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- Le globule rouge vit sur son acquis...pendant # 120 jours

- il est dépendant de la glycolyse anaérobie pour ses principales fonctions :
- Fourniture énergétique : pyruvate kinase

- Protection contre les oxydations : G6PD
- régulation de la fonction oxyphorique

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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HenRiMoNDor G lycolyse anaérobie dans le globule rouge

glycolyse
Energie cell

- Equilibre ionique
- plasticité des
membranes

+2 ATP/glucose

1Glucose ~ CYycle des pentoses ~ Freventond

stress oxydatif
Hexokinase ¥ G6PD
GoP > Gluconolactone 6P —> Pentose P pathway

2 ATP J
cep NADP NADPH+H*
2 ADP \j: G-S-S-G

: R-OH + H20
Fructose 1-6 di P Glutathlon
metabollsm

DHAP R-O-OH
TP |<\ 2 G-SH

Glyceraldehyde 3 P

pp L8 di Pdlycerat Hb désox
P glycerate Kinase ’ DPG mutase - T\l/
ATP 3paly
ycerate Hb O
2

Phosphoenolpyruvate

Pyruvate Kinase

ADP > Equilibre affinité de Hb
ATP

2 Pyruvates

2 Lactates Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010



ASSISTANCE @3y HOPITAUX h
PUBLIQUE DE PARIS >

wexriMonoor — Enzymopathie du globules rouge

Fréquence des déficits Mode de transmission ~ Mode de révélation
Cycle pentose

G6PD > 400 Millions porteurs Lié au stress oxydatif

Récessif lié a I'X

Afrique, Maghreb, Asie (médicaments, alimentaire)
Glycolyse
Pyr Kin : > 600 cas décrit . : Anémie chro
4 ; Récessif Chro 1 m
Pop Caucasienne « dose dépendant »
P Gluc. isom: > 300 cas Récessif Chro 19 hémolyse
P glycerate Kin < 100 cas Récessif lié a X Hemolyse + neuro musculaire
P Fruct. Kin. < 100 cas Récessif Chro 1 Hemolyse + musculaire
TPI < 50 cas Récessif Chro 12 Hemolyse + neuro
Hexokinase < 25 cas Récessif Chro 10 hémolyse

L'implication d'un déficit enzymatique dans une hémolyse du nourrisson est a discuter en fct
- de l'origine ethnique
- du mode de révélation
- influence de la mixité ...

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010



SN, © JIC ALY Déficit en G6PD

HENRI MONDOR

C'est le plus fréquent des déficits enzymatiques...

la diffusion du déficit ayant été assuré grace a Plasmodium Falciparum
»400 000 millions de porteurs sur la planete... Afrique, Maghreb, Asie
»de 250 000 a 400 000 en France (distribution « inhomogene »)

- Transmission liée a X :

dpor“reur Q hez Q hoz

Est ... « malade » normale

« malade »
dosage déficitaire Variable (lyonisation) déficitaire
\ . 1/2 de ses fils tous ses fils
transmet a toutes ses filles 1/2 de ses filles toutes ses filles

- Mécanisme physiopathologique :

G6PD
G6P =——  Gluconolactone 6P =—» Pentose P
f ¥

NADP NADPH+H?*

Protection contre les parasites

& J— G-SSG ;
C DC R-OH +H20 Oxydation des structures cell /hb
2 G-SH R-O-OH \4
> Precipitation intra cell

Hémolyse intra vasculaire

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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HENRT MONDOR Relations structure /déficit
Catalytic Site = SubunitA
[z X
& 2 " = = 7
 Smarspan T
“‘_ { Vo i
"3 Structural
Subunit B s.g NADP* Catalytic Site
coenzyme (NADP+)
Monomére (515 aa) (_pH > 8 Form(_es actives phi< ¢
inactif > dimere S tétramere

Quelques % de | activitée sont suffisant pour assurer la protection anti OX de « base »

Classe Activité Manifestations variants les plus fréquents Nbr de variants décrits
enzymatique cliniques
Classe T Presque zéro Anémie hémolytique Sporadique; tres rare 60 (interface de dimere
chronique prévalence 1/1000 000 et le site de NADP+
structurel)
Classe IT <10% Hémolyse aigué Méditerranéenne
(favisme) (Ser188Phe ¢.563C>T)

Canton 459 ArgslLeu
(1.7% des hommes en SEA)

Classe 10-60% Hémolyse aigué A- (2026— A associée a 376 A—G6) Protéine instable
III 20% chez les Africains
3% d’homozygotie chez les femmes en
Cote-d'Ivoire et 5% au Congo

Classe Normal
IV

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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"~ Les principales formes et leur répartition géographique

G6PD wt : « B» + Asp 126 Asn (neutre) =« A» A—

B_> A
+ + -
Val 68 Leu Hb Hb
Ser 188 Phe = Med (B-)  Arg 227 Leu| =« A-» .’ ‘ |
Leu 323 Pro <o

-Distribution géographique caractéristique : « ceinture intertropicale »

« A-» - Afrique noire : 20 % de la population porteuse d'un déficit modérée IIT

« B- /med » - Pourtour méditerranéen : présence d'un déficit intermédiaire (IT)
« favisme »

-Manifestation liée a un stress oxydatif.. médicament...alimentation
(sauf pour les déficits complet (classe I))

En europe du nord, répartition trés inhomogeéne : foyer de def « A-» +++

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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HENEI);‘MEDOR Pb dU diagnOSTiC enzymGTique

Dosage facile..mais pb de référentiel

- Lié a la transmission du def
d hémizygote Q Hétérozygote + « Lyonisation »

- Lié a la cinétique de diminution de l'activité enzymatique (vieillissement plvt)

A ciraté CESD
(UHgHe)

GEFD Nosmale Diminution de la demi-vie de la protéine

| Normale : 62 jours
1IN o _ A 13 jours
? — T Med : 8 jours

10 20 30 40 &0 &0 FO O 80 80 100 110 120
Age ofer 7 (o)

- En poste crise, disparition des globules déficitaires, dosage « nal ».

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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HeNeiMonoor — Circonstance du diaghostic en néonatal

Ictere néonatal survenant chez un gargon (fille) appartenant a un groupe a risque
(Afrique, maghreb, asie) soumis a un stress oxydatif (médicament, infection)

Le diagnostic biochimique repose sur le dosage de l'activité chez les parents

( méres +++) et le pere aussi

Le diagnostic de certitude peut €tre fait par | analyse du géne

PCR + RFLP ( forme A - et « med » ) ou séquence du géne ( exon 10 et 11 +++)

HA-4.5
mA-57
mA-59

B CANTON
B Czsszano
B Chatham
B Cosenzs
H Dhan

W Guadalzjara
W lwatsuki
| Mzlagz

= Mediterran

B Mexico City

Diaghostic moléculaire a
H. Mondor

193 cas :

60% A-

22 7% de B- (med)
3declasseI

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010



ssssmanee @ pormanx Mutants G6PD rares trouvés a Créteil

HENRI MONDOR

Santamaria 542 A>T 11713T 181 Asp—Val 6 IT
376 A—>G 108776 126 Asn—>Asp
Mexico City 680 G—>A 12028A 227 Arg—Glin 7 ITT
Seattle 844 G—C 12557C 282 Asp—His 8 ITT
Iwatsuki 10816—A 13380A 361Ala—>Thr 10 T
Guadalajara 1159 C—>T 13458T 387 Arg—Cys 10
Puerto Limon 1192 G—A 13491A 398 Glu—Lys 10 I
Cassano 1347 6—C 13750C 449 Gln—His 11 IT
Cosenza 1376 G—~C 13884C 459 Arg—Pro 12 IT
Dhon 1388 G—A 13896 A 463 Arg—His 12 IT
(Kaiping)
A1000-1002 AThr334 S I
496 C—>T 166 Arg—>Ser 6 IT

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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wexeivonoor —— Déficit en PK en période néonatale

bonne tolérance chez | adulte » - souvent découverte fortuite chez un couple
- maladie dont la fréquence est sous estimée

La sévérité clinique est trés variable : ictere néonatal ——> déces périnatal
associé a une anémie normocytaire, le plus svt régénérative

Impossibilite de faire un dosage fiable chez I'enfant du fait de | instabilite de | érythropiese

Le diagnostic se fait par la mesure de activité enzymatique chez les parents

Toujours plusieurs activités dosées conjointement Pk + HK (+ G6PD) (réticulocytose)

Diagnostic moléculaire pour :
- proposer diagnostic prénatal dans les cas de mutation séveres (hydrops foetalis)
- préparer une naissance « sécurisée » (transfusion intra utérine )
- faire un diaghostic de certitude dans une famille

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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Structure de | enzyme:
enzyme clef du métabolisme énergétique du GR

PEP + ADP —— ATP + Pyruvate

AG = -14 kJ /mol

étape irréversible, régulation de type allostérique (F1.6 bP, PEP....)

Produit du géne : monomere

B domain

Site catalytique

liaison du F 1,6 bP

—

Enzyme active : tétramere
« double dyad » symétrie

(b) ¢

SN
A
U

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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wenrionoor - D0Sage de l'activité au laboratoire

-L'activité dosée est le moyennage de cellules jeunes et de cellules sénescentes

- nécessité de préserver au mieux les cellules ——> prélevement sur ACD (EDTA)

- normalisation de « |'dge moyen » grdce a une autre activité Enz : G6PD (chro X)
Hexokinase (chro 10)

-Mode de détermination de l'activité enzymatique
(NADH)t

hémolysat +p P?T) PYR ﬁ Lact
Y +PE Y AC | At Calcul : UL/g Hb

ATP  NADH, NAD +

A 4‘0 T 1 T I T '-

; 8._ . | + hemolysa’r/r 1\‘“ ADP = t° T
o6l ’ | La concentration en substrat (PEP, ADP) utilisée
£ | est « saturante »
> gaf :

. | —> pas de prise en compte de l'allostérie
0.2} B -
110 B Y I VS o v
0 2 4 6 8 10
[PEP] (mM)

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010



ASSISTANCE HOPITAUX

PUBL!QUEQDE PARISHEﬁﬁ]iJi;{)']‘r&"DORDéﬂCiT en Pyr'uvaTe Kinase : maladie du (Tr'és) jeune enfant ?
T——" conséquences métaboliques .... chez I'adulte

» Fructose 1-6di P

1 Glucose r\ >

-2ATP DHAP — Glyceraldehyde 3P

1,3 di P glycerate

ADP
Phosphoglycérate Kinase >lT /

l Diminution du niveau 3 P Glycerate

d'ATP cellulaire ! 1
Phosphoenolpyruvate of 2.3 DPG level

l ADP >< ‘
Pyr Kinase
”T” Hb < ”R” Hb

Réduction de la . . « low aff » « high aff »
, . ruvate
durée de vie du GR y

~~ —

: totalement compensée chez les hétérozygotes
: +/- chez les Homozygote ou hétérozygotes composites

2,3 di P glycerate

Diminution de
I'affinité pour O2

Anémie
chronique

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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HENRI MONDOR Conséquence métabolique.... a la naissance
les mémes mais... "d'un métabolisme aquatique a un métabolisme aérien...”"

« The globin swich » : génes y (insensible au 2.3 DPG) vers géne f
Hb F : hb a haute affinitée incapable de compenser I'anémie
« drop » dans le niveau d'EPO :A du lieu de synthése (foie vers rein)
e‘r/ pO,) : Phase « hypoplastique » transitoire »

stress hématologique
Périnatal —

—> Augmentation de l'activité....

PK value (UI/g Hb) 3.4 2.9 3.8 3.6 4.6 3.4 4.6 5.7
PK / G6PD 0.54 0.53 0.75 0.76 0.75 0.5 0.65 0.9

PK C360Y/N N /R479H R510Q/ N N/R510Q R486W/N N/1vsi1int N393S /N N/R486W

genotype 16C
¥e o 6 o0

Hb:3.4g/dl _Hb:6g/dl Hb:9.2 g /dl Hb:6.5t09.2 g/dl
HSM Ictere néonatal, HSM Icteére néonatal Ictere néonatale

Transfusion transfusion

Diagnostic a 'age 12 mois Diagnostic a I'age del7 mois Diagnostic a I'age de 4 mois Diagnhostic a I'age de 6 mois
R479H/C360Y R510Q/R510Q R486W/IVS 11 nt 1 6>C R486W/N393S

Le déficit en Pyruvate kinase est une maladie "périnatale » sévére

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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W

2001 2004 2002
R479H/C360Y R510Q/R510Q
-3 ans,
v - transfusée
-5ans, -4 ans,
- trans. /5 semaines -non trans.
- traitement chélateur -Hb 9 a 11g/dl

- splénomégalie

« thalassémie majeure »  « thalassémie intermédiaire...

HENRIMONDOR N oo nir des houveau hés atteints.....

(B 41
10 2
2004 2003 03/2006
R486W/IVS1int 1 6>C R486W/N393S IVSlint 1 6>C/R510Q
v ‘} v
-2ans, -3 ans - 6 mois
-non trans. -non trans. - 4 x transfusée
-Hb 8 a 10 g/dI -Hb 7 a8 g/dl (Hb >7g/dl)
en amélioration » trop jeune

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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nenriMonbor  Biologie moléculaire du déficit en Pyruvate Kinase

Gene PKLR : 1921, 1725 nt de séquence codante, protéine PK-R : 574 aa

B domain Catalytic site F1.6 bP binding site
Site catalytique u ll l l
A | I i \VARRY, VI VI Vil IX X XI XIl
~~ 100 7 183 92 132 187 271 151 153 167 182 100
=— 1
| 1 | 1 |
:I\/_\HH \/ \/ \HHF\FH
| | R L Domaine B Domaine A Domaine C
1 nutants 14 7 17 17 23 32 29 13 29 10
V C domain (3Arg) (3Arg) (3Arg) (5Arg)  (5Arg)(4Arg) (11 Arg) (4 Arg)
liaison du F 1,6 bP ]
—
e — [

3 mutations fréquentes : E241X (ex 7) et Argb106GIn, Arg486Trp (ex 11)

Le diagnostic est fait par une analyse complete du géne par « séquengage universel » +
recherche de délétion par QMPSF / MLPA.

Trés grande fréquence des mutations « privées »...

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010



s @ ponmaax M. Site de liaisondu F 1,6 BP :
R MONE interface A/C interface et exon 12

activité Pk
Mutations chez les hez
(nal 5.9-8.1 UT/q Hb)

G364D 3.7-3.1
3.6
2.3

34/48
34
3.2

3/5.1
3.6

R5596 3.6
R569M/L 3.2

Site de liaison du FBP

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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HENRLMONDOR - Analyse in vitro de I'effet des mutations : 2 exemples

Vmax /substrat thermostabilité

A10- T | T T :- e T . Y : -

. g : E ) 100 ¢ =T . o o -

! o0 L it ﬁc U .. < <« nal
R510Q 08? nal'—; . 5 . %‘BG . = a A . . ) B .

ek P & Seol R510Q induit une déstabilisation
N < de I'enzyme
Sell 4 +R510Q £, +R510Q _ Zym

o] s 2 | ]

L A — I TR

[PEP] (mM) Time (min)
blood, 2001, 98, p 3113-20 R486W n'altére pas « in vitro »
A B les caractéristiques de bases
| rvj!;h\ WITIE 41 de I'enzyme
R486W ::: ,,  w E“\ ~. -0 |« R486W ,

_ < L, Y " 8=—e |« nal Fréquente
o 200 g 601 ; N .
§ 150 g Ilv & 16 / 54 mellles
> s 40 \ L \

Lo g * Oo. ‘_'\ Acti. Pk

50 - 204 ot ]

; 1% R486W 34 /48
(; 1 é 3 Rl 5 (; 5 16 11’: 2I0 2’5 3'O 4
[PEP] (mM) time (min) R486L 3.4

JBC, 2002, 277, p 23807-14

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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" Relation entre déficit en Pk et déficit en G6PD

Les fréquences des deux déficits + mixité de la population rend possible |'association des deux

Glucose
ATP NADP Hr
e :l _ NADPH:H
GOP  srrsrurerereseas » Gluconolactone 6P-» Pentose P pathway

Fructose 1-6 di P

Activite G6PD en fonction de C° DPG
—

triose P 0.12
; T
1,3 di P glycerate = @ 0.08

[a]
S
/ o
11 @ g 0,06 \
=
5 0,04
Phosphoenolpyruvate < —e
ADP s N 7 .
\ 7 7t Pyruvgge Kinase 0 : : .
ATP. w ¢ N 0 5 10 15 20
C° DPG (mM)
pyruvate

Le 2,3 DPG a un effet inhibiteur sur la fonction de la G6PD

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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HENRI MONDOR Patiente double hétérozygote PK / G6PD

Femme, originaire d'Afrique : Hb 10g/dL, VGM 98fL, sans Hb anormale

Etude des enzymes érythrocytaires

Analyse moléculaire

PK :3.2 (nal:6-8UI/gHD) c.1706 G>T Arg569 Met/Leu (ex 12) Hez

G6P:45 (nal:5.3-7.9 UL / g Hb) c.542 A>T Aspl81Val (ex6) G6PD «Santamaria » Hez
+ Asnl26Asp

2.3DP6:212 (nal:14 +/-1mmol /g
Hb)

Association d'un deficit en Pk partiel
+

Deficit G6PD hez ( classe II)

+

Inhibition fonctionnelle G6Pd par le 2,3 DPG

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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wenrimonnor  Association def PK + déficit en hexokinase

Premier enfant d'un couple caucasien asymptomatique, anémie hémolytique
d'apparition périnatale marquées (Hb 7g/dl), réticulocytose franche.

PK 4 (nal : 6 - 8 UT /g Hb) —> IVS4+106>T Hez

G6PD :9.2 (nal:5.3-7.9 UL/ g Hb)

HK :0.55 (nal:0.74-114U/gHb) —> ¢.1836_c.1836 del [50] (exo 12/int 12) Hez
1 Glucese

5 r
e . ATP f A
hexékjnase c NADPNADPH+H*

H ADP
LN e

Gsp ............................... - Gluconolac*one 6P — PeMose P Pn*hwaqf

¥
Fructoze 1-6 di P O

Déficit énergétique (def Pk + carence substrat)
+
PN déficit fonctionnel en G&PD

bPG lig & une car*e:n:e. de substrat

1. mutase oy
1,3 di P glycerate _._ Inhibitionpar le 2,3DPG

i
Phosphoenclpyruvate
Y
N . Hémolyse liée & une carence énergétique prononcée
ADP i Pyruvete Kinase +
ATP SN Déficit du métabolisme anti Ox
I Ay

i . .
r A

pyruvate Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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- Transmission recessive, maladie rare (34 cas décrit)

- érythropiése: hémolyse chronique +/- macrocytose
+ trouble neuromusculaire d'apparition progressives
+ mental retardation

+ tendance aux infections

Déceés avant 5 ans

TPI acti : 510 515 TPI acti : 530 650
nal 1000 to 1600 UI /g Hb nal 1000 to 1600 UI /g Hb
Glu 104 Asp/n del ¢.86-87 deltg/n Glu 104Asp/n  Glu 104Asp /n

O Q@ is
5 healthy CT i
children TP1 2200

Glu 104Asp / ¢.86-87 del tg healthy Glu 104Asp / Glu 104Asp

- prematurité

- Anemie néonatale (7 g /dI) - Anemie neonatale (4 g /dl) ,

ictere - Dysfonction neuromusculaire a I’age of 1 year
. : - Retard mental

- encéphalopathie

- infection

deces au 4 jours

Serge Pissard, SHIP, Marseille 2010
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