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Nom : &
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[ J’ai, &;fal eu durant les trois dernieres annees, une affiliation,
deg&mterets financiers ou autres intéréts avec un organisme
l@ﬂustrlel ou commercial de type : @
P . @
& 0 Rémunération / Bourse / Honoraires &
<
& 0 Orateur / Consultant &
o> O Autre : &
Q‘lz\ ,‘\\OQ
v &

Nom de l'organisme / des organismes

X Je n'ai pas de conflit d'intérét &
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Leséoeénemles hémolytiques
onstlgu‘honnelles de causes multiples
dévqﬁees par le sequencage haut-debit

a
o Q@&
30
& &
Q\'Z’ \\Q’
&%
& Dr Lamisse MANSOUR—HENDIL}
N
v PH - Laboratoire génétique Hopital Henri Mondor, Créteil, U@ Funalot
Q,Q
Equipe 2 IMRB : Transfusion et maladies du globule ggf‘uge Pr Pirenne
HUFITALE UNIVERSITAHES Groupe Pr BartOIHCCI Q% \\\ \::‘ i
PP & YT INSTITUT MONDOR
] & = MRB:-\_ DE RECHERCHE
= y 3 % M\%\\ BIOMEDICALE
HENRI MONDOR o

UNIVERSITE
PARIS-EST CRETEIL
VAL DE MARNE

&
HENR| MONDOR &oo
S
&
ASSISTANCE HOPITAUX P PEC
PUBLIQUE DE PARIS &
K2)

Connaissance-Action
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Les anﬂe*mles
hengéfyﬂques
corgsfltutlonnelles
r}\)
«  (AHC)
60
oc?\%
A\
ééOQ Exploration de patients AHC par
Cid technologie
i Séquencage Haut Débit (SHD) Dgficits | ‘ Anomalies

de la

Nombreux variants de signification enzymes

| embrane |
incertaine (VSI) identifiés nécessitant une GR \du GR
analyse fonctionnelle ’

° . e
RS -Elliptocytose héréditaire
@ﬁo - Sphérocytose héréditaire
°§o -Stomatocytoses héréditaires
P
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G Sang total Plasma,
A« - Cheveux 4
. serum, san
E q&“e ¥ . peau ' g
& m total
N sSHD
1\
& Courbe de densité desGR
X T e}b\
0@90 W Etude de la déformabilité du{SR en
R Y Variations de osmoscan avec LOI}QB%A
&% séquence dont Q
2 P Vs
,\@% Etude fonctlonqéﬁe variants |
v E Eemmmmmmmms)  PIEZO1 et KCNQ@ (collaboration

avec Rgsbcoff Dr Egée)

Mesure du cdﬁ“tenu en eau et mesure des
' ,@éntenus en Na* et K*

Aﬂglvse morphologique des cellules

Q)"o

- K
ARN proté .P roteine @  Mesure de variation de potentiel.
i roteomique toujours en test Ko Techni loyée est celle dite du CCCP
Approche classique " w it pour i1 S echnique employ
. . >

Résultats pour 25 patients <0 ) )
\Q@ Analyse morphologie des GR sur frottis
(\o}\" sanguin = ATLAS en cours de réflexion

P
&

@ - ...aucas par cas

m © < 4 OO Zz mMm T T©



&‘0

SFTS AH cons’&tutlonnelles
MARSEILLE Cas des assouagtfons complexes de plusieurs
@‘anomalles du GR

Dans notre laboratoire 30% gl% resultats positifs AHC
rendus avec plusieurs va@atlons d’intérét

Quelques exempleg;‘
1 patient beta-thrﬁlassemle majeure + stomatocytose

héréditaire doei"}\ydratee + elliptocytose
<2
66
1 patlenge S/S + stomatocytose héréditaire déshydratée

@
Q@

&
J©1§at|ent GARDOS +VSI PIEZO1
q/g‘b
Tous ces cas restent indétectables par les seules études
phénotypiques incapables aujourd’hui de détecter ces
associations
Seul le diagnostic moléculaire via le SHD peut les mettr,

évidence s

en

\,

On ne voit que la partie émergée de I’|ceberg,<¢ﬁjs
fréguent gu’on ne le pense 3
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Hemoglobin C trait accentuates erythrocyte dehydration in

* Beaucoup de publis sqﬁapha thal  hereditary xerocytosis

0 Elizabeth Yang', Erin B. Voelkel?, Kimberly Lezon-Geyda®, Vincent P. Schulz®, and Patrick
et beta thal @&
* Sur SDM et GGP@a
 Sur variants |;H5 et SDM A NEW B°-THALASSEMIA MUTATION (CODON 102, AAC>ATCAC) IN

COEXISTENCE WITH A HETEROZYGOUS P4.2 NIPPON GENE

. EII|ptocytqu et alpha thal,

elllptocyztose et déficit en PK et &
LS Lo — . . W
defquen GGPD journalhomepage.www&e'@%
. OOSEA et thalassémie Lete o the Editor &
R/l Com:urnentﬁ%-thalassaemi.a‘trait a[!d ) @@0 Mark
(] Olns mals de plus en plus Sur S?u‘(hel.:stﬁsu‘a;;0valpcy(t:sns;ssocm(edwu(l1
‘],Q ] clinically significant iron loading
PIEZO1 et SPTA1...SH, SPTA1 et trait @6"
&
beta thal &o\,)\@ N EDlTORPrdIIIrBlnod('nmrlﬂls:bl:lﬂ“l—lbal
 |lyaenaurade plus en plus avec les T g A o Crer r e oy
. . 1, ®
pathologies de membrane depuis <&
o e . . O\
"utilisation du NGS dans la prise en s
P . Com&ntance of Hereditary Elliptocytosis and
Charge dlagnosthue de Ces q\)lx@nonalHemoglobmHDlsease
pathologies <

o
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Nomenclature Nomenclat=re Exon statut gnomAD AF % littérature Predictionin Classe

nucléotidique Protéique silico ACMG
SAT Ali O
Beta thalassémie majeure avec th&?mboses +++ splénectomisé en 1981, thrombose portale en 2006, sous EPO (arrété) et hydrea,
transfusé toutes les 4 semam@& sous Xarelto depuis 2017, inclus dans essai clinique sous luspatercept en 2018 (antagoniste TGF
beta) gépws et arrété en 2018, depuis thromboses a répétition malgré 'anticoagulation
PIEZO1 c. 6056@9A p.R2019H exon 42 hétérozygote 0,0013% (2 ND délétere 3
&P htz/77522)
SPTB @59C>T p.P920L exon 14 hétérozygote ND ND délétere 3
SPTA1 ’\‘6531 12C>T hétérozygote Ittiwut et al R
° 2018 \5@’
HBB (2 €.92+6T>C Intron 1 hétérozygote & 5
HBQ@ c.315+1G>A Intron 2 hétérozygote ,;\e}w 5
X9 >
o® e
P o
Q@ &
Qq:\ ‘O(\
Vv Malgré la transfusion récente (1 mois) et la 6‘)6\\
100 ; , 5 GEO,
persistance d’HbA a 65% O
%0 \ \ Cellules denses  [-=— &QJQK CO m p I exe d e
R (densité > 1,1) <
2 0,7 N \
g0 SAT Al N conclure a cause des
3] Omin =116
rh 0,5 Eimax = 0546& transfusions itératives
S0 Ohyper = 3@
%0% Aire = 14&
s 0,3 o
fo: e&
S~ NS
50 S
305 0,1 .
: S
ém - N
f‘o _____________ -01 0 200 40@ 600 800
0 —SAT Al

¢
)
2
)
Iz
)
2
i
D,
3
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AH cons’&tutlonnelles
Cas des assouagtfons complexes de plusieurs
@“anomalles du GR

P ‘%

6@

MIL JP

o

&

Anémie hémolytique %@?%énitale avec une surcharge en fer +++ identifiée comme GARDOS,
fibrillation auriculaire, hi’stoire familiale AD, 1 fils avec méme profil phénotypique porteur KCNN4

\~>° R352H +/-
KCNN4 e%f%SSG>A p.R352H exon7  hétérozygote ND délétére 5
PIEZO1 6\0 €.3629C>T p.A1210V exon 25 hétérozygote 0,007% (13 ND bénin 3
& htz/92310)
O
6‘2’/\ IZ;:__'_'_'_’BR-\
t-test p=0 00146@@ &
Sur 3 ans (\Q 7 \\ \\
@ &
0<< E: S
¢ 3 oK
68u rbe de A ine T
W
Fdensité en o pr ettt
gradient de PIEZO110, 21% collalss denses
phtalates :
JP a deux =
fois plus de Sz
Cel | u Ies ;é &o\ MIL JP 2018_JO MIL Rom_2018_JO e \||L JP_2020_JO
denses que Z; Q\S\(\ep e il Rom_2020_J0 e | ES_Sy|_GARDOS A322V
M 10 (\ . .
son fils ; <®  Profil osmoscan : Omin normal chez JP =

Q
"“ ‘" - - - y o ‘ “‘ .\0 14 . .
RM_2020_GARDOS_KCNN4R352H_JO_12% © resistance Osm0t|que normale

700
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VGM = 102 @G
&
»\{o 2019-06-20 | R352H Gardos and Piezo1 mut. pats. | A23
Projected cell area - B}gtogram
Gardos Patients 2P/06/2019 40 1

R35

20 A

s -20 1

—— Control

—— Patient 1 (Father)

40

60

100

120

—— Patient 2 (Son)

-40

-60 A

-80 A

Pat1 - R352H Gardos, Father
Pat2 - R352H Gardos, Son
Pat3 - Piezol mut.

0 60

—— a1 |nR|Ctrl |10 uM
— a2|nR|Pat1|10p
—a3|nR|Pat2|‘I

t|

Ré187

23187

Non hpp ed control cells were

withdra

at Roscoff on 18/06/19

120 180 240 308(Q 360 420 480 540

nR~
154 mM NaCl
2mM KCI

Compounds:
[uM]

Surface des cellules plus importantes chez les deux patients % témoin gaals avec des cellules plus

petites pour le pére. Pente de repolarisation moins importante pou‘gejﬁe pere % fils, reflet activité

cationique non sélective moins importante chez le pere »@‘

N
' R352H mutation « gain de fonction » ,\o@b

Les différences constatées entre le pere et le flls,<f‘tous les deux splénectomisés) sont
probablement duesal association chez le pe;é du variant PIEZO1
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PR
NOUB TCHA &

Patiente S/S gravissime, maladi@eﬁémolytique tres sévere avec une expression faible de de I’hémoglobine
N
© foetale et 30% de cellules denses.
Transfusée 7 a 10 fx don@%%ertains épisodes sont reliées au paludisme. Une seule fois elle a présenté une
igtblérance a la transfusion avec apparition d’cedéme de la face
Drépanocytose S_.,‘i(,‘mb de base a 5 g/dI, profil hyperhémolytique. Pas de deficit G6PD. Pas de carence
vitaminique ni mgg@ﬁale. TCD vérifié négatif. Traitée par Siklos®+EPQ. derniéres transfusions le 30/04/20 et le

Q . . , . 4
s 30/03/21. Syndrome de Li-Fraumeni muté TP53 associé N
PIEZ01 .o  c.5089C>T p.L1697F exon 37 hétérozygote ND ND délétere & 3+
PIEZ01.2" ¢.1031C>T p.Ala344Val  Exon9 hétérozygote 0,0034% ND bénigS 2
SPTAY ¢.3064A>T p.Aspl021Val Exon22 hétérozygote 0,040% ND Non %ﬁausifs 3
.AWB c.20A>T p.Glu6Val homozygote (g\‘\@} 5
B ‘\'u
susgafh st 55 v vt e
@ : , : ——r g
(1;\ \\ \ . (\(Q 2 2.01
q/Q \3\ \ NOU TCHA Ste S/S + PIEZO1 \)C}\'o Il Control
Kob 1.5 = s

B SS + Piezol variant

K R
Q)
b N

o
[
1

o
o
I

LT
/
I
|
)
H
A
o
Q)
Intracellular water ,g H,0.(g d.c.s)™
g

: / © AN
\\'\. 1L \ O NOU TCHA & o
\ \ \\ i Y 5O Omin=116 ¢ 5
i NS ; A
o B MHY OARY KO Eimax = Q%

\\ \ \ \ 0,356 "
£l \'5\0 A Ohyper = ,
. | & \\ 336 hémolyse +++

30% cellules denses ; » = &2 “ K o =| Aire=824

Diminution du contenu =
—— ==—See J ’ déshydratation +++

portions d'érythrocytes dont la densité est supérieures a a celle testée
LT
|
|
(\y
L.

Q

(\}
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» Différences fines vues sur Qgﬁams parametres de tests
phénotypiques utilisés %n post -SHD

* Associations non detéttees d’emblée en pratique de
routine courante @E ces tests

* Limites liées a\a\« juste » controle (normal et positif - =
parfois mtraa“‘famlllaux intérét +++ étude génétique
famlllal®

. lengés lies aux transfusions itératives (cas beta
théfassemle)

"6°Pas d’outil miraculeux pour étudier la fonction des VSI
(,9‘1'\ méme dans le monde du GR

*  Encore moins pour les associations de variants
*  SHD outil trés puissant, utile et efficace dans ces

pathologies <
* Mise en évidence de beaucoup de VSI, gu’il faut au ,@.{e’%
maximum classer a I'aide de techniques locales reorlente%s
(densité) et via des collaborations, en attendant desice,/\o
plateformes de génomique fonctionnelle @"’qu

N
&°
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Un grand merci

&
Equipe 2 Pr Pirenne, IMRB, Crg’i‘%il

Groupe du Pr Bartolucci : Nigblas Hebert, Laura
Bencheikh, Laurent Klge&;ﬁﬁlm Anh Nguyenpeyre...
Service UMGGR : mﬂgb?neres infirmiéres de
coordination (Cec@é’Aubrun et Caroline Naze), tous
les praticiens et«%rtout Dr Clara Noizat, Dr De Luna,

Pr Habibi, Drﬁartlno
<<*’°°Q

Lenserg@%le du personnel technique et médical du
Lab\e?atonre de génétique et biochimie Mondor :
ChFistine Gameiro, Céline Latouche, Anne Perron,
Valérie Ortonne, Dr Stéphane Moutereau, Christophe,
Sylvie, Suzel, Dr Ariane Lunati

LU'ensemble du personnel technique et médical du
Laboratoire d’Hématologie Mondor : Dr Bouchra

Badaoui, Dr Violaine Tran Quang et tous les autres

§<\
Merci au personnel du centre de tri (L2E) du GH Henrlo%
Mondor &

dakfu
muchchakkemm =

& V|naka»~“aﬂkij sobodi kﬁnkun g

h 1ka ta

“’dekun gzt Mepcu
—Ianemm s dm!ch P

angalu

IJ?IY

Iesekku edenm : weldn Z g

ngiyabonga.E m
: i lenma kasih sdisan

HIBH}I =300rigado==.

e iy -=SE[]U|U"

IS 2

0 ra|hh mah aualE i

cnacubo

Em acil
Cﬂ

Co-auteurs abstract :

Sihem Tarfi, Bouchra Badaoui, Gonzalo de
Luna, Clara Noizat, Abdelrazak Aissat,
Christine Gameiro, Emmanuelle Faubert,
Véronique Picard, Stéphane M%wtereau,
Caroline Makowski, Claire qu'ro, Frédéric
Garban, Amna Jebali, Pablo Bartoluca,
Benoit Funalot et Fredeffc Galactéros

@'0@

Dr Stéphane Ege@t son équipe
CNRS / Sorborl,)a% Université
Station Blolgglque de Roscoff

%l
@
o

0"0

Pr @alacteros et Filiere MCGRE

«B’r Funalot

(%}



XX S
MARS:
iy RS NGRE
6 E
e E
U PHARO 021
, Q
6oc’}\‘o°®®®®
@Q&o
G‘e@ ’&O&G
. ‘06@
b‘é@ﬁ
. 00&0\\?
oé\o(\%,bo@\
/\ﬂ"”oé\
Q'?Q’b@

. Q&QQ

©%°éé\®
S
.\@'
\0065'\6@}6\
’b&e}
. @Q’Q
D GQ
&
&
\QJ‘QJQ&O
& <
&é@’{@%@
. (\Q)«OQ(O
@"’(@\} |



XX S
MARS:
iy RS NGRE
6 E
e E
U PHARO 021
, Q
6oc’}\‘o°®®®®
@Q&o
G‘e@ ’&O&G
. ‘06@
b‘é@ﬁ
. 00&0\\?
oé\o(\%,bo@\
/\ﬂ"”oé\
Q'?Q’b@

. Q&QQ

©%°éé\®
S
.\@'
\0065'\6@}6\
’b&e}
. @Q’Q
D GQ
&
&
\QJ‘QJQ&O
& <
&é@’{@%@
. (\Q)«OQ(O
@"’(@\} |



&

SFTS Méthodologié : ressources locales

‘ S
XXX® CONGRES &°
MARSEILLE &
24-26 novembre 2021 \\
PALAIS DU PHARO KQQ
0\'@
S

, , & . . . e 5 .
Mesure de la densité érythrocytaire au laboratoire de biochimie, Henri Mondor
Technique du gradlent de phtalate selon la rQé(thode de Danon et Marikovsky 194 rev r Bartolucci et a/ en 2012

Courbe de densité GR Patient
PIEZO1

'q’rmission Dr Noizat '3 S S S @5”{3 teﬁee: ‘: ‘: b\
@ 9 oY R
Q)

6
Mesureaie la déformabilité des GR en gradient osmolaire : osmoscan avec IzﬁRRCA

(\\Q’ Normes sur 17 témoins

C Osmoscan LORRCA PIEZO1 Q)Q sains
2 S
S S &)
O 4 c & Omin [127,26;152,85]
q/gql ae 2 O Ohyper [422,27;486,67]
S 04 Y Aire [168,06;184,51]
5 §° Eimax [0,6117;0,6253]
Camera = G k@
— - =5 &
Rotating outer cylinder (cup) \
” ST x -0,1 & .

9 0 500\ 1000

£ Osmolag@mOsm/kg i
Medicine B} %0 :
Characterization of Sickling During Controlled Automated Deoxygenation with Oxygen Gradient Ektacytometry \Q
doi: 10.3791/60213 Published: November 5, 2019 \'%
Minke A.E. Rab'?, Brigitte A. van Oirschot?, Jennifer Bos?, Celeste K. Kanne?, Vivien A. Sheehan?, Eduard J. van Beers?, Richard van Wijk* &O\ & i i)

«O\}o_, https://rrmechatronics.com/product/rbc-2/lorrca/
0\(\
O

oo"(b
&°
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UTRECHT
Pr Richard van Wijk

HK1 60
.\o_,‘b
VSI STOP homgz{gote
Déja decrthdéns papier
BIH @
O\Q
@res activité
®'nzymatique HK-R
normales Western blot
HK-R, pas de formes
protéiques anormales,
Km légérement
augmenté sur ATP non
significatif?

Demeure un VSI

Q,

<L

1"

{Q

a

Méthodologie : Rg%eau collaboratif = ressources

Dr Betty Gardie
EPO

Mutation point de
branchement
intronique

Deux familles avec
polyglobulie
congénitale

IPS, RNAseq, étude
glycosylation EPO faite
a AFLD (agence
francaise lutte contre
le dopage)

Envoi produits de
saignées

externes

FONTENAY AUX
ROSES
Dr Zahra Kadri

GATA1

1 VSl faux sens
hémizygote ND dans
GATA1 chez 1 patient
avec anémie
hémolytique et
thrombopénie

Cultures de CD34+
montrent un probléme
au niveau érythropoiése

mais tous freres méme
BP sont porteurs du
VSI....

ROSCOFF
Dr Stéphane Egée

PIEZO1 et KCNN4

Etude fonctionnelle
électrophysiologique de
variants PIEZO1 et
KCNN4

Collaboration fructueuse
résultats pour 10
patients KCNN4 et
PIEZO1

1 publication acceptée a
AJH sur un cas de Gardos

1. Mesure du contenu en eau et
mesure des contenus en Na* et K*

2. Analyse morphologique des cellules

3. Mesure de variation ei@ potentiel.
Technique employegc'ést celle dite du
CCCP @°

AV, =—-615
@

Gey

Permission Dr Egée
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401 QJ\ 2019-06-20 | R352H Gérdos - Pat1 - Father | NS309
0\' 2019-06-20 | R352H Gérdos - Pat2 - Son | NS309
40
20 4 (e)
23187
& 0
.
o . C 20 Nsa09
] i »
E pere 0
INS30), uM:
2 -20 2 ° T
> v 10
fils s z (8 cu
40 3 20
- >
40 10
60 “0 |50 Pa2

Pat1 - R352H Gardos, Fat o
Pat2 - R352H Gardo; @u@
g0 - Pas- P.ez&

Y T T T T T T T T T T
0 60, 0 180 240 300 360 420 480 540 o 60 120 180 240 300 360 420 480 540 o o ol " 20 30 0 40 4w S0

\>\ time, s nR~ time, s n time, s R~
9 154 mM NacCl . E— Lo mht et ! 154 v Nacl
- ! — 2mmKCl
5&‘ 1R G110 WMAZSIET ey ps s 2™ —— a6 |nR | Patl | 100 NS209 compounts 71 R | mats 100 Naa0s
€0~ a2imR|Patt 104 o R D B IR | ol L cam SR Pz | 100 NeX compos
a3|nR|Pat2 |10 uM A23187 M) —— a9|nR | Patl | 50 NS309 —— b1|nR|Pat2 | 50 NS309

—— b3|nR | Ctrl| 10 NS309
—— b4|nR| Patl | 10 NS309

—— b3|nR | Ctrl | 10 NS309
—— b5|nR | Pat2 | 10 NS309

(%)
rb\"o
&
\’0 Mutation Omin Eimax Ohyper
B Q 2018/2020 2018/2020 2018/2020
O MIL_IP KCNN4 137/14@Q 141,6/140 0,534/0,53 390/388
%0 R352H +/- i 2
et PIEZO1 Q
r\© A1210V+/-N <
SV &
q, MIL_Rom KCNN4 C}\' 118/120 (J1) 140,3/133, 0,524/0,50 379/379
R352H+66 9 7
N
LES_Syl = ngd% 62 139,3 0,523 381
« témoin 2V+/-
positif » \s\é
O
Normes (17 127,5; 166,79 ; 0,606 ; 416,33 ;
sujet SgiR) 151,5 182,79 0,634 488,33
é@g{'prétati Omin Eimax Diminution
Lon diminué diminué = Ohyper
*\\,% chez fils et diminution identique =
KO « témoin dela déshydratatio
%b positif » surface et n
NS mais normal dela
&O chez pére = déformabili
(7N résistance té
\‘)\(\ osmotique
Q normale
N chez le pére
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&
6. Mise en place d’un resea{é&%ollaboratif
&6\\'@

2. Cas des etudeS/ePes variants PIEZO1 et KCNN4 avec le Dr E%ee a Roscoff (Publlcatlon AJH

a2+

letter to edl(t;f)r 2021) =

Q 2
* Low Vi (—~ L 7
2C|\Electroneutra|carrier Gardos

K

o ((;@*'a‘

66 Cl \\
e \
R AN
& ) Ca?* Na
<@ NSC S
X2 )
oc‘)\Q o, )
%) 100 uM =
'\© Jacob-Stewart
Q/Qq, Cycle 0
H,0 + CO.
1R 7 10 & 100 uM
N NS3623,5
HCO, + H* ;
oo B ; Q)@Q
\S‘

Courtoisie Dr Egée Exploratzgon de 9 CI
Confkefhatlon effet délétere

pO&ﬁPT 5 mutations (2 KCNN4
’@% 3 PIEZO1)



