
Crl4 1.4U/gHb (N=5,9- 10.6 U/gHb e Ictére persistant
NC NC NC 8.1) (N=5,3-7.9) NC
_14 e Ictére persistant,
Crot NC NC NC 44 U/ng) (N=14 l(?\liﬂ/gl%b NC hépatosplénomégalie
(GILBERT 7/7 associé)
Ly02 NC NC NC 6 U/gHsk;)(N:ZZ- NC NC ¢ Diagnostic a 18 mois
Bd01 2.5 U/gHb 9 U/gHb e Paleur
NC NC NC (N=59-8,1) (N=53-7.9) NC
Cro7 3.3 U/gHb 14.5 U/gHb ¢ Diagnostic a 3 ans
NC NC NC (N=5,9-8,1) (N=5,3-7,9) NC
1.79 U/gHb | e Erythroblastopénie aigué a 1’Age
Cro4 2.1 U/gHb 5.6 U/gHb 0 . :
NC NC NC (N=5,9-8,1) (N=5,3-7.9) (N1_2217)4 de 2 ans, amenant au diagnostic
Ma06 6.1 UlgHb (N=14- 19 U/gHb 2.2_U/gHb o Ictere persistant a 21 mois de
NC NC NC 19) (N=11-17) (N=0,74- vie
1,14)
Cro2 @ @ " 1.8 UlgHb 7.5 UlgHb 1(’3_%/%? o NC (GILBERT 7/7 associé)
(N=5,9-8,1) (N=5,3-7,9) by
1,14)
Crll NG NG NG 6.2 U/ng) (N=14- NC NC e Ictére persistant
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Tableau 15 (1/2) — Parameétres biologiques au diagnostic et présentation clinique lors d 'un diagnostic au dela de 2 ans

A . . - Bilirubine o N
o Age au Hémoglobine Réticulocytes N Activité Activité . . .
N diagnostic (g/dL) (GIL) (mit:ortgll\;/L) Activité PK G6PD HK Présentation clinique
e Paleur, dyspnée et
Lc02 NC 3,7 NC NC NC NC NC ictere, splenomegalie
e Retard de croissance
staturo-pondéral
222U/gHb e Ictére a I’age de 5 ans
Lco5 | S5ans 8,4 207 54 (I{I’fgggg'g) (N=120- NC
s 220)
Ictere se majorant et
Ro0 45U/gHb | 11U/gHb o TLETE S8 Ik
3 13 ans 9 250 NC (N=9,8-15) | (N=5,3-7,9) NC spI_eno_mggz\ahe
objectivée a 12 ans
Ma0 1.6U/gHb 6.6U/gHb e Asthénie et paleur a 9
1 9ans 97 256 NC (N=5.9-8.1) | (N=53-7.9) | NC ans, splénomégalie
3.1U/gHb | elctere a 4 ans,
Lco3 |  4ans 9.9 238 40 11.2U/gHb | 15.2UigHb | "\ 474" | gplanomégalie
(N=14-19) | (N=11-17) . \
1,14) apparaissant a 7 ans
Ro0 1.6U/gHb 5.4U/gHb e Asthénie a 33 ans
1 33 ans 10,4 142 25 (N=59-8,1) | (N=53-7.9) NC
3.1U/gHb 9.1U/gHb e Exploration d’un ictére
Criz]  >3ans o 22l 28 (N=59-81) | (N=53-79) | N | aragede53ans
e Cholécystite aigué a
21 ans
BIO1 21 ans 11,4 125 127 &iﬁgi?) NC NC e Splénomégalie

découverte a cette
occasion
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Tableau 15 (suite, 2/2) — Parameétres biologiques au diagnostic et présentation clinique lors d’un diagnostic au dela de 2 ans

Bilirubine

o Age au Hémoglobine Réticulocytes R Activité Activité . . .
N diagnostic (g/dL) (GIL) (mitcort(?ll\;/L) Activité PK G6PD HK Présentation clinique
e Découverte fortuite a
2.1U/gHb 14 ans sur une
D03 | 14ans 119 181 43 ity | (NeSir | (N=074- | numeration globulaire
1,14) e Absence de signes
cliniques
1.9U/gHb | ¢ Hémochromatose
crog | 62ans 12.6 158 39 (7N9:liggli|§) (,1\15:%/19_2'% (N=0,74- | compliquée de fibrose
1,14) hépatique a 60 ans
2.4U/gHb | 4.7 U/gHb e Hémochromatose
il AN L2 Lo e (N=5,9-8,1) | (N=5,3-7,9) S diagnostiquée a 33 ans
1.8U/gHb | e Ictére conjonctival et
cris | 12ans 14,46 200 82 f’,’\lilff_’ngk; %ﬁjgff?‘g’ (N=0,74- | asthénie en 1998
1,14)
Lc06 NC NC NC 4.8 U/gHb | 140U/gHb | 1.2 U/gHb | e Exploration d’un ictére
20 ans (N=14-19) (N=120- (N=0,74- aI’age de 20 ans
220) 1,14)
Bd02 NC NC NC NC 1.8 U/gHb | 13.7 U/gHb NC ¢ Exploration d’une
(N=5,9-8,1) | (N=5,3-7,9) anémie
RO02 NC NC NC NC NC NC o Ictere et paleur
5 ans explorés a 1’age de 5
ans
Ma08 NC NC NC NC NC NC ° Explqration _ d’une
21 ans anémie hémolytique a
I’age de 21 ans
NC NC NC NC NC NC e Asthénie, paleur, ictére
Ro06 NC et splénomégalie a

I’age de 4 ans
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3.2.6. Génotypage

Les 60 patients inclus présentent plus de 50 mutations distinctes de PKLR, parmi plus de 220
mutations enregistrées dans les bases de données. En effet, les mutations sont essentiellement

privées et donc nombreuses.

Nous présentons dans le Tableau 16 les génotypes des 60 patients inclus.

Deux mutations ont une prévalence dominante :

e p.Arg510GIn dans le cadre d’un phénotype sévere
o p.Argd86Trp dans le cadre d’un phénotype modéré a sévere
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Tableau 16 (1/5) — Génotypes des 60 patients inclus (*=nouvelle mutation, non-publiée)

Age Age au Taux actuel | Tauxactuel | ¢ . .| Variant1dePK/ou Variant 2 de PK / ou
Patient | actuel | diagnostic | d"hémoglobine de P mie mutation et référence mutation et référence | Phénotype
(années) (g/dL) réticulocytes bibliographique bibliographique
1 JO-J30 9.6 NR Non p.Gly358Arg exon 8 (82) p.Arg486Trp exon 11 Moderé
TnO1 (83)
Dio1 2 1mois- Transfusé Transfusé Non ivs 7 +1G>A * ivs 7 +1G>A * Sévere
2ans
Bd05 2 NR 5.8 252 Non p.Arg426Trp exon 10 (74) | p.Val349Phe exon 8* Sévere
Bd09 2 J0-J30 Transfusé Transfusé Oui p.Arg289Trp exon 7* p.Asp339Gly exon 8* Severe
Ma02 3 J0-J30 11.8 105 Non p.Arg479Cys exon 10 (84) ivs 11 +1G>A* Mineur
Ih01 3 J0-J30 9.3 217 Non p.Arg486Trp exon 11 (83) | p.Gly411Asp exon 9* Modéré
3 1mois- 10.4 123 Non p.Arg510GIn exon 11 (83) p.Arg510GIn exon 11 Modéré
Kb01
2ans (83)
Bd06 4 J0-J30 7.2 259 Non p.Arg486Trp exon 11 (83) [ p.Val349Phe exon 8* Sévere
. 4 1mois- 7.9 NR Non p.Arg488GIn exon 11 (85) p.Arg488GIn exon 11 Sévere
NiO1
2ans (85)
Li01 6 J0-J30 Transfusé Transfuse Non p.Ala495Thr exon 11 (85) ins alu exon 7* Sévére
Crl3 7 J0-J30 Transfusé Transfusé Non p.Arg510GIn exon 11 (83) ivs 11 +1G>C (86) Sévere
Ma04 8 J0-J30 NR NR Non p.Glu318del exon 7 (86) €.315FS exon 4* Sévere
. 9 1mois- 7.9 454 Non p.Asn393Lys exon 9 (74) p.Arg486Trp exon 11 Sévere
Di02
2ans (83)
TI01 9 J0-J30 9.7 1710 Oui p.Vall134Asp exon 5 (83) p.Arg426Trp exon 10 Sévere
(74)
10 antenatal Transfusé Transfusé Oui p.Cys360Tyr exon 8 (86) p.Argd79His exon Sévere
LcO1 :
10+splice (87)
LcO2 11 >2ans Transfusé NR Non p.Cys360Tyr exon 8 (86) p.Arg479His exon Sévere

10+splice (87)
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Tableau 16 (suite, 2/5) — Génotypes des 60 patients inclus (*=nouvelle mutation, non-publiée)

Age Age au Taux actuel | Tauxactuel | ¢ . . | Variant1dePK/ou Variant 2 de PK / ou
Patient | actuel | diagnostic | d'hémoglobine de P mie mutation et référence mutation et référence | Phénotype
(années) (g/dL) réticulocytes bibliographique bibliographique
Bd10 12 NR 8.5 NR Oui ivs 9 ¢.1269 +5G>A (86) p.Alall0FS exon 4* Sévere
Di03 15 >2ans 11 213 Non p.Asp311Glu exon 7* p.Asp339His exon 8 (88) Mineur
Bd03 15 J0-J30 11.3 255 Non del1240bp exon 11 -284delT promoteur* Mineur
. 15 JO-J30 8.5 105 Non ivs 4 + 10 G>T (splice) ivs 4 + 10 G>T (splice) Modéré
Li02
(86) (86)
BdO1 18 1mois- 7.9 550 Non p.Arg385Lys exon 9 (86) | p.Tyr408lle exon 9 (88) Sévere
2ans
18 1mois- 8.2 502 Oui p.Arg510GIn exon 11 (83) p.Arg532Trp exonll Sévere
Ma03
2ans (76)
19 1mois- Transfusé NR Oui p.Gly232Ser p.Arg510GIn exon 11 Severe
Bdo8 X
2ans exonll/splice* (83)
BIOL 21 >2ans 10 125 Non p.GIn421Arg exon 9* p.Arg486Trp exon 11 Modéré
(83)
Ma01l 21 >2ans 9.6 160 Non p.Arg486Trp exon 11 (83) | p.Tyr408lle exon 9 (88) Modéré
22 JO0-J30 11.6 167 Non p.Glul72GIn exon 6 (75) p.Arg510GIn exon 11 Modéré
Ma05 (83)
22 J0-J30 11.1 NR Oui p.Asn393Ser exon 9 (74) p.Arg486Trp exon 11 Sévere
Mo02 (83)
Crl6 22 antenatal 6.8 NR Oui p.Arg510GIn exon 11 (83) p.Arg488stop (85) Sévere
23 1mois- Transfusé Transfusé Oui p.Arg270stop exon 7 (74) p.Arg479His exon Sévere
Cr07 :
2ans 10+splice (87)
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Tableau 16 (suite, 3/5)— Génotypes des 60 patients inclus (*=nouvelle mutation, non-publiée)

Age Age au Taux actuel | Tauxactuel | ¢ . .| Variant1dePK/ou Variant 2 de PK / ou
Patient | actuel | diagnostic | d"hémoglobine de P mie mutation et référence mutation et référence | Phénotype
(années) (g/dL) réticulocytes bibliographique bibliographique
23 1mois- 7.8 233 Non p.Asn393Ser exon 9 (74) p.Arg486Trp exon 11 Sévere
Cro4
2ans (83)
24 NR Transfusé NR Oui p.Ala495Thr exon 11 (85) p.Ala495Thr exon 11 Sévere
Ly01 (85)
Lc05 25 >2ans Transfusé Transfusé Non p.Lys410Glu exon 9 (86) | p.Lys410Glu exon 9 (86) Sévere
Lc03 26 >2ans 94 238 Non p.Arg486Trp exon 11 (83) | p.Asn393Ser exon 9 (74) Modéré
Cr15 27 >2ans 13.2 194 Non p.Asn393Ser exon 9 (74) ivs 11 +1G>A* Mineur
29 1mois- 9.7 200 Non p.Gly411Asp exon 9* p.Arg486Trp exon 11 Modére
Ly02
2ans (83)
Crio 30 JO-J30 Transfusé Transfusé Oui p.Glu232Cys exon (splice) | p.Val506lle exon 11 (90) Sévere
(89)
31 1mois- 7.4 240 Oui p.Thr371lle exon 8 (86) p.Arg510GIn exon 11 Sévere
Bd04
2ans (83)
Lc06 32 >2ans 115 136 Non p.Arg559Gly exon 12 (74) | del promoteur nt.125- Mineur
136 166bp*
1b02 32 NR NR NR Non p.Ser389Arg exon 9* p.Arg569GIin exon12 Modéré
(91)
33 >2ans 7 720 Oui p.Arg510GIn exon 11 (83) p.Arg510GIn exon 11 Sévere
Ro02 (83)
Cr04 39 NR 9.3 168 Non p.Arg486Trp exon 11 (83) Glu318stop exon 7* Sévere
40 1mois- 8.7 602 Oui p.Arg510GIn exon 11 (83) p.Arg510GIn exon 11 Sévere
itk 2ans (83)

102




Tableau 16 (suite, 4/5)— Génotypes des 60 patients inclus (*=nouvelle mutation, non-publiée)

Age Age au Taux actuel | Tauxactuel | ¢ .. | Variant1dePK/ou Variant 2 de PK / ou
Patient | actuel [ diagnostic | d’hémoglobine de P mie mutation et référence mutation et référence | Phénotype
(années) (g/dL) réticulocytes bibliographique bibliographique
Cro6 40 J0-J30 8.5 375 Non p.Lys365Met exon 8 (91) p.Arg510GIn exon 11 Modéré
(83)
40 J0-J30 9.7 102 Non p.Gly319Asp exon 7* p.Arg486Trp exon 11 Modéré
Bd07 (83)
Ro03 41 >2ans 8.8 435 Oui p.Arg486Trp exon 11 (83) | p.Thr371lle exon 8 (86) Sévere
Ro06 42 >2ans 7.8 NR Oui p.Arg510GIn exon 11 (83) | p.Glu241stop exon 7 (83) Sévére
Lco4 42 >2ans Transfusé Transfusé Oui p.Arg479His exon p.Arg510GIn exon 11 Séveére
10+splice (87) (83)
Cr05 43 NR 12.9 NR Non p.Asn253Lys exon 7* -284delT promoteur* Mineur
45 >2ans 111 126 Non p.Gly159Val exon 5 (92) p.Arg486Trp exon 11 Mineur
Ro01 (83)
Cri4 47 1mois- Transfusé Transfusé Oui p.Ser120Phe exon 4 (93) p.Arg510GIn exon 11 Sévere
2ans (83)
Cro2 49 1mois- 10.7 NR Non p.Arg486Trp exon 11 (83) | p.Tyr408lle exon 9 (88) Modéré
2ans
52 >2ans 12.5 NR Non p.Asn393Ser exon 9 (74) ivs 4 + 10 G>T (splice) Mineur
Cr08 (86)
56 1mois- 9.5 1150 Oui p.Asn393Ser exon 9 (74) p.Arg510GIn exon 11 Sévere
Crll
2ans (83)
Mo01 57 NR 9 NR Oui p.Arg486Trp exon 11 (83) | p.Arg337Trp exon 8 (86) Sévere
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Tableau 16 (suite, 5/5)— Génotypes des 60 patients inclus (*=nouvelle mutation, non-publiée)

Age

Age au

Taux actuel

Taux actuel

Variant 1 de PK /ou

Variant 2 de PK / ou

Patient | actuel [ diagnostic | d’hémoglobine de Splrilr;gcto mutation et référence mutation et référence | Phénotype
(années) (g/dL) réticulocytes bibliographique bibliographique
58 1mois- 10.8 900 Oui p.Asn393Ser exon 9 (74) p.Arg486Trp exon 11 Sévere
Ma06
2ans (83)
Ma07 66 NR 8 363 Oui p.Arg486Trp exon 11 (83) | p.Glu318del exon 7 (86) Sévere
Ma08 66 >2ans 8.6 179 Non p.Arg486Trp exon 11 (83) | p.Arg337Trp exon 8 (86) Moderé
Cr09 69 >50ans 13.2 188 Non p.Arg486Trp exon 11 (83) p.Arg293GIlu* Mineur
70 >50ans 111 NR Non p.Met568val exon 11 (86) p.Met568val exon 11 Mineur
Crl2 (86)
Bdll Déces J0-J30 Transfusé Transfusé Non ivs 9 ¢.1269 +5G>A (86) p.Alall0FS exon 4* Sévere
Bd02 Déces NR 8.4 1187 Oui p.Arg385Lys exon 9 (86) | Glu241stop exon 7 (83) sévere
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3.2.7. Prise en charge

3.2.7.1. Transfusions

42 (70%) patients ont été transfuses, dont au moins 17 ont regu leur premiére transfusion de
culots globulaires en période néonatale (age de la premiere transfusion connue pour 29

patients).

30/35 déficitaires diagnostiqués dans les deux premiéres années de vie, ont bénéficié d’un

support transfusionnel (soit 85,7%), contre 7/18 (38,9%) pour un diagnostic apres deux ans.

Les besoins transfusionnels actuels sont connus pour 35 patients sur les 42 individus
transfusés (données manquantes pour 7 patients). 14 de ces patients transfusés au moins une
fois (40%, age moyen 19,2 ans), ont un régime transfusionnel en cours, dont 9, malgré une
splénectomie. Le régime transfusionnel a pu étre interrompu dans 21 cas, dont 11 apres

splénectomie.

Ces données sont récapitulées sur la Figure 31.

105



Pas de

splénec-
tomie
36%
Etat du Régime
regime transfusion-
transfusion- nel en cours
nel inconnu 23%
12% /
Malgré
Splénec-
tomie
64%

Jamais Sla,ns
. splénec
transfusés p )
-tomie

309
% 48%

Régime
transfusion-
nel
interrompu

35% Post-

splénec

-tomie
52%

Figure 31 —Besoins transfusionnels

106



3.2.7.2. Splénectomie

Une splénectomie a été réalisée chez 25 patients, soit dans 40,3% des cas. Ce chiffre est a

interpréter en fonction de 1’age. L’age médian lors de I’intervention est de 9 ans (21 patients).
Nous n’avons des données biologiques en pré-splénectomie immédiate, puis a distance de la
splénectomie, que pour seulement trois patients. Le régime transfusionnel de ces trois patients

a pu étre interrompu apres splénectomie (voir Tableau 17)

Tableau 17-Evolution du taux d’hémoglobine avant et apres splénectomie

Casl: Cas2: Cas 3:

ma03 bd10 cr0l
Age lors de la splénectomie 16 ans 9 ans 16 ans
Hémoglobine en pré-splénectomie (g/dL) 7,0 6 6,4
Hémoglobine post-splénectomie (g/dL) 8,2 8,5 8,7

Si on ne considére que ces trois cas, le gain moyen d’hémoglobine est de deux points apres

splénectomie.

Quatre patients sur les 21 individus splénectomisés ont présenté une thrombose veineuse

profonde objectivée dans les suites de la splénectomie.
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3.2.8. Complications

3.2.8.1. Lithiases biliaires (voir Figure 32)

Outre la surcharge martiale majorée par les transfusions et les épisodes thrombotiques
veineux post-splénectomie, 27 patients (soit 45%), ont présenté un épisode de lithiase hépato-

biliaire symptomatique a 1’age moyen de 16 ans, traitée par cholécystectomie a froid.

20 patients du groupe de phénotype sévere, et 6 patients du groupe de phénotype modéré ont

présenté un épisode de lithiase biliaire objectivé.

Au sein du groupe « phénotypes mineurs », seul un patient (Crl12) a présenté une colique
hépatique a 1’age de 69 ans. Cette complication aurait donc, dans la population de moindre

séverité, un caracteére plus exceptionnel.
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Figure 32—Incidence des manifestations lithiasiques hépatobiliaires en fonction de la sévérite

phénotypique (=60, sévere=20/35, modéré=6/15 mineur=1/10)
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3.2.8.2. Surcharge martiale

La surcharge martiale du déficitaire en pyruvate kinase est a la fois résultante de I’hémolyse

chronique mais aussi majorée et aggraveée par les transfusions de culots globulaires.

3.2.8.2.1. Patients n’ayant jamais bénéficié de transfusion (Tableau 18)

Chez les patients non-transfusés, en 1’absence de toute chélation ou de saignees, la

ferritinémie médiane est de 136ng/mL (n=9).
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Tableau 18 —Estimation de la surcharge martiale chez les patients non-transfusés et non-chélatés et non-saignes

Stratégie de

Age du Taux actuel Taux actuel de Ferritinémie Mesure IRM .
Patient patient d'hémoglobine réticulocytes (ng/mL) / date | (micromol/g de hprlse en Atteinte d’organe
(années) (go/dL) (G/L) du dosage foie sec) / date ¢ :’;}rge./ c-late
d’initiation
Tn0l 1 9.6 (01/2013) NC NC NR Abstention Non
Bd05 2 5.8 (01/2013) 252 (01/2013) 22.5 (01/2013) NR Abstention Non
Ma02 3 11.8 (07/2012) 105 (07/2012) NC NR Abstention Non
NiO1 4 7.9 (04/2010) NC NC NR Abstention Non
Di02 9 7.9 (10/2006) 454 (10/2006) 493 (10/2006) NR Abstention Non
Di03 15 11 (02/2012) 213 (02/2012) 1192 (12/2011) NR Abstention Non
Ma01l 21 9.6 (05/2001) 160 (05/2001) 136 (03/2001) NR Abstention Non
Cro4 23 7.8 (06/2011) 233 (06/2011) 50 (04/2009) NR Abstention Non
Lc03 26 9.4 (11/2012) 238 (11/2012) 22 (12/2009) NR Abstention Non
Crl5 27 13.2 (09/2007) 194 (09/2007) 355 (09/2007) NR Abstention Non
Lc06 32 11.5 (02/2013) 136 (02/2013) 82 (02/2013) NR Abstention Non
Cr05 43 12.9 (02/2006) NC NC 50 (03/2006) Abstention Non
Ro01 45 11.1 (06/2008) 126 (06/2008) 97 (06/2008) NR Abstention Non
Saignées
Cro8 52 12.5 (01/2003) NC 212 (05/2003) NR depu?s 1999 Non
Crog 69 13.2 (09/2008) | 188 (09/2008) 2%3;9835388%) 160 (05/2005) | fpal:?snggzs F'brgfzir;%%i‘;'q“e
Crl2 70 11.1 (03/2012) NC NC NR Saignées Non

110




3.2.8.2.2. Patients transfusés

La ferritinémie culmine & 1326ng/mL (échantillon de 14 patients transfusés) avant toute
chélation ou saignée dans le groupe des patients transfusés, puis diminue a 641,5ng/mL pour

ces mémes 14 patients apres chélation ou saignees.

Parmi I’ensemble des patients transfusés, 30 sur 43 (soit 69,8%) bénéficient d’une chélation
médicamenteuse (Exjade®, principalement, puis Desféral® ou Ferriprox®) dans la plupart des
cas, ou de saignées, plus rarement. Le choix de la stratégie n’est pas uniforme en fonction des
centres. L’age moyen de prise en charge est de 21 ans.

Afin de monitorer la surcharge martiale, 15 patients ont bénéficié d’une IRM hépatique.

Sur le versant cardiaque, 14 patients ont bénéficié d’une IRM myocardique. Le résultat a

toujours été supérieur a 20ms de T2*,

Les détails des résultats pour les patients transfusés, sont présentés dans les Tableaux 19 a 23.

3.2.8.2.3. Séverité et surcharge martiale (Figure 24)
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Figure 33 —Ferritinémie moyenne en fonction de la sévérité du phénotype (n=52)
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Tableau 19 —Estimation et prise en charge de la surcharge martiale chez les patients ayant bénéficié de 1 a 10 séances transfusionnelles

Age du | Nombre de Etat du régime Ferritinémie Ferritinémie Mesure IRM | Stratégie de prise | Atteinte
Patient patient | séances de | transfusionnel et avant prise en apres priseen | (micromol/g de | encharge/date | d'organ
(années | transfusions date charge (ng/mL)/ | charge (ng/mL)/ | foie sec) / date d’initiation e
) d’interruption date du dosage date du dosage
3 1a10 Interrompu 148 (02/2013) NA NR Abstention Non
Kb01 (01/2011)
4 1a10 Interrompu 48.4 (01/2013) NA NR Abstention Non
Bd06 (03/2008)
15 1a10 Interrompu 105.2 (08/2012) NA NR Abstention Non
Bd03 (1998)
18 1a10 Interrompu 44 (09/2008) NA NR Abstention Non
Bd01 (2002)
22 1210 Interrompu 742 (06/2012) NA 180 (08/2012) Abstention Non
Crl6 (1994)
Ly02 29 1a10 Interrompu NC NC NR Abstention Non
40 1a10 Interrompu 391 (09/2012) NA NR Abstention Non
Bd07 (05/1973)
Ma08 66 12310 NC 671 (10/2013) NA 280 (10/2013) Abstention Non
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Tableau 20 —Estimation et prise en charge de la surcharge martiale chez les patients ayant bénéficié de 11 a 20 séances transfusionnelles

Age du | Nombre de Etat du régime Ferritinémie Ferritinémie Mesure IRM | Stratégie de prise | Atteinte
Patient patient | séances de | transfusionnel et avant prise en apres priseen | (micromol/g de | encharge/date | d'organ
(années | transfusions date charge (ng/mL)/ | charge (ng/mL)/ | foie sec) / date d’initiation e
) d’interruption date du dosage date du dosage
2 11420 En cours 2366 (06/2012) 952 (07/2012) NR Chélation Exjade® Non
Di01 (07/2012)
Ma03 18 11220 NC 260 (12/2012) NA NR Abstention Non
Ma05 22 11320 NC 51 (01/2013) NA NR Abstention Non
41 11420 Interrompu 253 (10/2008) 284 (12/2010) 220 (11/2008) | Chélation Exjade® Non
Ro03 (11/2008)
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Tableau 21 —Estimation et prise en charge de la surcharge martiale chez les patients ayant bénéficié de 21 a 100 séances transfusionnelles

Age du | Nombre de Etat du régime Ferritinémie Ferritinémie Mesure IRM Stratégie de prise | Atteinte
Patient patient | séances de | transfusionnel et avant prise en apres priseen | (micromol/g de | encharge/date | d'organ
(années | transfusions date charge (ng/mL)/ | charge (ng/mL)/ | foie sec) / date d’initiation e

) d’interruption date du dosage date du dosage

Li0o1 6 >20 En cours 1413 (06/2010) 1233 (12/2012) NR Chélation Exjade® Non
(08/2010)

Crl3 7 11420 En cours 16 (07/2011) NA NR Abstention Non

8 >20 NC 1000 (03/2008) 550 (10/2012) 250 (08/2012) | Chélation Exjade® Non
Ma04 (03/2008)

10 >20 En cours NC 856 NR Chélation Exjade® Non
LcOl (01/2007)

15 >20 Interrompu 1492 (12/2002) 182 (01/2012) NR Chélateur NC Non
Li02 (03/2004) (01/2003)

19 >20 En cours NC 424 (12/2012) NR Chélation Non

Desféral® (1996)

Bd08 puis Exjade®

40 >20 Interrompu 891 (09/2009) NA 220 (06/2009) Abstention Non

(1978) puis 2004
et 2006

Cr01 (grossesses)

42 >20 Interrompu 1870 (06/2011) NA NR Abstention Non
Ro05 (10/1996)
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Tableau 22-Estimation et prise en charge de la surcharge martiale chez les patients ayant benéficié de plus de 100 séances transfusionnelles

Age du | Nombre de Etat du régime Ferritinémie Ferritinémie Mesure IRM | Stratégie de prise | Atteinte
Patient patient | séances de | transfusionnel et avant prise en apres priseen | (micromol/g de | encharge/date | d'organ
(années | transfusions date charge (ng/mL)/ | charge (ng/mL)/ | foie sec) / date d’initiation e
) d’interruption date du dosage date du dosage
Bd09 2 >100 En cours NC 390 (11/2012) NR Chélation Exjade® Non
11 >100 En cours NC 303 (01/2013) 210,5 (08/2012) Chélation Non
Desféral®(02/2004)
puis Exjade®
Lc02 (02/2006)
24 >100 En cours 5647 (10/2007) 9553 (08/2012) NR Chélation Non
Desféral®
Ly01 (12/2007)
Lc05 25 >100 En cours NC 344 (08/2012) 69 (10/2012) Chélation Exjade® Non
31 >100 Interrompu 1500 (11/2009) 288 (05/2012) 250 (02/2011) | Chélation Exjade® Non
Bd04 (1992) (10/2009)
33 >100 Interrompu NC 630 (11/2008) 290 (06/2009) Chélation Hypoth
R002 (07/2009) Exjade®(07/2009) | yroidie
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Tableau 23 (1/2)— Estimation et prise en charge de la surcharge martiale chez les patients ayant bénéficié d 'un nombre de séances transfusionnelles

non-précise
Age du | Nombre de Etat du régime Ferritinémie Ferritinémie Mesure IRM Stratégie de prise | Atteinte
Patient patient | séances de | transfusionnel et avant prise en apres priseen | (micromol/g de | encharge/date | d'organ
(années | transfusions date charge (ng/mL)/ | charge (ng/mL)/ | foie sec) / date d’initiation e
) d’interruption date du dosage date du dosage

Ih01 3 NC NC NC 53 (11/2011) NR NC Non
TI01 9 NC Interrompu 1322 (05/2007) 513 (05/2012) 270 (11/2011) | Chélation Exjade® Non

(01/2012) (04/2012)
Bd10 12 NC NC NC 350 (03/2011) 200 (08/2009) Chélation Non

Desféral®
Cr07 23 NC En cours 6730 (10/2007) 1360 (10/2010) 240 (09/2008) Chélation Non

Desféral® puis

Exjade®

Crl0 30 NC En cours 1200 (05/2008) 1400 (08/2009) NR Chélation Non
Desféral® (2008)
puis Exjade®
(2009)

Lc06 32 NC NC 82 (02/2013) NA NR Abstention Non
Cr03 39 NC Interrompu 968 (06/2011) 891 (12/2011) 170 (02/2012) Saignées (2005- Non

2007) puis

chélation Exjade®

(02/2011)

Cr06 40 NC Interrompu 331.8 (03/2005) NA NR Abstention Non
(1973)
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Tableau 23 (suite, 2/2)-Estimation et prise en charge de la surcharge martiale chez les patients ayant bénéficié d 'un nombre de séances
transfusionnelles non-précisé

Age du | Nombre de Etat du régime Ferritinémie Ferritinémie Mesure IRM | Stratégie de prise | Atteinte
Patient patient | séances de | transfusionnel et avant prise en apres priseen | (micromol/g de | encharge/date | d'organ
(années | transfusions date charge (ng/mL)/ | charge (ng/mL)/ | foie sec) / date d’initiation e
) d’interruption date du dosage date du dosage
Crl4 47 NC En cours 1330 (2006) 733 (12/2008) NC Chélation Myocar
Desféral® (2006) | diopathi
puis Exjade® e dilatée
(2007)
Cr02 49 NC Interrompu 116 (2005) NA NR Abstention Non
(2008)
Crll 56 NC Interrompu NC 3580 (01/2009) 350 (10/2008) | Chélation Exjade® Non
(1960)
Ma06 58 NC Interrompu NC 253 (10/2012) 270 (06/2006) Chélation Hypogo
(1972) Desféral® puis nadisme
Exjade®
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3.2.8.3. Autres complications

e Une érythroblastopénie aigué virale a été objectivée chez 9 patients a I’age moyen de

12,4 ans.

e Un retard staturo-pondéral est consigné dans le dossier de 5 patients, avec une cassure

de courbe a 10,8 ans en moyenne.

e Un hypogonadisme a été diagnostique dans 6 cas :
o Isolément pour 2 patients
o Associé a un retard de croissance staturo-pondéral dans un cas
o Associé a un retard de croissance staturo-pondéral et a un diabéte
o Associé a une hypothyroidie

o Hypogonadisme secondaire et ostéoporose objectivée chez la derniere patiente

Les patients du groupe séveére nécessitent un régime transfusionnel important, puisque 69,4%
d’entre eux ont bénéficié de plus de 20 séances et plus de 100 séances pour 34,8% d’entre

eux.
Les besoins transfusionnels du groupe modéré sont plus limités, jusqu’a 10 s€ances au

maximum pour 67% des patients. En effet, si certains nécessitent un support régulier, une

majorité bénéficie d’appoints ponctuels (grossesse, érythrobastopénie a parvovirus B19).
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PARTIE 4 : Discussion, limites, perspectives

Mis en évidence en 1961, le déficit en PK est la premiére cause d’anémie hémolytique
congénitale non-spherocytaire. Depuis, environ 600 cas ont éte décrits dans la littérature et
plus de deux cent vingt mutations distinctes ont été rapportées. La conséquence du déficit est
une anémie hémolytique, et une accumulation de métabolites intermédiaires de la glycolyse
(en particulier le 2,3-BPG).

Le degré d'hémolyse est variable, allant d'une discréte anémie a des formes létales in utero ou

dans les premiers mois de vie.

Les premiers résultats de la cohorte “CODE PK” exposés précédemment, présentant 60
déficitaires suivis sur le territoire francais, seront ici discutés et mis en perspective avec les

données de la littérature.

4.1. Diversité de la présentation clinico-biologique du déficit en PK et
stratégies de prise en charge

4.1.1. Une pathologie ubiquitaire sous-diagnostiquée

D’un point de vue clinique et biologique, les résultats présentés sont cohérents avec les
données de la littérature. En effet, la présentation du déficit est extrémement variable, avec

une distribution de 1’age au diagnostic qui est par conséquent trés large [J0-62 ans].

Nous avons recensé des formes trés séveres du nouveau-né avec un recours immeédiat aux
transfusions et un régime transfusionnel régulier ultérieur, et le plus souvent une
splénectomie. Mais d’autres patients sont diagnostiqués plus tardivement et présentent des

formes trés mineures qui auraient pu n’étre jamais objectivées.
q p J
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De fait, il est permis de supposer que le déficit en PK est largement sous-diagnostiqué, et que
des cas appartenant au groupe « phénotype mineur », dont I’effectif est le plus faible, sont
méconnus du fait de présentations cliniques peu symptomatiques voire asymptomatiques. En
outre, ce postulat est appuye par Beutler et al. qui estiment la prévalence I’homozytie ou de
I’hétérozygotie composite a 51 par million d’individus (40), ce qui porterait le nombre de

déficitaires en PK en France a 3300 patients en extrapolant.

4.1.2. Présentations cliniques
La triade ictére-splénomégalie-paleur est souvent retrouvée chez les 60 patients que nous

présentons et constitue la présentation classique du déficit (79). Au contraire, leurs parents,
hétérozygotes pour une mutation de PKLR, sont porteurs sains et ne présentent aucun signe

clinique ou biologique, a I’exception d’une activité abaissée de la PK intraérythrocytaire.

Chez I’adulte, le tableau clinique et le taux d’hémoglobine sont relativement stables. Seuls
une pathologie intercurrente, souvent virale (principalement les infections a parvovirus), ou
une grossesse peuvent provoquer un effondrement inhabituel de ’hémoglobine et nécessiter

une prise en charge intensifiée.
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4.1.3. Variation des parametres biologiques

Le profil biologique du déficitaire en PK a les mémes caractéristiques que dans d’autres

pathologies avec hémolyse chronique non-sphérocytaire :

e Anémie plus ou moins importante, [4,7-13,2 g/dL] dans notre cohorte
e Augmentation du taux de réticulocytes
e Stigmates biochimiques d’hémolyse : hyperbilirubinémie, haptoglobine effondrée,

augmentation de la LDH plasmatique

Le taux de réticulocytes des patients non-splénectomisés est généralement augmenté, mais la
réticulocytose n'est pas proportionnelle a la gravité de I'hémolyse. En effet, une des
spécificités du déficit en PK est une séquestration splénique des réticulocytes et leur
destruction par le systéme réticuloendothélial (94,95). Par conséquent, la splénectomie

provoque une hausse significative des réticulocytes (voir Figure 34).

La bilirubinémie non-conjuguée est trés souvent augmentée. Pour des valeurs tres élevées,
une maladie de Gilbert coexistante doit étre recherchée. Dans notre série, tous les patients ont
bénéfici¢ d’un génotypage du géne UGTAL. 5 étaient homozygotes 7/7 (Ma02, Cr01, TIO1,
Cr02 et Crl6) :

e 5/5 patients ont présenté un ictére néonatal persistant

e 4/5 patients ont présenté un événement clinique aigu li€ a une lithiase biliaire

Pour ces 5 patients, homozygotie 7/7 entraine un biais de confusion clinique sur I’ictere et les

événements lithiasiques et biologique, sur la bilirubinémie.

121



>1500 .
s
% e ® 400 )t
’:. 1000/ 2T o % y .
12:1.99 © ° 5
LT o 800 150 | g®
1
Nl o= 700 ° o
. o °
10 o e
::o 0% ° 600 %o - &°
9 | 3% 2 Téoo 100 | @
*® . 500 e
s |® ee o o -
oo
- - ©0 o
) s Y - 400 y: =] co
- s, B
-* 00 e 50 oo
° Py o -
6 'Y 200 - - ® . A @ o
- - oo
5|e e ® %% & ..0.0..::-. = og
100 | **% s> o e|® %
e ee®s0® oo
2 * %,y ® O O - Py 5
Haemoglobin (g/dl) Reticulocytes (107/1) Unconjugated bilirubin (umol/1)

Figure 34— Parametres biologiques de patients déficitaires en PK de la cohorte italienne
Les ronds noirs sont des données avant splénectomie et les ronds blancs, aprés splénectomie.
Les trais verticaux indiquent les variations pré/post-splénectomie pour un méme patient
(Zanella et al., Br. J. Haematol., 2000(58)).

En raison du manque de spécificité du tableau clinique et biologique, le diagnostic ne peut
étre posé qu’apres mesure de D’activité enzymatique et génotypage. L’activité enzymatique
doit étre interprétée avec prudence, pouvant étre faussement normale voire augmentée
(65,96). 1l est établi que la corrélation entre la diminution d’activité enzymatique mesurée
d’une part et I’'importance de I’hémolyse et de la réticulocytose d’autre part, ne peut étre

établie (97). En effet, le résultat de ’activité doit étre interprété avec prudence :

e Risque de contamination par des globules rouges transfusés

e Déleucocytation incomplete

e Persistance compensatoire de 1I’isoenzyme PK-M2 (98)

e Activité enzymatique effondrée in vivo, mais conservée in vitro dans des conditions

optimales (notamment concentration en PEP) (64)
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4.1.4. Situations de décompensation

4.1.4.1. Infection virale a Parvosvirus B19

Dans certains cas, lI'anémie érythroblastopénique liée au parvovirus B19 peut révéler le déficit
en PK. Dans notre série, au moins neuf patients sur soixante ont présenté une

érythroblastopénie objectivée a parvovirus B19.

Chez les sujets immunocompétents, non-anémiés ultérieurement, le parvovirus B19 induit une
érythroblastopénie aigué et transitoire peu bruyante. Chez le patient déficitaire en PK, et de
facon non-spécifique, I'érythroblastopénie induite par le parvovirus B19 entraine une anémie
brutale et profonde (99) :

e [’altération de la durée de vie des hématies ne permet pas de tolérer I’arrét transitoire
de I’érythropoiése
e Le caractére trés érythroblastique de la moelle du déficitaire en PK, accroit I’impact

Iytique du parvovirus B19

4.1.4.2. Grossesse et déficit en PK

La grossesse est en général, bien tolérée, malgré un besoin transfusionnel accru. Le
déroulement de 1’accouchement et les suites de couches sont plutot favorables (100). Des
transfusions réguliéres sont souvent prescrites pour maintenir I’hémoglobine aux alentours de
8g/dL. La problématique de I’anémie hémolytique liée au déficit en PK au cours de la
grossesse est principalement le retard de croissance feetal in utero (101,102). Cette
complication dont la physiopathologie n’est pas totalement expliquée a ce jour, reste

exceptionnelle dans cette pathologie.
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4.1.5. Mort feetale in utero et déces consécutifs au déficit

La mortalité imputable au déficit survient principalement in utero, ou de rares hydrops foetalis

ont éte rapportes (103,104), et dans les premiers mois de vie.

Dans notre série, Bdl1, est décédée au troisiéme mois de vie dans un contexte de défaillance

hépatique avec ascite.

Deux cas reportés de nouveaux-n¢ porteurs de deux mutations de PKLR et décédés de
défaillance hépatique aux Pays-Bas (105), sont trés semblables a la présentation clinique,

biologique et histologique de Bd11.

Ces trois cas sont exposés dans le Tableau 24.
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Tableau 24—Présentation de trois cas avec décés d’'un nourrisson déficitaire en PK

Bd11 (série Code PK)

Cas 1 littérature (105)

Cas 2 littérature (105)

Présentation clinique

e 3eéme enfant d’un couple non-
consanguin

Accouchement par voie
basse a terme

Accouchement par
voie basse a terme

e Ainée déficitaire en PK o Ictére o Ictére
e Accouchement voie basse a e Paleur cutanéomuqueuse e Hépatosplénomégalie
terme e Splénomégalie e Coagulopathie
e Hépatomégalie, hypertension e Coagulopathie e Décés a4 mois d’une
portale, ascite, coagulopathie e Ascite défaillance
e Myocardiopathie hypertrophique [ e Déces a 5 mois d’une multiviscérale
e Déces a 3 mois de vie défaillance multiviscérale
Taux Hb (g/dL) a la naissance 5,1 9,7 12,6
Taux de réticulocytes (G/L) a la naissance 888 208 174
Bilirubinémie (micromoles/L) a la naissance NC 283,9 392,7
ASAT/ALAT (U/L) 315/102 546/104 496/178
Activités PK/HK (U/gHb) 7,4 (N=6,9-14,5)/ 3,7 (N=4,3-9,6)/
NR

2,16 (N=1,02-1,58)

Activité¢ HK augmentée

Histologie hépatique

Fibrose septale disséquante et
cirrhogéne, cholestase intrahépatique
sévere et hépatosidérose majeure

Fibrose et nécrose hépatiques,
surcharge martiale importante

Cholestase massive et
surcharge martiale
importante
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Dans les trois cas présentés de déces de nourrissons, I’anatomie pathologique objective des
Iésions heépatiques a type de fibrose, de nécrose dans un contexte de surcharge martiale
majeure. Ces descriptions posent le probléme de I’atteinte hépatique au cours du déficit en PK

intraérythrocytaire, et de la relation entre altérations de PK-R et de PK-L.

4.1.6. Manifestations hépatiques

Une mutation de PKLR altére aussi bien les isoenzymes PK-R intraérythrocytaire, que PK-L
intrahépatique (69). Cependant, le tableau clinique se limite & un faisceau de manifestations
consécutives a I’hémolyse. En effet, la part d’insuffisance hépatocellulaire résultant du déficit
en PK-L est compensée par une persistance de synthese de I'enzyme dans les hépatocytes

(106) et par 1’énergie apportée par le métabolisme aérobie.

Des travaux (107) ont objectivé chez des déficitaires en PK intraérythrocytaire sans
dysfonction hépatique, que I’activité de la PK hépatique n’était pas assurée par I’isoenzyme
PK-L, altérée suite & la mutation de PKLR et absente du tissu hépatique. L’isoenzyme

embryonnaire PK-M2 était en revanche surexprimée et compensait le déficit.

Cependant, la dysfonction hépatique du patient déficitaire en PK est le résultat d’une
combinaison de mécanismes physiopathologiques allant de la non-compensation du déficit en
PK-L par PK-M2, a des atteintes hépatiques imputables a 1’accumulation intrahépatique du
fer résultante de 1’hémolyse chronique. La défaillance hépatique reste néanmoins

exceptionnelle.

126



4.1.7. Surcharge martiale

4.1.7.1. Physiopathologie

Chez les patients transfuses mais aussi non-transfusés, une chélation médicamenteuse du fer
peut étre proposée en fonction du degré de surcharge martiale estimé par mesure de la
ferritinémie et/ou du coefficient de saturation de la transferrine, ou mesuré par IRM hépatique

et cardiaque. Certaines équipes ont recours aux saignees.

La surcharge martiale est souvent le parameétre qui détermine le pronostic des patients
déficitaires en PK. En effet, ces patients sont a risque d'hémochromatose. Chez les patients
non-transfusés de la série présentée, 5/11 (ferritinémie disponible) ont une ferritinémie

augmentée.

En effet, le déficit en PK abrége la survie des globules rouges et 1’hémolyse chronique
provoque une accumulation de fer, qui est aggravée par une érythropoi¢se inefficace au
niveau des précurseurs érythrocytaires médullaires (50). La surcharge est habituellement

progressive et souvent majorée par des transfusions.

Plusieurs travaux indiquent que I’hyperéythropoiese du déficitaire en PK entraine un

échappement tres précoce a la régulation physiologique par I'hepcidine.

L'hepcidine est sécrétée lorsque les réserves en fer de I'organisme sont suffisantes, et se lie a
la ferroportine membranaire (tyrosine kinase) des enterocytes induisant son internalisation et

sa dégradation (108) afin de réduire 1’absorption du fer (voir Figure 35).

Dans le cadre d’une érythropoicse intense, une hypersécrétion médullaire (principalement
érythroblastique) du Growth Differentiation Factor 15 (GDF15) antagonise [’action de

I’hepcidine, et favorise la surcharge martiale (109,110).

Finkenstedt et al. (111) ont étudi¢ la relation entre surcharge martiale et érythropoiese
excessive chez 22 patients déficitaires en pyruvate kinase. Le niveau d’hepcidine sérique était
treize fois plus bas chez les patients déficitaires en PK que chez les sujets sains et le taux de
GDF15 ¢était au contraire bien plus €levé. Ces conclusions permettent de penser que 1’exces de

sécrétion de GDF15 est impliqué dans la surcharge martiale des déficitaires en PK.
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Figure 35 - Mécanisme de régulation par I’hepcidine, de ['expression membranaire de la
ferroportine
(Source : De Domenico et al. Mol Biol Cell. 2007 (112))

Les autres facteurs de risque de la surcharge martiale sont :

e Les transfusions répétées
e Lasplénectomie (113)

e Les mutations de HFE associées

4.1.7.2. Suivi et stratégies de prise en charge
Le suivi régulier des ferritinémies est fondamental. En effet, une unique mesure de la

ferritinémie est insuffisante, puisque de nombreux facteurs peuvent entrainer des variations,

notamment les syndromes inflammatoires.

En I’absence de recommandations spécifiques pour le patient déficitaire en PK, il est possible
de se référer au guide “ALD n° 10 portant sur les syndromes thalassémiques majeurs et
intermédiaires”, (114) édité par la HAS. Le traitement chélateur du fer est débuté aprés 10 a
20 transfusions ou lorsque la ferritinémie dépasse 1 000 ng/ml. Son but est de maintenir des
concentrations tissulaires en fer n’induisant pas de lésions cellulaires. En pratique, il est
recommandé de maintenir des ferritinémies sous traitement chélateur inférieures ou égales a

1000 ng/mL.
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La majorit¢ des patients de notre cohorte bénéficiant d’une chélation médicamenteuse,

recoivent du Déférasirox (Exjade®).

Les différentes molécules de chélation disponibles actuellement sont présentées dans le

Tableau 25.

Tableau 25 — Présentation comparative des molécules disponibles pour la chélation martiale
(Source : Guide HAS “syndromes thalassémiques majeurs et intermédiaires” (114))

Déféroxamine
(Desferal®)
20-60 mg/kg/jour

Défériprone
(Ferriprox®)
50-100 mg/kg/jour

Déférasirox
(Exjade®)
10-30 mg/kg/jour

en 3 prises en 1 seule prise
Voie SC, IV, IM Per os Per os
Demi-vie 20 minutes 3 heures 8-16 heures
Excrétion Urines + selles Urines Selles
Action sur les +++ +++ +++
ferritinémies
Action surla CFH | +++ + +++
Action sur le fer + +++ Evaluation en cours
cardiaque
Toxicité Locale (voie SC) Agranulocytose Rénale
Neurosensorielle Articulaire Cutanée
Croissance Digestive Digestive
Infections & Yersinia | Hépatique Hépatique
et Klebsiellla sp.
Statut 2007 (AMM | Surcharge martiale | Surcharge martiale | Surcharge martiale

dans le cadre de
laTM)

post-TF

post-TF des
patients Agés de
plus de 10 ans si
DFO contre-
indiquée ou
inadéquate

post-TF des
patients agés de
plus de 6 ans sous
TF systématiques
En cas de DFO
contre-indiquée ou
inadéquate si
ageentre 2 et 6 ans
ou moins transfusés
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4.2. Genotypes et severité clinique

Afin de tenter de corréler les mutations rapportées avec le phénotype clinique et biologique,

les patients ont été répartis dans trois groupes dont nous rappelons les criteres :

» Déficit sévére :
— Taux d’hémoglobine inférieur a 8 g/dL
— Et/ou Patient splénectomisé
— Et/ou régime transfusionnel en cours

« Déficit modéré :
— Taux d’hémoglobine compris entre 8 et 10 g/dL
— Et/ou support transfusionnel ponctuel
— Etabsence de splénectomie

« Déficit mineur :
— Taux d’hémoglobine supérieur a 10 g/dL
— Etaucune transfusion

— Etabsence de splénectomie

4.2.1. Types de mutations en fonction de la sévérité

Le génotypage a supplanté les méthodes historiques d’enzymologie sur lesquelles reposaient
des classifications tentant de corréler activiét enzymatique et phénotype. Les conséquences
biochimiques et cliniques des mutations de PK sont & présentété obtenues par étude de
patients homozygotes et, dans une moindre mesure, de I'étude de plus grande série

d’hétérozygotes composites regroupés en fonction de leur phénotype clinique (58).
Plus récemment, I’étude de PK mutantes humaines recombinantes a permis de définir

I’impact des remplacements d'acides aminés sur la stabilité et les propriétés cinétiques
(27,29,97).
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Les mutations faux-sens impactant directement le site actif ou la stabilité de I’enzyme, les

mutations non-sens, frameshift, des sites d'épissage et les délétions larges sont plutét

associées a des phénotypes séveres (79). Dans notre cohorte (voir Figure 36) :

Les mutations sont majoritairement faux-sens, quelque soit le niveau de sévérité

Les mutations des sites d’épissage ne sont pas exclusivement retrouvées dans le
groupe severe

Les mutations non-sens sont retrouvees a fréquence comparable dans les trois groupes
Les mutations frameshift sont exclusivement dans le groupe sévere

Les mutations du promoteur sont exclusivement dans le groupe mineur

100 .
Bl Sévere
__ 80- Modéré
X B Mineur
o e B
2 I
o | |
o 404 |
nq, .
— | ]
[ | ]
2040 |
| | .
N " i

Type de mutation

Figure 36 — Types de mutations en fonction de la sévérité du phénotype

Il est difficile de prédire les effets in vivo des associations de mutations faux-sens. En effet,

I'nétérozygotie composite pour deux mutations faux-sens disctinctes de PKLR, implique la

coexistence de deux monomeres différents, dont les propriétés différent. Ainsi, plusieurs

populations de tétrameres sont présentes dans des proportions diverses avec des propriétes

cinétiques, allostériques et structurelles différentes pour un méme individu.
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L’étude des mutations montre que la plupart des faux-sens interviennent dans des points
chauds de la protéine :

e Les interfaces interdomaines A/C et A/A’

e Le noyau hydrophobe du domaine A

e Lesite de liaison du 1,6-FDP sur le domaine C

La littérature rapporte des cas de déficit en PK dans toutes les régions du Monde. Les
tableaux cliniques et biologiques comportent les mémes observations (notamment la
variabilitée de la présentation). En revanche, la prévalence des différentes mutations differe, en
fonction des territoires et des flux migratoires. Ainsi, les mutations les plus fréquentes ne sont
pas les mémes sur les différents continents (37,75,83,86,88,115-124) (pour 1I’Europe, voir
Figure 37) :

e p.Arg510GIn est tres fréquente aux USA, dans I’Europe du nord et 1I’Europe centrale

e p.Arg486Trp est trées commune en Europe du sud (ltalie, Espagne, Portugal) :
p.Arg510GIn est tres rare dans ces 3 pays

e p.Arg490Trp est fréquente en Asie

e p.Glu241Stop et p.Gly332Ser sont relativement fréquente dans la population blanche,
de facon ubiquitaire

e Seules p.Thr384Met et p.Arg479His sont communes & la population Japonaise et occidentale
Dans notre cohorte, les 2 mutations faux-sens p.Arg510GIn, associée majoritairement a des

phénotypes séveres, et p.Arg486Trp, associée majoritairement a des phénotypes modérés, se

distinguent particuliérement.

132



2%

Figure 37 - Répartition géographique des principaux variants en Europe

® Op Arg510GIn ; * * p. Arg486Trp ; + <p.Glu241Stop ; X “p.Glul72GIn ;
4 2 p.Gly332Ser. Les formes « noires », correspondent a une homozygotie ; Les
formes « blanches » correspondent a une hétérozygotie composite
(Source : Zanella et al., Clinical Haematology, 2000 (58))
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4.2.2. p.Arg510GIn

Cette mutation est retrouvée 17 fois dans notre série :

o 11 fois a I’état hétérozygote composite

e 3 fois a I’état homozygote pour cette mutation.

Tous les patients porteurs ont été diagnostiqués avant 1’dge de 5 ans le phénotype est plutot

sévere (Figure38) :

e 79% présentent un phénotype sévere
e 21% ont un phénotype modéré

e Aucun de ces patients ne présente un phénotype mineur

Figure 38 — Phénotypes associés a une mutation p.Arg510GIn

Mutations en association a p.Arg510GIn, donnant un phénotype sévére :

e p.Arg510GIn exon 11 (2 cas)
e p.Asn393Ser exon 9

e p.Arg532Trp exonll

e p.Arg408stop

e p.Glu241X exon7

e p.Arg479His exon 10+splice
e p.Serl20Phe exon 4

e p.Gly232Ser exonll/splice

e p.Thr371lle exon 8

e ivsl1ll +1G>C
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Mutations en association a p.Arg510GIn, donnant un phénotype moderé :

e p.Arg510GIn exon 11 (1 cas)
e p.Glul72GIn exon 6
e p.Lys365Met exon 8

p.Arg510GIn affecte I’interface A/C de la pK. A 1’état homozygote, I’activité résiduelle de la
PK est trés basse, (10% a 25% de ’activité normale) (29).

p.Arg510GIn est la mutation la plus fréquente en Europe du Nord (58) (voir Figure 34). Cette
PK mutante conserve sa capacité de liaison avec ses ligands (PEP et ADP) et peut étre régulée
allostériqguement par le fructose 1,6-bisphosphate de fagcon normale. En outre, ses propriétés
cinétiques sont identiques a celles de la PK sauvage (voir Figures 39 et 40). En revanche, elle
est plus sensible a I’inhibition par ’ATP et surtout sa thermostabilité est trés altérée. Cette

instabilité provoque donc une diminution de sa concentration intraérythrocytaire (29).

A‘1.D' R o wg ] B 1 ok |
| c e LE T I o @ T »
- O J ' L)
08 o 0.8} -
3 ..L: _. .' B
ol *
9 i 1  oef "
° )i .
>O.4" :‘ ._- | :_,;04- .y
&5 %
0.2} ;:- . 02k ‘
o~ 2
oop ¥ ] 0.0F ’ , L
2 4 6 8 10 0 1 2 3 4
[PEP] (mM) [ADP] (mM)

Figure 39 — Comparaison des propriétes du mutant p.Arg510GIn et de la PK sauvage
Source : Wang et al., Blood, 2001 (29)

(A) Propriétés cinétiques & 37°C de la PK sauvage (ronds), et du mutant p.Arg510GIn (carrés) en
fonction de la concentration en PEP. Carrés et ronds blancs=présence de FBP dans le milieu ; Carrés
et ronds noirs=absence de FBP.

(B) Propriétés cinétiques a 37°C de la PK sauvage (ronds), et du mutant p.Arg510GIn (carrés) en

fonction de la concentration en ADP.
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Figure 40 — Comparaison des thermostabilités de la PK sauvage et du mutant p.Arg510GIn
apres incubation a 53°C
Source : Wang et al., Blood, 2001 (29)
Propriétés cinétiques a 37°C de la PK sauvage (ronds), et du mutant p.Arg510GIn (carrés) en fonction
de la concentration en PEP. Carrés et ronds blancs=présence de FBP dans le milieu ; Carrés et ronds

noirs=absence de FBP.

Parmi les patients homozygotes pour la mutation p.Arg510GIn, I’enfant Kb0Ol &gé
actuellement de 3 ans et diagnostiqué a 5 mois devant un ictére et une péaleur néonataux,
présente une forme modérée de la maladie. Son taux d’hémoglobine habituel est de I’ordre de
10g/dL, avec une bonne tolérance clinique.

Cette forme modérée chez un homozygote p.Arg510GIn est peu commune et cette
présentation peut étre expliquée par des variations métaboliques ou protéolytiques modulant
I’impact de 1’altération de I’enzyme, voire a une persistance compensatrice de I’isoenzyme

PK-M2 (72,79).
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4.2.3. p.Argd86Trp

La mutation la plus fréquente associee a un phénotype modéré dans notre série est

p.Argd86Trp, située également a I’interface A/C.

Elle est retrouvée 20 fois, chez 20 patients tous hétérozygotes composites, avec un diagnostic
posé a des ages variables (1% jour de vie a 62 ans), devant des présentations de sévérité plus

modérées (Figure 41) :

e 10 patients ont un phénotype modéré
e 8 patients présentent un phénotype sévere

e 2 patients sont de phénotype mineur

Figure 41 — Phénotypes associés a une mutation p.Arg486Trp

Mutations en association a p. p.Arg486Trp, donnant un phénotype séveére :

e p.Asn393Ser exon 9 (3 cas)
e p.Asn393Lys exon 9

e p.Glu318del exon 7

e p.Arg337Trp exon 8

e p.Thr371lle exon 8

e p.Val349Phe exon 8
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Mutations en association a p.Arg510GIn, donnant un phénotype moderé :

e p.Gly411Asp exon 9 (2 cas)
e p.Tyrd408lle exon 9 (2 cas)
e p.Gly358Arg exon 8

e p.Glu318* exon 7

e p.Asn393Ser exon 9

e p.GIn421Arg exon 9

e p.Gly319Asp exon 7

e p.Arg337Trp exon 8

Mutations en association a p.Arg510GIn, donnant un phénotype mineur :

e p.Glyl59Val exon 5
e p.Arg293Glu exon 7

Les données cliniques et biologiques des patients au phénotype plutdét modéré sont cohérentes

avec I’impact relatif de cette mutation sur la structure de la protéine.

L’arginine en position 486 est liée a une leucine en position 362 (en position C-terminale du
domaine A) par un pont hydrogeéne. La structure et les propriétés fonctionnelles du mutant
p-Argd86Trp sont pourtant peu affectées par la perte de 1’arginine au profit d’un tryptophane,
qui établit également une liaison avec la leucine en position 362 (voir Figures 42 et 43). Des

études sur ce variant ont montré une stabilité supérieure a celle de la PK sauvage (97).

PK Sauvage PK Sauvage
Variant PK p.Arg486Trp Variant PK p.Arg486Trp
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Figure 42 —Propriétés fonctionnelles de p.Arg486Trp in vitro
(Source : Valentini et al., The Journal of biological chemistry, 2002 (27))
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En revanche, I’altération de 1’activité enzymatique est due a 1’abaissement de la capacité de
catalyse du mutant, égale a moins de 30% de celle de la forme sauvage, avec une

augmentation du K, du PEP.

A noter que cette mutation est trés peu retrouvée a 1’état homozygote (a peine plus de 4 cas
rapportés dans le Monde) (79). Sa prévalence est augmentée au Sud de 1’Europe (58) (voir

Figure 34).

A B
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Figure 43 — Représentation tridimensionnelle de I'impact de la mutation p.Arg486Trp
A gauche, forme sauvage; A droite, forme mutée p.Arg486Trp
(Source : Valentini et al., The Journal of biological chemistry, 2002 (27))

4.2.3. Autres mutations récurrentes

4.2.3.1. p.Asn393Ser

Située a ’interface A/A, cette mutation est retrouvée 7 fois a 1’état hétérozygote composite
dans notre série, et est associée a des phénotypes de sévérité variable, sévere en association

avec p.Arg510GIn, modéré avec p.Arg486Trp.
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4.2.3.2. p.Arg479His

Retrouvée 4 fois a I’état hétérozygote composite et associée a des phénotypes séveres dans la
littérature (3/4 ont des phénotypes séveres dans notre série), cette mutation implique la perte

d’une arginine proche du site de liaison du 1,6-FDP, mais non-impliquée directement.

En contraste avec la sévérité des manifestations cliniques, la cinétique n’est pas affectée.
Cependant, elle impacte un site d’épissage, et il a ét¢ démontré une transcription effondrée, ce

qui pourrait expliquer le tableau clinique et biologique.

4.2.3.3. p.Glu241stop

Ce mutant a un site actif tronqué, et il est associé a deux phénotypes séveéres dans notre série.

4.3. Prise en charge des patients déficitaires en PK

Aucun consensus organisant la prise en charge des patients déficitaires en PK n’est disponible
en raison de I’extréme variabilité de la présentation du déficit en PK, mais aussi du bénéfice

apporté par chaque option thérapeutique.

4.3.1. Prise en charge classique

De nombreux patients sont paucisymptomatiques. A ce titre, 1’abstention thérapeutique
associée a un suivi régulier de la numération globulaire couplée a un bilan martial, peuvent

étre proposés, a I’image de ce qui est proposé dans les thalassémies intermédiaires.

Chez les patients dont le taux d’hémoglobine est tres effondré ou en cas de mauvaise
tolérance de I’anémie, des transfusions occasionnelles ou un véritable régime transfusionnel
peuvent &tre mis en place. L’indication et le rythme des séances transfusionnelles doivent étre
posés sur des arguments cliniques plutét que sur le taux d'hémoglobine. En effet,
I’accumulation de 2,3BPG entraine une diminution de 1’affinit¢ de 1’hémoglobine pour
I’oxygeéne, et donc une augmentation paradoxale de la tolérance de 1’anémie (4). Ce
mécanisme peut expliquer, au moins partiellement, la bonne tolérance d’anémies profondes

(exemple de bd035, taux d’hémoglobine=5,8g/dL, non-transfuse, non-splénectomiseé).
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Une splénectomie peut étre proposée, encadrée par les mesures habituelles de prophylaxie,
mais il est difficile de prédire le bénéfice apporté. Les indications sont une mauvaise tolérance
de I’anémie avec des besoins transfusionnels importants. Le gain moyen d’hémoglobine
rapporté dans la série italienne de Zanella et al. est de 3g/dL (97), ce qui est concordant avec
les résultats disponibles pour 3 patients dans notre série. La splénectomie n’a pas d’impact sur
la persistance de I’hémolyse, mais elle réduit le plus souvent, voire anihile les besoins

transfusionnels.

4.3.2. Allogreffe de moelle osseuse

Plusieurs équipes ont fait état du bénéfice apporté par une allogreffe de cellules souches
hématoiétiques dans des modeles animaux avec déficit en PK (125-127).

La littérature fait état du premier et unique cas (porté a notre connaissance) d’allogreffe de
moelle osseuse (sceur ABO et HLA-identique) menée en Thailande (128) en novembre 1996
chez un enfant de 5 ans. Ce patient était né a terme avec une paleur cutanée, un ictere
néonatal, et une hémoglobine a 9,6 g/dL.

A T’age de 4 mois, le taux d’hémoglobine était effondré a 5,5 g/dL avec une mauvaise
tolérance nécessitant de nombreuses transfusions. Une hépatosplénomégalie a été notée des
I’age de 13 mois. Apres objectivation du déficit, le régime transfusionnel a été poursuivi,
associ¢ a une chélation du fer jusqu’a 1’dge de 3 ans. L’hémoglobine moyenne était de
13g/dL, mais en contrepartie, la ferritinémie sous chélation atteignait 950 ng/ml.

Dans ce contexte, ’indication d’une allogreffe de moelle osseuse a été posée. La greffe a eu
lieu apres hypertransfusion pour réduire [’exces d’érythropoiése compensatrice et
I’hématopoiese extramédullaire.

Apres la greffe, il n’a été transfusé qu’a trois reprises (derniere transfusion 10 jours post-
greffe). L’activité de la PK a été ensuite controlée a 110% (20% avant greffe) par rapport a un
témoin sain. Les suites a plus long terme (8 ans de recul dans la publication) montrent une

trés bonne évolution sur les plans clinique et biologique.

En France, I’indication d’allogreffe a été récemment posee (mai 2013) chez un patient

déficitaire suivi a Strasbourg (non-inclus dans notre série) avec une présentation similaire.
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4.3.3. Thérapie génique

Trois modéles animaux de thérapie génique ont été présentés dans la littérature, utilisant une
transduction de ’ADNc de PK-R (dérivé de PKLR sauvage) dans des cellules souches

déficientes a I’aide de vecteurs gammaretroviraux.

Kanno et al. (129), ont construit un géne hybride promoteur de la B-globine humaine (uLCR,
pour locus control région)/PK-L humaine et PK-R humaine sauvages, contenant toutes les
séquences codantes et le promoteur proximal (voir Figure 44), visant a augmenter
I’expression de PK-R dans les cellules érythroides. Cet hybride était injecté dans les noyaux

de cellules-ceuf de souris déficitaires en PK.

N | Hindl}l(l » Sfi | Stu I/EcoR V
4 ATG G|
uLCR 1(R) 2(L) Exon 3-12
-474bp -322bp 1(R): the first exon of RPK
Proximal promoter Proximal promoter 2(L): the first exon of LPK

region of RPK region of LPK

Figure 44 — Gene hybride construit par Kanno et al.
(Source : Kanno et al., Haematologica, 2007 (130))

Apres correction par le transgéne contenant la PK-R sauvage couplé au promoteur de la B-
globine, I’activité PK des souris était trois fois plus élevée que les souris non-traitées. En
parallele, ’hémolyse était diminuée (taux d’hémoglobine et de réticulocytes augmentés). Les

concentrations des métabolites intermédiaires de la glycolyse étaient normalisées.
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Tani et al. (131), puis Meza et al. (130,132) ont exposé des modeles murins de correction
d’un déficit en PK par des vecteurs rétroviraux, chez des souris dont le phénotype
érythrocytaire était proche de celui noté chez I’homme. Dans les travaux de Meza et al., deux
vecteurs rétroviraux étaient transduits, SF11XEG contenant EGFP, et SF11XEG contenant la
PK-R humaine et la EGFP dans un unique transcrit d’ARNm. Les cellules ont été

transplantées :

e Chez des souris adultes irradiées, avec résolution secondaire des altérations
érythrocytaires liées au déficit, restauration d’un taux d’hémoglobine et de
réticulocytes normal et normalisation du profil biochimique (hotamment correction
des niveaux d’ATP)

e Sur feetus in utero, non-conditionnés, avec prise de greffe tres faible et obtention d’une

correction partielle du déficit.

Dans ce modeéle, le métabolisme des cellules non-érythrocytaires n’était pas affecté par
I’excés d’expression de PK-R (transduction non-sélective) et aucun signe de leucémogenese
ou de dysplasie secondaire n’a été mis en évidence. La qualité de la correction sur le long

terme était trés dépendant du chimérisme initial.

En 2012, Trobridge et al. (133) ont utilisé un vecteur viral (spumavirus) exprimant la PK (FV-
SMPCcPKW) et le promoteur de I’ankyrine pour assurer une expression spécifique dans les
cellules érythroides. Ce vecteur était transduit a une lignée de cellules souches, transplantées a
des chiens déficitaires en PK myélo-ablatés. Une correction du déficit en PK a été objectivée.

4.4. Limites et perspectives
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4.4.1. Limites

Cette étude comporte a la fois toutes les limites d’un travail rétrospectif, et celle d’une cohorte
dont les données doivent étre actualisées regulierement.

Il faut donc considérer que les données exposées ici ne sont qu’une photographie instantanée
contenant des informations certainement obsolétes pour certains patients car perdus de vue
depuis quelques années. De la méme fagon, le caractére rétrospectif de 1’étude nous a exposé
a des biais principalement d’information.

En outre, toutes les données requises sur la fiche d’inclusion n’étaient pas disponibles pour
chaque patient, et dans certains cas nous avons di nous contenter du génotype et de quelques
informations, que nous n’avons parfois pas intégrées a la base de données, en raison de leur
caractére approximatif.

Cette non-exhaustivité dans les données collectées, nous a poussé a rester strictement
descriptifs sans utiliser d’outils statistiques plus poussés. En effet, la plupart du temps, les
sous-groupes étaient composés de faibles effectifs, ne permettant que des conclusions fragiles.
Il apparait donc fondamental d’agrandir I’effectif, en étendant ’inclusion a I’ensemble des
centres francgais, pour tendre vers I’exhaustivité.

Ces limites pourront étre en partie levées dans la suite de la conduite de I’étude CODE PK en
vue de batir un véritable registre entretenu par un investigateur dedie.

4.4.2. Perspectives

L’INSERM définit un registre comme le recueil continu et exhaustif de données nominatives
intéressant un ou plusieurs événements de santé dans une population géographiquement
définie (134).

Les registres permettent une quantification fine et une caractérisation des cas prévalents et
incidents d’une pathologie. Les registres de morbidité constituent donc a la fois un outil
irremplagable pour la surveillance sanitaire et des bases de données d’une trés grande qualité
pour la recherche.

Les registres sont structurés autour d’une instance unique : le comité national des registres
(pilotage conjoint des ministéres de la santé et de la recherche), créé par arrété ministériel du
6 novembre 1995 modifié (135). Les objectifs de ce comité sont :
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e [L’évaluation de la qualit¢ des registres de morbidité, 1’émission d’avis sur
I’opportunité des registres existants ou en création.

e La proposition d’une politique des registres s’appuyant sur les besoins en mati¢re de
sante publique et de recherche épidémiologique

e La mise en ceuvre chaque année et selon un mode structuré et standardisé, d’une
procédure d’évaluation scientifique de la qualité et de la valorisation des données,
pour les registres qui lui soumettent une demande de qualification.

L’avis favorable du comité a la qualification d’un registre est considéré comme un label de
qualité garantissant sa pertinence en santé publique et sa qualité scientifique. La premiere
qualification est valable 3 ans, elle est ensuite renouvelable tous les 4 ans. 42 registres sont
actuellement qualifiés.

Depuis 2007, un Comité national des registres spécialisé dans les maladies rares a été créé
(CNM-MR). 6 registres de maladies rares sont qualifiés.

Les criteres d’évaluation retenus visent a apprécier :

e L’exhaustivit¢ de 1’enregistrement des cas: production d’indicateurs fiables
d’incidence

e La pertinence des informations recueillies, les méthodes et procédures

e L’intérét et la pertinence du registre en terme de surveillance et de recherche

e L’activité de recherche s’appuyant sur les données du registre

En pratique, alors que I’avis du CCTIRS et ’autorisation de la CNIL sont obligatoires a la
mise en ceuvre d’un registre, 1’avis favorable du Comité des registres n’est pas un prérequis.
Néanmoins, seuls les registres qualifiés sont susceptibles d’obtenir un financement public
national.

En novembre 2013, I'InVS, INSERM, et I’'INCa ont mis en place un Comité d’évaluation des
registres (CER), dont les missions sont identiques a celles du Comité national des registres
(supprimé par décret le 23 mai 2013) (136).

En pratique, les objectifs du registre des deficitaires en PK sont multiples :

e Le principal serait d’obtenir des données épidémiologiques nationales sur la
pathologie
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e Les objectifs secondaires seraient :

o L’élaboration de recommandations de prise en charge des patients déficitaires
en PK

o Une corrélation phénotype-génotype afin d’identifier des paramétres prédictifs
de I’évolution de la pathologie

o Le suivi dans le temps de I’évolution des nouvelles thérapeutiques, en
particulier ’utilisation croissante des chélateurs actifs par voie orale et la
diffusion des nouvelles techniques d’évaluation de la surcharge tissulaire par
I’IRM hépatique et cardiaque.

o La comparaison deses résultats du traitement conventionnel associant
transfusions et chélation du fer a ceux de la transplantation de cellules souches
hématopoiétiques.

e Finalement, ce registre pourrait nourrir des projets de recherche plus fondamentaux

Etant donné les faibles effectifs, il parait intéressant de réfléchir d’emblée a la création d’un
registre européen des déficitaires en PK, potentiellement sous 1’égide du réseau ENERCA
(European Network for Rare and Congenital Anaemias).

CONCLUSION

Le déficit en PK est une altération de la voie d’Embden-Meyerhof intraérythrocytaire, ubitaire
et rare. Les manifestations cliniques surviennent uniquement chez les patients homozygotes
ou hétérozygotes composites pour des mutations de PKLR, situé sur le chromosome 1 et

codant pour les isoenzymes PK-R et PK-L.
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Comme exposee dans nos résultats, la présentation clinique et biologique varie énormément
d’un individu a I’autre et au sein d’une méme famille. Chez le nourrisson, le déficit peut étre
létal dans les premiers mois de vie. A 1’dge adulte, il constitue un facteur de risque
d’hémochromatose, secondaire a 1’hémolyse chronique et a la dérégulation de 1’aborption

digestive du fer régulée par I’hepcidine.

Les stratégies thérapeutiques sont choisies en fonction du taux d’hémoglobine et de la
tolérance de 1’anémie, notamment les transfusions et la splénectomie. En cas de bonne
tolérance, notamment chez 1’adulte, 1’abstention thérapeutique associée a un suivi de la

ferritinémie, du CST et a des mesures IRM hépatiques et cardiaques, peut étre proposée.

En outre, une prise en charge spécifique de la surcharge martiale doit étre proposée avec une
ferritinémie cible entre 500 et 1000ng/mL. L’allogreffe de moelle osseuse reste d’indication

exceptionnelle et des modeles animaux de thérapie génique ont été publiés.

Dans la série CODE PK, comme dans la littérature européenne, deux mutations sont de forte
prévalence. p.Arg510GIn, mutant dont la thermostabilité est altérée, est associé a des
phénotypes plutdt séveres. p.Arg4d86Trp possede un déficit catalytique qui induit des formes

plus modérées. En outre, nous rapportons de nouveaux mutants.

Ce travail est I’amorce d’une étude plus exhaustive, permettant par la suite la constitution
d’un registre national ou européen avec un systeme standardisé de suivi des patients, qui
contribuera a accroitre les connaissances sur la pathologie et devrait permettre des progres

dans la prise en charge des patients.
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ANNEXES

énése de la pyruvate kinase

7

Annexe 1 — Phylog

Les couleurs permettent un regroupement par taxon.

dez J et al. J. Biol. Chem. 2006 (18))
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KPY1 HUMAN $64635
splice form M1 - human

Homo sapiens pyruvate kinase (EC 2.7.140), muscle

KPY1 FELCA P11979
kinase muscle isozyme)

Felis catus pyruvate kinase isozyme M1 (Pyruvate

KPY1 RABIT P11974 Onyetolagus cuniculus pyravate  inase  isozymes
MI/M2 (Pyruvate kingse nuscle isozyme)

KPY1 RAT PL1980
(Pyruvate kinase muscle isozyme)

Rartuy norvegicus pyruvete kinese isozymes MI/M2

KPY2 MOUSE P52480 Mus museulus pynuvate kinase isozyme M2

KPY2 RABIT 018919 Oryetolagus euniculus pyruvate kinase M2 isozyme

KPY2 HUMAN P14786 Homa sapiens pyruvate kinase, M2 isozyme

KPYK CHICK PO0S48 Gailus galks pyruvate kinase musele isozyme
KPYK XENLA AAH44007 Xenopus laevis Phm?-prov protein
KPYK XENLA Q92122 Xenopus lgevis pymvate kinse muscle isozyme

(Cytosolic thyroid hormone-binding protein) (CTHEP)

KPYK DANRE NP_955365 Danio rerio pyruvate kinase, muscle

KPYK FUGRU BAB92968 Talkifiagu rucbripes pyruvate kinase
KPYR RAT P1292§ Rattus norvegicus pyruvate kinese isozymes R/L (L-
PK)

KPYR MOUSE BAA23642 Mus musculus pyruvate kinase

KPYR HUMAN AAA92535 Homa sapiens pyruvate kinase PK-R isoenzyme

KPYR CANFA Q29536 Canis fumiliaris pyruvate kinese isozyme R

KPYK ANOGA XP 315228 Anopheles gambiae pyruvate kingse
KPYK DROME 062619 Drosophila melanogaster pyruvate kinase
KPYK BOMMO BADO1636 Bombyx mori pyruvate kinase
KPYK CAEEL NP 502029 Cagnorhabditis elegans pyruvate kinase

KPYK CAEBR CAE61956 Caenorhatditis briggsae hypothetical pyruvate kinase

KPYK ASPNG Q12668 Aspergillus niger pyruvate kinase
KPYK EMENI P22360 Emericelia nidulans pyruvate kinase
KPYK LACCA AAPT2039 Lacwobacillus casei pyruvate kinase

KPYK LACPL NP_785440 Laciobacillus planiarum pyruvate kinase

KPYK ENTFA NP_814779 Enterococcus faecalis pyravate kinase
KPYK LISMO NP_465095 Listeria manocytogenes pyravite kinase
KPYK LISIN NP_470941 Listeria innocua pyrovate kinase
KPYK STAAU NP 372221 Staphylococcus aureus subsp. Aureus pyruvate kinase
KPYK STAEP NP_764528 Staphylococcus epidermidis pyuvate kinase
KPYK BACPY PS1182 Sparasarcin psychrophila pyruvate kinase
KPYK BACSP AAKSTT30 Bacillus sphaericus putative pyruvate kinase
KPYK BACAN NP_658626 Bacitius anthracis pyruvate kinase
KPYK BACCE NP_834305 Bacitius cereus pyruvate kinase

KPYK OC

1NP 693092 Oceanobacillus iheyensis pyruvate kinase

KPYK BACSU PROSSS Bacillus subtilis pyruvate kinase (Vegetative protein 17)
KPYK BACLIPS1181 Bacillus licheniformis pyruvate kinase

KPYK BACHA NP_244029 Bacillus haiodurans pyruvate kinase

KPYK BACST 527330 Geobacillus  stearothermophilus  pyruvate  kinase
isoform 1
KPYK BACST Q02499 ki

KPYK MYCGE P4T458 Myeoplasma genitalium pyruvate kinase

KPYK MYCGA NP_853261 Mycoplasma galtisepticum pyruvate kinase
KPYK MYCPE BAC43868 Mycoplasma penetrans pyruvate kinase
KPYK UREUR NP_078018 Ureaplasma parvum pyruvaie kinase
KPYK MYCMY NP_975260 Mycoplasma mycoides subsp. mycoides pyruvate kinase
KPYK MYCPU NP 326071 Mycoplasma pulmonis pyruvate kinase
KPYK ONIVE NP_850539 Onion yellows phytoplasma pyruvate kinase
KPYK BORBU NP_212482 Borrelia burgdorferi pyravate kingse
KPYK MASBA AAK94944 Mastigamoeba balamuthi pyruvate kinase

KPYK BACTH NP_811753 Bacteraides thetaiotaomicron pyruvete kinase

KPY4 AGRVI Q44473 Agrobacteréum vitis pyruvate Kinase

KPY3 AGRVI PT0789 Agrobacterium vitis pyruvate kinase
KPYK MAGNE ZP_00044664 Magnetococeus sp

KPYK DEIRA NP_296354

Deinococcus radiodurans pyravate kinase

KPYK LEPIN NP 713104 Leptospira interrogans pyruvate kinase
KPYK TROWH NP_787418 Tropheryma whipplei pymuvate kinase

KPYK BIFLO NP_696160 Bifidobacterium longum pyruvate ki

se
KPYK CORDI NP_$39895 Corymebacterium diphiheriae pyruvate kinase
KPYK CORGL Q46078 Corymebacterium gluamicum pyruvale kinase
KPYK COREF Q8FPO4 Corynebacterium efficiens pyruvate kinase
KPYK MYCBO NP_855296 Mycobacterium bovis pynvate kinase
KPYK MYCTU NP_216133 Myeobacterium tubercuiosis pyruvate kinase
KPYK MYCLE NP 301922 Myeabacterium leprae pyruvate kinase

KPYK MYCAY NP_960244
kinase

Mycobacterium avium subsp. paratubereuiosis pyruvate

KPYK MYCIN P34939 Mycobacterium intracelluiare pyruvate kinase

KPYK STRCO NP_626275 Streptomyces coelicolor pyruvate kinase
KPYK STRAV NP 827393 Streptomyees avermitilis pyrovate kinase
KPYK MICRO BACT6684 Micrabispora rasea subsp. aerata pyruvate Kingse
KPYK THEFU ZP_00056841 Thermobifida fusea pyravete kinase

KPYK STIAU AANTS637 Stigmatella aurantiaca pyruvate kinase, indole-binding
protein 2

KPYK GEOSU NP_954371 Geobacter sulfurreducens pyruvale kinase

KPYK CHLOA ZP_00017359 Chlarofiexus aurantiacus pyruvate kinase
KPYK PROMA NP_853030 Prochlorococeus marinus subsp. pastoris
KPYK SYNCS NP_897391 Synechococcus sp pyruvate Kinase

KPYK PROMA NP_§94511

Prochlorococeus marinus pynivate kinase

KPYK GLOVINP_826441 Gloeobacter violazeus pyruvate kinase

KPYK THEEL NP_683065 Thermosynechocoecus elongates pyruvaie kinase

KPYK ASPOR BABI2236
KPYK NEUCR XP 325930
KPYK MAGGR EAAST094
KPYK TRIRE P31865
KPYK TRIRE EAATE876
KPYK SACKL AAQ32558
KPYK KLULA AAO32602
KPY1 YEAST PO0S49
KPY SACCA AAQ32480
KPY1 SACBA AAO323T1
KPY2 YEAST P52489
KPYK YARLIP30614
KPYK SCHPO Q10208
KPYK AGABI 094122
KPY1 TRYBB P30615
KPY2 TRYBB P30616
KPYK LEIME Q27686
KPYK TRYBO Q27788
KPYK EIMTE 044006
KPYK TOXGO BAB4TIT1
KPYK PLASF NP 703926

KPYK PLAYO EAA6536
KPYC SOYBN Q42806

KPYC SOLTU P22200
KPYC LILLO AAF44707
KPYC ORYSA CAE0S765
KPYC2 ARATH NP_196474

KPYC ARATH 065595
eytosolic isozyme

KPYK CHLTR NP_219839
KPYK CHLMU Q9PK61
KPYK CHLCA NP_§29539
KPYK CHLPN Q9Z984
KPYK ENCCU CAD27037
KPYK PIRES NP_869344
KPYG ARATH NP_200104

KPYG RIOCO P55964
chloraplast

KPYG TOBAC Q40546
chloraplast precursar

KPYA ARATH NP_566720

KPYA TOBAC Q40545
chloroplast precussor

KPYA ORYSA BACE3048
chloroplast precursor

KPYA2 RICCO T10054

KPYA RICCO Q43117
chloreplast peecussor

KPYK CAPIE CAB74228
KPYK THEKO BADD2412
KPYK PYRAB CABS0316
KPYK PYRFU NP_578917
KPYK PYRHO NP_142537
KPYK METAC NP_615761
KPYK METMA NP_632739
KPYK METBA AAZ69160
KPYK METMA NP 988725
KPYK METJA Q57572

KPYK THEMA NP 228023

KPYK SYNCY NP_440894
KPYK TRYER ZP_00070905
KPYK NOSSP NP_488048
KPYK NOSPU ZP_00106833
KPYK BDEBA NP_968949
KPYK NEIME NP_273151
KPYK NEIME NP_283027
KPYK NITEU NP_840412
KPYK HYDTH BAA9S686
KPYK BURFU ZP_00033171
KPYK RALME EANS4836
KPYK RALSO NP_518693
KPYK BORBR CAE34461
KPYK BORPA NP_885521
KPYK BORPE NP_881869
KPYK PSEPU NP_743521
KPYK PSEAE NP_253019
KPYK PSESY ZP_00127861
KPYK PSEFL ZP 00084394
KPYK MICDE ZP_D0067921
KPYK AZOVI EAM04S09
KPYK AZOVI EAMO4281
KPYK VIBCH NP 231642
KPYK VIBVU NP_934082
KPYK VIBPA NP_798418
KPYK CANBL NP_878736

KPYK WIGGL NP_§71139
kinase

Aspergillus oryzae pyruvate kinase
Neuraspora crassa pyravete kinase

Magnaporthe grisea hypothetical pyruvate kinase

Hypocrea jecorina pyravate
Gibbesella zeae pymivate kinase
Saccharomyees buyveri pyruvaie kinase
Kluyveromyces lactis pyruvate kinase.
Saccharomyces cerevisive pyruvate kinase 1
Saecharomyees castellit pyruvate Kinase
Saccharomyces bayanus pyruvate kinase
Saccharomyees cerevisiae pyruvate kinase 2
Yarrowia Epolytica pyruvate kinase
Schizosuccharomyces pombe pyruvate kinse
Agaricus bisporus pyruvate kinase
Trapanasoma bruce brucei pynvate kinase |
Trapanascma bruce brucei pyruvate kinase 2
Leishmania mexicana pyruvate kingse
Trypanoplasma borreli pyruvae kinase
Eimeria tenefla pyruvate kinase

Tuxoplasma gondii pyruvate Kingse
Plasmaditem fileiparum pyruvate Kinase

Plasmodium yoelii yoelii pyruvate kinase
Giscine max pyruvate kinase, cytosolic isozyme

Solanum tuberosum pyruvate kinase, cytosolic isozyme
Lilium longifiorum eytosolic pyruvate kinase

Oryza sativa pyruvate kinase

Arabidopsis thaliana pyruvete kinase

Arabidopsis  thalianz  probable pyruvate  kinase,

Chlamydia trachomatis pyruvate kinase
Chlamydia muridarum pycuvate kinase
Chlamydophile caviae pyruvate kinase

Chlamydophila pnewmoniae pyruvaie kinase

Encephalitozoon cuniculi pyruvate kinase
Rhodopireilula baltica pyrvete kinase
Arabidopsis thaliana pyruvate kinase

Ricinus  communis pyruvate Kinase, isozyme

Nicotiana tabaum pyruvate inase, isozyme

Arabidopsis thaliana pyruvate kinase

Nicatiana tabacum pyruvate kinase, isozyme

Onza sativa putative pyravate kinase, isozyme

Ricinus communis pyruvate kinase, isoform beta

Ricinus  communis pyruvale kinase, isozyme

Campylobacier jejuni subsp. jejuni pyruvate kinase
Thermococeus kodakaraensis pyruvate kinase
Pyrococeus abyssi pyruvate kinase pyk
Pyrococeus furiosus pyruvate kinase

Pyrococeus horikoshil pyruvate Kinsse
Methanasarcina acetivorans pymvate kinase
Methanosarcing mazei pyruvate kinese
Methanasarcina barkeri pyruvate kinase
Methanocoecus maripalucis pyruvate kinase
Methanoealdococeus jannaschii pyruvate kinase

Thermotoga maritima pyruvate kingse

Synechocystis sp pyruvate kinase
Trichodesmium erythracum pyruvate kinase
Nostoe sp pyruvate kinase

Nostoe punctiforme pyruvate kinase
Bdeliavibrio bacterioverus pyruvete kinase
Neisseria meningitides pyruvate kinase
Neisseria meningitides pyruvate kinase

Nitrasomonas ewropaea pyruvate Kinase

Burkholderia fungorum pyruvate kinase
Raistonia metailidurans pyruvate kinase
Ralstonia solanacedrum pymuvate kingse
Bordetelia branchiseptica pyruvate kinase
Bordetella parapertussis pyruvate kinese
Bordetelia pertussis pyruvate Kinese
Pseudomonas putida pyruvate kinase.

Pseudomanas aeruginosa pyruvete kinase

syringae pv. Syr ki
Pseudomonas flucrescens pynivate Kinase
Microbulbifer degradans pyruvate kinase
Azotobacter vinelandil pyruvate Kinase
Azotobacter vinelandii pyruvate kinase

Vibrio chaierae pyeuvate kinase

Fibric vulnificus pyravate kinase

Vibrio parahaemolyticus pyruvate kinase

Cardidatus Blochmannia floridanss pyeuvate Kinase

G,

G

A

A,

Wigglesworthia  glossinidie  ypothetical  pyruvate

KPYC TOBAC (42854
KPYC DESAN AAM22747
KPY VIBVU NP_$33293
KPY1 VIBCH NP 230139
KPY1 VIBPA NP_796735
KPY1 MORMA BAABYITS
KPY1 ECOLIPI4178
KPY1 SHIFL NP_707575
KPY1 SALTY P77983
KPY1 YERPE NP_405929
KPY1 PHOLU NP_02984%
KPY1 FUSNU ZP 00143717
Jdnase

KPYK TREDE NP 973133
KPYK THETE NP_623403
KPYK CLOPE Q46289
KPYK CLOAB 008309
KPYK CLOTE NP_783015
KPYK SELRU BAAB9TSS
KPYK STRTH AAF25804
KPYK STRPN NP_345384
KPYK STRMU NP_T21573
KPYK STRAG NP_687953
KPYK STRPY BAC64206

KPYK LACDE P3403§
Jinase

KPYK LACGA ZP_00046514

KPYK LACIO AAS08902

KPYK THEVO NP_111539
KPYK THEAC CACI2025
KPYK FERAC EAM94245
KPYK DESDE ZP_00130421
KPYK AERPE NP_147274
KPYK THETE AAF06520
KPYK PYRAE NP_558871
KPYK SULSO H90249
KPYK SULTO NP_377586
KPYK GIALA EAAI9160
KPYK GIAIN AAF19604
KPYK CHRVINP_899919
KPYK RALME ZP_00026409
KPYK RHOSP ZP_0000SE51
KPYK MAGMA ZP_00054297
KPYK ZYMMO AAC28104
KPYK CAUCR NP_420856
KPYK RHORU ZP_00015949
KPYK BRUSU NP_698732
KPYK BRUME NP_539209
KPYK SINME NP_386895
KPYK AGRTU NP_356860
KPYK MESLO NP_104842
KPYK BARHE AALT4283
KPYK RHOPA NP_949529
KPYK BRAJA NP 773778

KPYK METEX 005118

KPYK BUCAIP57404
KPYK ACTPL ZP_00134634
KPYK HAEDU NP_§73019
KPYK HAESO ZP_00122573
KPYK PASMU NP_245590
KPYK HAEIN ZP_00155142
KPYK HAEIN P43924
KPY2 SHEON NP_71807%

KPY2 PHOLU NP 629378
Kinase

KPY2 YERPE NP_403616
KPY2 SALTY NP_460845
KPY2 SALEN NP_456455
KPY2 SHIFL NP_707714
KPY2 ECOLI P21599
KPYK COXBU NP_820761
KPYK XANCA NP 638532
KPYK XANAX NP 643652
KPYK XILFA ZP_D0039966

KPYK XYLFA NP_780029

Nicotiana twhacum pyravate kinase, cytosolic isozyme
Deschampsia aniarctica pyruvate kinase-like

Vibrio valnificus pyruvate kinase

Vibrio cholerae pyruvate kinase

Vibrio parahaemolytieus pyruvate kinase

Moriteila marina pyruvate kinase

Escherichiz coli pyruvate kinase [

Shigella flexneri pyruvate kinase

Salmonella typhinerium pyruvate Kinase 1

Tersinia pestis pyruvate kinase

Photorhubdus luminescens subsp. Laumondii pyruvate

Fusobacterium nucleatum subsp. vincentii pyruvate

Treponema denticola pyruvate kinase
Thermoanaerobacter lengeongensis pyravate kinase
Clostridium perfringens pyruvate kinase
Clostridium acetobutylicum pyruvate kinase
Clostridsum tetani pyruvate kinase

Selenomanas ruminantium pyruvate kinase

Streptococeus thermophilus pyruvate

se
Streptococcus prewmonige pyruvaie kinase
Streptocaccus mutans pyruvate kinase
Streptococeus agalactiae pyruvate kinase
Streptococcus pyogenes putative pyruvate kinase

Laciobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus pyruvate

Lactobacillus gasseri pyruvte kinase

Lactobacillus johnsonii pyruvate kinzse

Thermoplasma volcanim pyeuvate kinase
Thermoplasma acidophilum pyruvate kinase
Ferroplasma acidarmanus pyruvate kinase
Desulfovibrio desulfiericans pyruvate kinase
Aeropyram pernix pyruvate kinase
Thermoproteus fenax pyruvaie kinase
Prrobaculum acrophitum pyruvate kinase
Sulfolobus solfataricus pyruvate kinase
Sulfolobus tokodai pyruvate kinase

Giardia lamblia pyruvate kinase

Glardia intestinalis pyruvate kinase
Chromobacterium violaceum pyruvate kinase
Ralstonia metallidurans pyruvate kinase
Rhodobacier sphaeroides pyruvate kinase
Magnetaspirillum magnerotacticum pyruvate kinase
Zymomonas mobilis pyruvate kinase
Caulobacter crescentus pyruvate kinase
Rhodospirilium rubrum pyruvate kinase
Brucella suis pyruvate kinase

Brucella melitensis pynavate kinase
Sinorhizobium melifoti pyruvate kinase
Agrobacterium tumefaciens pyruvate kinase
Mesorhizobium iati pyruvate kinase
Bartoneiia henselae pyruvate kinase
Rhodopsendomonas palusiris pyruvate kinese
Bradyrhizobivm japonicum pyruvete kinase

Methylobacterium extorguens pyruvate kinase

Buchnera aphidicola pyruvate kinase
Actinobacillus pleuropneumoniae pyruvate kinase
Haemophilus ducreyi pyravate kinase

Haemophilus samnus pyruvete kinase

Pusteurella muliocida subsp. muliocida pyruvate kinase
Haemophilus influenzae pyruvate kinase

Haemophilus influenzae pyruvate kinase

Shewanella aneidensis pyruvate kinase

Photorhabdus luminescens subsp. Laumondii pyruvate

Yersinia pestis pyruvate kinase
Saimonelia (yphimurium pyruvate kinase

Saimonelia enterica subsp. enterica pyruvate kinase

Shigella flexneri pyruvate kinase

Escherichia coli pyruvate kinase 1T
Coxiella burnetii pyruvate kinase
Xanthomonas campesteis pyruvate kinase
Xanthomonas axenopodis pyruvate kinase
Hylelia fustidiosa pyruvate kinase

Hylella fustidiosa pyruvate kinase
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Annexe 2 — Mutations de PKLR déja décrites
D’apres The Human Gene Mutation Database, Biobase, 2013

Mutations faux-sens

Mutation Ch?ir’lag;:‘eent Position Référence
ADN .,
aminé
GCG-GGG Ala-Gly 36 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
GGG-GAG Gly-Glu 37 Beutler (1997) Hum Mutat 9, 282
gCGG-TGG Arg-Trp 40 van Wijk (2009) Hum Mutat 30, 446
CTC-CCC Leu-Pro 73 van Wijk (2009) Hum Mutat 30, 446
CTCC-CCC Ser-Pro 80 ;J:;aka (1995) Biochem Biophys Res Commun 208,
CGC-CCC Arg-Pro 86 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
ATC-AAC lle-Asn 90 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
ACC-ATC Thr-lle 93 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
cGGG-AGG Gly-Arg 95 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
ATG-ACG Met-Thr 107 Baronciani (1995) Blood Cells Mol Dis 21, 49
cGGG-AGG Gly-Arg 111 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
tGCG-CCG Ala-Pro 115 Rouger (1996) Br J Haematol 92, 825
TCC-TTC Ser-Phe 120 Rouger (1996) Br J Haematol 92, 825
CACg-CAA His-GlIn 121 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
TCC-TAC Ser-Tyr 130 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
GTC-GAC Val-Asp 134 Baronciani (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90,
4324
cCGG-TGG Arg-Trp 135 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
gGCG-ACG Ala-Thr 137 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
aGGT-AGT Gly-Ser 143 Kedar (2009) Clin Genet 75, 157
ATC-ACC lle-Thr 153 Kugler (2000) Hum Mutat 15, 261
cGCC-ACC Ala-Thr 154 van Wijk (2009) Hum Mutat 30, 446
CTG-CCG Leu-Pro 155 Baronciani (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90,
4324
GGA-GTA Gly-Val 159 Demina (1998) Blood 92, 647
cCGC-TGC Arg-Cys 163 Neubauer (1991) Blood 77, 1871
CGC-CTC Arg-Leu 163 van Wijk (2009) Hum Mutat 30, 446
GGG-GTG Gly-Val 165 van Wijk (2009) Hum Mutat 30, 446
cCTG-ATG Leu-Met 167 Kedar (2009) Clin Genet 75, 157
aGAG-CAG Glu-GIn 172 Zanella (1997) Blood 89, 3847
gGAA-TAA Glu-Term 174 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
gTGG-CGG Trp-Arg 201 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
TGGg-TGA Trp-Term 201 Baronciani (1995) Blood Cells Mol Dis 21, 49
ATT-ACT lle-Thr 219 Kugler (2000) Hum Mutat 15, 261
cGAC-AAC Asp-Asn 221 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
GGG-GCG Gly-Ala 222 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
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ATC-ACC lle-Thr 224 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
CGGC-TGC Gly-Cys 232 ;i;cgpiwatanakun (2008) Pediatr Blood Cancer 51,
gGAG-TAG Glu-Term 241 Baronciani (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90,

4324
gAAC-GAC Asn-Asp 253 Zanella (2005) Br J Haematol 130, 11
cGGG-AGG Gly-Arg 263 Lenzner (1997) Blood 89, 1793
cGGG-TGG Gly-Trp 263 Zanella (1997) Blood 89, 3847
cGAG-AAG Glu-Lys 266 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
cCGA-TGA Arg-Term 270 Baronciani (1995) J Clin Invest 95, 1702
cCTG-GTG Leu-Val 272 Zanella (2005) Br J Haematol 130, 11

CTG-CCG Leu-Pro 272 Manco (2009) Hum Genet 125 343
cGGG-AGG Gly-Arg 275 Zanella (1997) Blood 89, 3847
cGGG-CGG Gly-Arg 275 Baronciani (1995) Blood Cells Mol Dis 21, 49
gGAC-AAC Asp-Asn 281 Miwa (1996) Am J Hematol 51, 122

CTTT-CTT Phe-Leu 287 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839

CTTT-GTT Phe-Val 287 Beutler (1996) Hum Mutat 7, 1
tGTG-TTG Val-Leu 288 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
cGAC-AAC Asp-Asn 293 Kugler (2000) Hum Mutat 15, 261

GCT-GTT Ala-Val 295 Demina (1998) Blood 92, 647

ATC-AAC Ile-Asn 310 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273

ATT-ACT lle-Thr 314 Kanno (1994) Blood 84, 3505
tGAG-AAG Glu-Lys 315 Demina (1998) Blood 92, 647
AACc-AAG Asn-Lys 316 Costa (2005) Haematologica 90, 25
cGTG-ATG Val-Met 320 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
cGTG-CTG Val-Leu 320 Raphael (2007) Am J Hematol 82, 1025
AGCg-AGA Ser-Arg 330 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
cGAC-AAC Asp-Asn 331 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273

GAC-GGC Asp-Gly 331 Gupta (2006) Prenat Diagn 27, 117
GACg-GAA Asp-Glu 331 Baronciani (1995) J Clin Invest 95, 1702
cGGC-AGC Gly-Ser 332 Lenzner (1994) Blood 83, 2817
gGTG-ATG Val-Met 335 Zanella (2001) Br J Haematol 113, 43
gGCA-TCA Ala-Ser 336 Lenzner (1994) Blood 83, 2817
aCGG-TGG Arg-Trp 337 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683

CGG-CAG Arg-GIn 337 Lenzner (1997) Blood 89, 1793

CGG-CCG Arg-Pro 337 Pastore (1998) Hum Mutat 11, 127
gGAC-CAC Asp-His 339 Zarza (1998) Br J Haematol 103, 377

GGC-GAC Gly-Asp 341 Demina (1998) Blood 92, 647

GGC-GCC Gly-Ala 341 Baronciani (1995) J Clin Invest 95, 1702

CATC-TTC lle-Phe 342 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
AAGg-AAT Lys-Asn 348 Kanno (1997) Blood 89, 4213

GCT-GAT Ala-Asp 352 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273

ATT-ACT lle-Thr 357 Zarza (1998) Br J Haematol 103, 377
GGG-GAG Gly-Glu 358 Zanella (2005) Br J Haematol 130, 11
tGGG-AGG Gly-Arg 358 Kedar (2009) Clin Genet 75, 157
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Baronciani (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90,

CGC-CAC Arg-His 359 4324

gCGC-TGC Arg-Cys 359 Miwa (1996) Am J Hematol 51, 122

TGC-TAC Cys-Tyr 360 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
cAAC-GAC Asn-Asp 361 Lenzner (1994) Blood 83, 2817

GGC-GAC Gly-Asp 364 van Solinge (1997) Blood 90, 4987

AAG-ATG Lys-Met 365 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
{GTCTTC Val-Phe 368 Zgnno (1993) Biochem Biophys Res Commun 192,
ACA-ATA Thr-lle 371 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
CTG-CCG Leu-Pro 374 Zanella (2005) Br J Haematol 130, 11
AGC-ATC Ser-lle 376 Lenzner (1997) Blood 89, 1793

ACG-ATG Thr-Met 384 Kanno (1991) Proc Natl Acad Sci U S A 88, 8218
AGG-AAG Arg-Lys 385 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
gAGG-TGG Arg-Trp 385 Beutler (2000) Blood 95, 3585

GAG-GGG Glu-Gly 387 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
CcGAT-AAT Asp-Asn 390 Zanella (1997) Blood 89, 3847

cGCC-ACC Ala-Thr 392 Lenzner (1994) Blood 83, 2817

AAT-AGT Asn-Ser 393 Baronciani (1995) J Clin Invest 95, 1702
AATg-AAA Asn-Lys 393 Baronciani (1995) J Clin Invest 95, 1702
CAAT-GAT Asn-Asp 393 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
GCT-GAT Ala-Asp 394 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
GCT-GTT Ala-Val 394 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
tGCT-TCT Ala-Ser 394 Kedar (2009) Clin Genet 75, 157

GAT-GTT Asp-Val 397 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
GGG-GCG Gly-Ala 398 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
ATGc-ATA Met-lle 403 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
aGGG-AGG Gly-Arg 406 Kedar (2009) Clin Genet 75, 157

GAG-GGG Glu-Gly 407 Kedar (2009) Clin Genet 75, 157
gGAG-AAG Glu-Lys 407 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
ACT-ATT Thr-lle 408 Zarza (1998) Br J Haematol 103, 377
gACT-GCT Thr-Ala 408 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
cAAG-GAG Lys-Glu 410 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
GGC-GCC Gly-Ala 411 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
gGGC-AGC Gly-Ser 411 Park-Hah (2005) Acta Haematol 113, 208
gCAG-AAG Gln-Lys 421 Kanno (1992) Blood 79, 1347

cCGG-TGG Arg-Trp 426 Baronciani (1995) Blood Cells Mol Dis 21, 49
CGG-CAG Arg-GIn 426 Kanno (1993) Blood 81, 2439

GAG-GCG Glu-Ala 427 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
GAGg-GAT Glu-Asp 427 Lenzner (1997) Blood 89, 1793

cGCA-ACA Ala-Thr 431 Zarza (1998) Br J Haematol 103, 377
gGAG-TAG Glu-Term 440 Sedano (2004) Br J Haematol 127, 364
CATT-GTT lle-Val 457 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
GGT-GAT Gly-Asp 458 Baronciani (1995) J Clin Invest 95, 1702
GCT-GTT Ala-Val 459 Baronciani (1995) Blood Cells Mol Dis 21, 49
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GTG-GCG Val-Ala 460 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
tGTG-ATG Val-Met 460 Baronciani (1995) J Clin Invest 95, 1702
GCT-GGT Ala-Gly 468 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
GCT-GTT Ala-Val 468 Kanno (1994) Blood 84, 3505
GCC-GAC Ala-Asp 470 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
aACT-GCT Thr-Ala 477 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
cCGC-TGC Arg-Cys 479 Manco (2009) Hum Genet 125 340
CGC-CAC Arg-His 479 Kanno (1994) Blood 83, 2311
TCT-TTT Ser-Phe 485 Lenzner (1997) Blood 89, 1793
CGG-CTG Arg-Leu 486 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
{CGG-TGG e 436 Baronciani (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90,
4324
cCGA-TGA Arg-Term 488 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
CGA-CAA Arg-GIn 488 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
(CGG-TGG Arg-Trp 490 SL)Jge:aka (1995) Biochem Biophys Res Commun 208,
GCT-GTT Ala-Val 495 Baronciani (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90,
4324
tGCT-ACT Ala-Thr 495 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
cCGC-TGC Arg-Cys 498 Pastore (1998) Hum Mutat 11, 127
CGC-CAC Arg-His 498 Lenzner (1994) Blood 83, 2817
cCAG-TAG GlIn-Term 501 Baronciani (1995) Blood Cells Mol Dis 21, 49
GCC-GTC Ala-Val 503 Zarza (1999) Med Clin (Barc) 112, 606
CGC-CTC Arg-Leu 504 Demina (1998) Blood 92, 647
gGTC-ATC Val-lle 506 Zarza (2000) Haematologica 85, 227
TTA-TGA Leu-Term 508 Beutler (1996) Hum Mutat 7, 1
cCGA-TGA Arg-Term 510 Demina (1998) Blood 92, 647
CGA-CAA Arg-GIn 510 Baronciani (1993) Proc Natl Acad Sci U S A 90,
4324
aGGA-AGA Gly-Arg 511 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
cCGT-AGT Arg-Ser 518 Zanella (1997) Blood 89, 3847
tCGC-TGC Arg-Cys 531 Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
cCGG-TGG Arg-Trp 532 Lenzner (1994) Blood 83, 2817
CGG-CAG Arg-Gln 532 Zarza (1998) Br J Haematol 103, 377
GAAa-GAT Glu-Asp 538 Manco (2009) Hum Genet 125 340
GAC-GTC Asp-Val 550 Kugler (2000) Hum Mutat 15, 261
gGTG-ATG Val-Met 552 Baronciani (1995) Blood Cells Mol Dis 21, 49
GGC-GCC Gly-Ala 557 Manco (1999) Br J Haematol 105, 591
gCGA-GGA Arg-Gly 559 Baronciani (1995) Blood Cells Mol Dis 21, 49
gCGA-TGA Arg-Term 559 Zarza (1998) Br J Haematol 103, 377
AACa-AAA Asn-Lys 566 Miwa (1996) Am J Hematol 51, 122
cATG-GTG Met-Val 568 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
CGG-CAG Arg-Gln 569 Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
CGG-CTG Arg-Leu 569 Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
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Mutations de sites d’épissage (introns)

Mutation Référence

IVS1 ds +10 G-A Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683

IVS1 as-1 G-A Lenzner (1994) Blood 83, 2817

IVS3 as -2 A-C Zanella (1997) Blood 89, 3847

IVS3 as-2 A-T Kanno (1997) Blood 89, 4213

IVS3 as -1 G-A Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683

IVS4 ds +2 T-C Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683

IVS4 ds +10 G-T Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683

IVS4 as -1 G-A Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683

IVS5 ds -1 G-A Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839

IVS5 ds +1 G-A Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
IVS5 ds +20 C-A Kedar (2009) Clin Genet 75, 157

IVS6 ds -1 G-T Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683

IVS6 as -2 A-T Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
IVS7 ds +1 G-T Kanno (1993) Blood 8251 97A

IVS8 ds +2 T-G Manco (1999) Br J Haematol 105, 591

IVS9 ds -1 G-A Kanno (1997) Blood 89, 4213

IVS9 ds -1 G-C Zanella (1997) Blood 89, 3847

IVS9 ds +3 A-G Baronciani (1998) Blood Cells Mol Dis 24, 273
IVS9 ds +5 G-A Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683

IVS9 ds +43 T-C Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839

IVS9 ds +44 C-T Kedar (2009) Clin Genet 75, 157
IVS9 ds +93 A-C Kedar (2009) Clin Genet 75, 157

IVS9 as -1 G-C Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839
IVS10ds +1 G-C Manco (1999) Br J Haematol 105, 591

IVS11 ds -1 G-C Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683
IVS11ds +1 G-C Pissard (2006) Br J Haematol 133, 683

IVS11 as -3 C-G Zanella (2005) Br J Haematol 130, 11

Courtes délétions

Délétion (*=numéro du codon) Changement d’acide aminé

GGCCCAAWCTGacccaggagctgggca ctGCCTTCTTCC

van Wijk (2009) Hum Mutat 30, 446

CTCTGC ">CTACtggacATTGACTCCG

Zanella (1997) Blood 89, 3847

GACTCC ®*GAGCcCGTGGCTGCT 839

Fermo (2005) Br J Haematol 129,

102
CTCCGTG """ GAGCGCCTCAAGGA 1702

Baronciani (1995) J Clin Invest 95,

7130
TGCTGAG ~"TCCatcGCCAACGTCC USA90, 4324

Baronciani (1993) Proc Natl Acad Sci

A144
TGCAGGT " TCCcCACTCAGCTA Dis 24, 273

Baronciani (1998) Blood Cells Mol

TATTGTC **CGGgtCGTGCCGGTG

Lenzner (1997) Blood 89, 1793

CCGGTG **GGGGgCCGCATCTAC

Kedar (2009) Clin Genet 75, 157
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TGCGC ?"*TTCGGEGTGGAGCATG

Pissard (2006) Br J Haematol 133,
683

GAGAAC Y CACGaaggCGTGAAGAGG

Pissard (2006) Br J Haematol 133,
683

GTGGCA™*CGGGgGGACCTAGGC

Zanella (2001) Br J Haematol 113, 43

CCCAGCA™*GAGaagGTTTTCCTGG

Baronciani (1998) Blood Cells Mol
Dis 24, 273

CCTGGCT **3CAGaagATGATGATTG

Lenzner (1994) Blood 83, 2817

GTGCTG **’GATGgGGCTGACTGC

Rouger (1996) Br J Haematol 92, 825

AGAGGCC **'GCAgtgtaccaCCGGCAGCTG

Titapiwatanakun (2008) Pediatr
Blood Cancer 51, 819

TCATTM95GCTGTcACCCGCTCTG

Rouger (1996) Br J Haematol 92, 825

ATTGAA™*AGTG_E11111_gTGAGCTACCT

Zanella (2005) Br J Haematol 130, 11

Courtes insertions

Insertion (*=numéro du codon) Nucléotide Référence
CAG"®'CTGccagcagcagcagctgCCAGCTGCTA 183 ;gfler PR (M BAIVIETS £
CTACATT 2°GACgacGACGGGCTCA 664 ';22”0 (1994) Blood 8451

AACTTG **GCGGgGCAAGCCTGT

Baronciani (1995) J Clin

1091 Invest 95, 1702

AGAGC "’ ATGATgagagcatgatTACCAAGCCC

1133 Diez (2005) Blood 106, 1851

Lenzner (1994) Blood 83,

GGCTGAC ' TGCagcATCATGCTGT 1204 2817
CCGCCAG % GTCggtcCACTTATGCC 1519 ialge')l‘; (2001) Br J Haematol
525 Baronciani (1995) Blood Cells
AGCCATC®*TGGEgGCAGATGATG 1574 Mol Dis 21 49
547 Baronciani (1998) Blood Cells
CTTCCTC ™" CGTaGTTGGAGACC 1641 Mol Dis 24, 273

Délétions larges

Délétion

Changement d’acide aminé

1149 bp, ex. 11

Baronciani (1995) J Clin Invest 95, 1702

22 bp ¢.109-130

Manco (2008) Hum Genet 124 319

5 kb incl. ex. 4-10, ivs 3-nt. 1431

Fermo (2005) Br J Haematol 129, 839

c.1618+37_2064del1477

van Wijk (2009) Hum Mutat 30, 446

ex. 4-10

Costa (2005) Haematologica 90, 25

Mutations du promoteur

Séquence Position Référence
CCTACTGGGTGTGCCCCTTTTCTCTTCTCT(G- 83 van Wijk (2003) Blood 101,
C)TCTCCCTTAGATAAGACCAGCAGTTTTGTC 1596
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GTGCCCCTTTTCTCTTCTCTGTCTCCCTTA(G-
C)ATAAGACCAGCAGTTTTGTCATCCTCTCCC

Marcello (2008) Blood Cells
Mol Dis 41, 261

TGCCCCTTTTCTCTTCTCTGTCTCCCTTAG(A-
G)TAAGACCAGCAGTTTTGTCATCCTCTCCCT

Manco (1999) Hum Genet
105 188
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Annexe 3 - Fiche d’inclusion dans sa version la plus récente (mars 2013)
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ETUDE CODE-PK

PATIENTS ATTEINTS DE DEFICIT EN PYRUWVATE KIMASE INTRAERYTHROCYTAIRE HOMOZYGOTES
OU HETEROZYGOTES COMPOSITES

FICHE D'INCLUSION

Document & adresser au Dr Marguerite MICHEAU ! M. Olivier LACRAMPE
*  Par courriel aprés numérisation au format PDF : code.pk@chu-bordeaux.fr

*  Par courrier : Laboratoire d'Hématologie, Plateau Technique 4 Réponse Rapide, Hipital Pellegrin,
Place Amélie Raba-Léon, 33000 BORDEALX.

NE RIEN ECRIRE DANS CE CADRE:

CENTRE n® IDENTIFICATION PATIENT :

Date des derniéres données disponibles pour ce patient . / /

Médecin en charge du patient 1 D ..
HAPIEL 1 e e SETVICE
Adresse | ... TR TR TR TR TR et T
1= U STOTN - ¢ DR PP PP
= O PPN

IDENTITE DU PATIENT ET HISTOIRE FAMILIALE

3 premiéres letires du NOM 3 premiéres lettres du PRENOM

Sexe:H F Date de naissance : [ [ Mé dans département n*

Pays de naissance du patient :

Origine géographigue du pére : Origine géographique de la mére :
Mombre total de fréres et soeurs @ Mombre de grossesses mendes a terme !
AntécEdent familial de diagnostic de déficit en PK : NON, OUl < précisez e lien de parents
Antécédent familial d'anémie chronigue ©: NON, OUI < précisez e lien de parenté :

Antécédent familial dictére 1 NON, OUl 2 MNéonatal, Chronigue =* lien de parenté
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Les items suivants se rapportent aux CIRCONSTANCES DU DIAGNOSTIC

Age au diagnostic ©  anténatal / J0 < J30/ 1mols < 2ans/ aprés 2 ans!  apreés 50 ans
Précisez la date du diagnostic si possible (=évocation d'un déficit en PK) : ! !

Anémie: NON, OUl < Signes cinigques : asthénie, plleur, dyspnée.
letdre . NON, OUI = ictére néonatal @ NON, QU

Autre événement clinigue ayant mend au diagnostic :

Autre maladie du globule rouge @ NON, OUI = précisez :

Les items suivants se rapportent & la BIOLOGIE AU DIAGNOSTIC

Taux d'Hb g/dL, taux de réticulocytes : GIL, WGEM : fl, la f !
Bilirubine totale yrmalfL, Bilirubine conjuguée prmoll, e f /
Activité de la pyruvate kKinase @ NOM, OUl = (précizer I'unité) , le ! !

Mormes du laboratoire pour 'activitd pyruvate kinase :

Activitd de la GEPD © NON, OUI - (préciser 'unité) , le fod
Mormes du laboratoire pour 'activité GEPD :

Activitd enzymatigue de 'hexokinase | NON, OUI -» ipréciser l'unité), |e ! !
Mormes du laboratoire pour 'activité hexokinase

Génotype du géne PKLR :
=< Exprimez les mutations en nomenclature « p. AA1=AAZ » (en utilisant des codes & 3 lettres)

Date du génotypage . ! !

. COMPLICATIONS CHRONIQUES .
Lithiase vésiculaire : NON, OUl =2 Date : ! !
Cholégoystectomie NON, OUI = Date ! !

Erythroblastopénie 4 PYB18 : NON, OUl 2date: | ) , objectivée : NON, QUI
Retard staturopondéral = - 208 @ NON, OUl = date de la cassure : { )
Retard pubertaire {13 ans pour la fille, 14 ans pour le gargon) : NON, QUI

Splénomégalie : MON, OUl < débord auw-dessus, au-dessous de l'ombilic, date de découverte e :
! !

Signe d'hémochromatose : Diabéte [ Hypothyroidie ! Hypogonadisme ! Hypoparathyroidie /' Fibrose
hépatigue / Insuffisance cardiague / Autre :

Erythropoiése ectopigue @ NON, OU| =

Complication thromboemboligue @ NOMN, OU| < nature . date : ! !

HTAP : NOM, OUl < critére diagnostigue : date { /

Ostéoporose [Z-score < -2D3) 0 NON, OUI, précizer date d'ostéodensitométrie - { !

Autre complication chronigue NON, OUIl < nature : date : ! )
24
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PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE DEPUIS LE DIAGNOSTIC

Le patent a bénéficié d'une splénectomie : NON, OUI < date : ! /

«  Hémoglobine avant splénectomie : ghdl =» date : ! f

+  Hémaoglobine aprés splénecitomie gfdlL < date f !
Transfusion de culots glebulaires : NON, OUI =* date de la premiére transfusion le . { !
= &l QUI, exsanguinotransfusion : NON, QUL = e . f !
= &l QUI, nombre total de sédances ©  entre 1 et 10 / entre 11 et 20 / plus de 20 / plus de 100
- & OUI, état du régime transfusionnel @ en cours !  interrompu le : ! !
Traitement au long cours par acide foligue © NON, OU| < débuté le : ! !
Chélateur du fer @ NON, OUl < Chélateur actue : Aébuté le / {
Si raitement chélateur = Farritindmie AVANT début du traitement gl Hb, le ! !
Corticothérapie - NON, OUI < nature Jdébutée e f /
Traitement par EPO : NON, OUl = débuté le : ! !
Saignées : NON, OUI = débutées le . f /
Allogreffe de moelle osseuse : NON, OUl = date : ! f

STATUT BIOLOGIQUE ACTUEL DU CAS INDEX

Taux d'Hb : ghdl, taux de réticulocytes GiL, e f !
Bilirubine totale : umalL, conjuguée prmolfL, le: / {
Ferritindmie : ygiL, le ! /

LDOH plagmatique : UL, e ! !

Haploglobine plasmatique : g/L, le ! !

STATUT BIOLOGIQUE DE LA MERE

Taux d'Hb : gidl, taux de réticulocytes : GiL, le: ! /
Présence d'un syndrome anémigue : NON, OUIl, d'unictére NON, OUI,

Présence d'un autre symptdme NON, OUIl = nature :

Bilirubine totale : prmolL, conjuguée : prmall, e ! !

Activité de la pyruvate kinase @ MON, OU| =» (préciger 'unité) , le ! {
Mormes du laboratoire pour l'activité pyruvate kinase :

Activité de la GEPD . NOMN, OU| (préciser 'unité) , le {Hod
Mormes du laboratoire pour l'activité GEPD :

Activité enzymatique de I'hexokinase : NON, OU| -2 (préciser l'unité), le ! !
Mormes du laboratolre pour 'activité hexokinase :

.Génntype du géne PELR !
= Exprimez les mutations en nomenclature « p. AA1=AAZ » (en utilisant des codes a 3 lettres)

Cate du génotypage © ! !
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. STATUT BIOLOGIQUE DU PERE
Taux d'Hb : gidl, taux de réticulocytes : GIL, le: { !
Présence d'un syndrome anémigque : NON, OUI, d'unictére NON, OUI,

Présence d'un autre symptéme NON, OUI = nature :

Bilirubine totale : pmoliL, conjuguée : pmoll, e : ! !

Activitd de la pyruvate Kinase @ NON, OU|l = (préciser I'unité) , le ! f
Mormes du laboratoire pour 'activité pyruvate kinase :

Activitd de la GEPD : NOM, OU| = (précizer 'unité) , le ! !
Mormes du laboratoire pour 'activité GEPD :

Activité enzymatique de 'hexokinase | NOMN, OU| < {précizer I'unité), le ! !
Mormes du laboratoire pour 'activitd hexokinase

Génotype du géne PKLR :
=< Exprimez les mutations en nomenclature « p. AA1=AAZ » (en utilisant des codes 4 3 lettres)

Cate du génotypage . ! !

EVALUATION DE LA SURCHARGE MARTIALE PAR IRM

= Le patient a bénéficié d'IRM hépatigue : NON, OUI| =

o 1" IRM prmallg de fole sec < date f i
+  Demiére IRM réalisée : umal /g de foie sec =» date : ! /!
- Le patient a bénéficié d'IRM cardiague : NON, OUI =» date : ! !

*  Fercardiague < 20ms de T2~

. Fer cardiague = 20ms de T2*
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	 Une fonction d’effecteur allostérique :
	o Régulation négative de la glycolyse en excès d’ATP par inhibition de la pyruvate kinase et de la phosphofructokinase
	La composante principale est la voie d’Embden-Meyerhof sur laquelle se branchent deux voies en dérivation.
	1.1.2. Voie métabolique principale d’Embden-Meyerhof (2)

	La glycolyse peut être résumée en 2 grandes étapes :
	 Phase préparatoire : une molécule de glucose est d’abord transformée en deux molécules trioses phosphate (glycéraldéhyde-3-phosphate) avec consommation d’énergie (2 molécules d’ATP)
	 Phase de production d’ATP : conversion du glycéraldéhyde-3-phosphate en pyruvate avec production d’énergie (gain de 4 molécules d’ATP)
	En outre, la voie d'Embden-Meyerhof permet de régénérer la nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) par l’intermédiaire de la  glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, qui est utilisée :
	 Pour la réduction du pyruvate en lactate par la lactate déshydrogénase (LDH)
	 Comme coenzyme de la méthémoglobine réductase physiologique
	 Comme coenzyme accessoire de la glutathion réductase.
	Figure 1 – Les 10 étapes successives de la voie d'Embden-Meyerhof
	1.1.3. Voies métaboliques en dérivation

	Deux voies sont branchées à la voie principale : le shunt des pentoses et le cycle du 2,3-diphosphoglycérate.
	1.1.3.1. Le shunt des pentoses phosphate (ou des hexoses monophosphate) (Figure 2)

	Cette voie (10% d’engagement), initiée par le nicotinamide-dinucléotide phosphate (NADP) maintient les capacités d’oxydoréduction du globule rouge en régénérant le NADPH (forme réduite) aux deux premiers temps du shunt des pentoses par l'activité de l...
	La NADPH est indispensable au cycle du glutathion, en charge de la détoxication des peroxydes. L'enzyme-clef est la glutathion peroxydase dont l’action aboutit à la formation de glutathion oxydé, ensuite régénéré sous l'action de la glutathion réducta...
	Figure 2 – Shunt des hexoses et pentoses phosphate
	1.1.3.2. Le cycle du 2,3-diphosphoglycérate de Rapoport et Luebering (Figure 3)

	Cette voie branchée sur la voie de la glycolyse anaérobie, comprend deux étapes enzymatiques catalysées par une enzyme unique, bifonctionnelle :
	 La première, catalysée par la 2,3-diphosphoglycérate mutase, aboutissant à la formation de 2,3-BPG
	 La seconde, catalysée par la 2,3-diphosphoglycérate phosphatase, libérant du phosphore inorganique et produisant du 1,3-BPG qui rejoint la voie principale de la glycolyse.
	Figure 3 – Cycle du 2,3-BPG
	Le 2,3-BPG module l'affinité de l'Hb pour l'oxygène en se fixant dans la poche centrale de la molécule de désoxyhémoglobine (l'oxyhémoglobine ne fixant pas le 2,3-BPG par modification conformationnelle).
	Au cours d’un déficit en PK, l’accumulation du 2,3-BPG (métabolite intermédiaire en amont) tend à maintenir l'hémoglobine dans sa forme désoxygénée, et réduit son affinité pour l’oxygène qui est donc libéré plus abondamment vers les tissus. La courbe ...
	Le taux de 2,3-BPG dans le GR est non seulement un effecteur allostérique de la fixation de l'oxygène sur l'hémoglobine, mais il joue aussi un rôle dans la régulation de la glycolyse :
	 Inhibition de l'hexokinase, de la phosphofructokinase, notamment,
	 Activation de la phosphoglycérate kinase.
	Figure 4 – Effet d’une accumulation de 2,3-BPG sur la courbe de dissociation de l’oxygène
	 Dans le déficit en PK : accumulation de 2,3-BPG => courbe décalée vers la droite, meilleure tolérance de l’anémie par hausse de l’oxygénation des tissus
	 Dans le déficit en hexokinase (voir partie 1.3.1.2.) : déficit en 2,3-BPG associé => courbe décalée vers la gauche, moindre tolérance de l’anémie par oxygénation des tissus abaissée
	1.1.4. Régulation de la glycolyse intraérythrocytaire, étapes limitantes

	La glycolyse intraérythrocytaire est régulée par l'activité des enzymes de la voie principale d’Embden-Meyerhof. La plupart d'entre elles ne sont pas limitantes, car dotées d’une activité potentielle bien supérieure aux besoins. Cette activité est plu...
	Les étapes régulatrices de la voie d'Embden-Meyerhof sont celles catalysées par :
	 L'hexokinase, dont la situation en amont de la glycolyse lui confère de réguler le nombre de moles de glucose engagées en fonction de sa propre concentration. Elle est régulée négativement par le glucose-6-phosphate,
	 La phosphofructokinase est une enzyme dont l’importance est centrale, et qui est contrôlée par une multitude de régulateurs allostériques :
	o Régulation positive, principalement par le fructose-2,6-bisphosphate (F2,6BP) et l’ADP
	o Régulation négative par le PEP et l’ATP, notamment
	 La pyruvate kinase :
	o Régulée positivement par le fructose-1,6-bisphosphate F1,6BP et le phosphénolpyruvate (PEP)
	o Régulée négativement par l’ATP, le citrate et l’alanine
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	Figure 5 – Isoenzymes de PK exprimées au cours de l’hématopoïèse
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	1.2.4. Structure de la PK-R humaine

	Figure 6 – Représentation tridimensionnelle d’un monomère de pyruvate kinase intraérythrocytaire
	Domaine A, en rouge; domaine B, en bleu-ciel; domaine C, en vert; domaine N-terminal, en orange
	(Source : Valentini G. et al. J. Biol. Chem. 2002 (27))
	Figure 7 – Structure tridimensionnelle de la PK-R
	Domaine A, en rouge; domaine B, en bleu-ciel; domaine C, en vert; domaine N-terminal, en orange
	1.2.5. Régulation physiologique de l’activité de la PK

	Figure 8 – Transition conformationnelle de la pyruvate kinase :
	à gauche en conformation “T” et à droite en conformation “R”.
	(Source : Mattevi A., et al. FEBS Lett, 1996 (34)).
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	CONCLUSION
	Le déficit en PK est une altération de la voie d’Embden-Meyerhof intraérythrocytaire, ubitaire et rare. Les manifestations cliniques surviennent uniquement chez les patients homozygotes ou hétérozygotes composites pour des mutations de PKLR, situé sur...
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	Les couleurs permettent un regroupement par taxon.
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