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Sénescence des globules rouges induite ex vivo par
les plasmas de patients Drépanocytaires :

corrélation entre les marqueurs et conséquences en terme d'adhérence
durant les événements aigus de la maladie
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Modéle d' eTude la maladie drépanocytaire

&0 Hemclng::gbin S Hemolglobin S
, solution polymer
> Dl"epCanCYTOSe : hemoglobnqé%a'rhle = mutation, position 6 B-globine 0 80 88§§
= Production d'une HbS anqgﬂale = polymérisation = rigidité / fragilité des GR :@g ggg
0
* N durée de vie du g& * adhérence aux parois vasculaires N 89989:
&o S goes
0 50
Qogg ggg
> Conséquences clmu%&s de la mutation : i 860
0 0
= Atteintes ch @'ﬁlques J ik o g8®°
E : cells Oxygenated Deoxygenated
Vaso-occlusion
* anémie P{éﬁ'\oly’nque + risque infectieux (asplénie fonctionnelle)
. D’ap(és Steinberg
= Com y‘éa’rlons aigués 4 Kg\\"’
* grises vaso- -occlusives (CVO) douloureuses ‘ ¥
c? = infarctus (zones osseuses ; tous les organes)
<<@° hémolyses sévéres <
29 L
\Q; ~
%%Surmon‘rer épisodes aigués : transfusion de CGR phénotypés é{@@
Q,Qq’ * apport d'HbA = diminuer le faux d'HbS 05\\00
* corriger une anémie brutale, sortir de crise, intervention chir. Q@b
2
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> Equipe de recherche EFS /Inserm = étude des complucaTnonsgg la transfusion
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Sénescence des globules rouges (AA) transfusés SFTS
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Q,@Q) Contexte transfusionnel : v" pro-inflammatoire
& v’ pro-oxydant
Tra\oig?uswn - /’ - radicaux libres
K de CGR -7 MODIFICATIONS .. - cytokines -
w |]|]|:> ALTERA:TIONS - Hb libre, heme-....
- p& SENESCENCE

Ca?

& .
AV e Impact de I'dge du CGR

60
6%0 e Patients transfusés,
{b(\c” contextes cliniques étudiés :
\'@Q - Drépanocytaires
v - Sepsis sévere
@@0 - SHU
N
v
(1/

Chadebech P, Transfusion 2009*, 2016, 2017

Burin des Roziers N., Transfusion 2011°°, 2015 (%] P
, (1) PHAGOCYTOSE * (2) EAETEURS DE LYSE (3) ADHERENCE

Moh-Klaren J., Transfusion 2017 , oo

\&ASMATIQUE (la présente étude)
Roumenina L.T., Am J Hematol 2020°° @ P
Domingues-Hamdi E., Blood Trf 2021 &0
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PROBLEMATIQUE / OBJECTIFS DE L'ETUDE
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N .. o & S :
e Objectifs principaux i e Objectifs secondaires
@
= Valider la sénescence des GR plagﬁg’-indui‘re sur 1 large cohorte = Conséquences de I'apparition de GR (AA) sénescents ?
= Caractérisation approfondie Q@? GR sénescents = Contribution aux événements occusifs chez les patients
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\"00 . . N\
D Prélévements patients / donneurs Co-incubations : o e
Etude SCD-TRANSFU i 6R de poches /plasgms !
(ANR 2012-2016) T u & ~ (.

Coh&@e patients drépanocytaires SS adultes H . ’ @@ @
Qqﬁ> suivi transfusionnel (694 inclusions) Sérotheque @ '@ @

e 312 cas individuels, 27 DHTR documentées

«0 Mise en contact

o
= indications cliniques e ‘Q24 48 heures a +37°C
e protocole transfusionnels (PT), chirurgies, "\0 @
D)
e crises algiques, CVO, STA, HTR, femmes enceintes \2 )
AnglJses : e Sénescence par marquages C.flux,
.,\@‘ e Rhéologie, densité, résistance osmotique, ....
&° o Adhérence en flux sur Biochip
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PROBLEMATIQUE / OBJECTIFS DE LETUDE
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e Objectifs principaux i e Objectifs secondaires
@
= Valider la sénescence des GR plagﬁg’-indui‘re sur 1 large cohorte = Conséquences de I'apparition de GR (AA) sénescents ?
= Caractérisation approfondie Q@? GR sénescents = Contribution aux événements occusifs chez les patients
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e Exposition de la phosphg#idylsérine (PS) a la surface des GR sénescents
\)%
. o . . rd K . Vd
= PS ex‘rernql(u\gé: prothrombotique et attractif pour les phagocytes /cellules endothéliales activées
>
. Q\ ] v . . . . / . /
= contribupe a 'anémie + complications ischémiques dans la Drépanocytose
Q
O
. %\\ 4 . . ] . N .
= sugﬁﬁa une cascade d'événements, qui suit I'augmentation du Ca?* intra-globulaire.
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QQ} Simon R. and Le%&‘L. PLOS Comput. Biol. 2021
Q{OQ Walud R. etg&%cient‘ific Reports 2020
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Résultats (1) : Sénescence SFTS

&o&v XXX CONGRES
e
v' Cinétique d'apparition des mar'queur'gcﬁur'an‘r la sénescence plasma-induite des GR (AA)
&
6\\{0
S
RS
Taille des GR ‘@xposwlon de PS Influx de Ca?*
(FSC GeoMean) \.\}o@" (Annexin V FITC) (Fluo3/AM)
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= Controles négatifs préalables (déja publiés), non-représentés ici : e GR co-incubés 24 e‘r-eaéh a +37°C sans plasmas

* GR co-incubus 2%@1‘ 48h face aux plasmas de donneurs sains
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Résultats (1) : Sénescence SFTS
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v' Cinétique d'apparition des mar'queur'gcﬁur'an‘r la sénescence plasma-induite des GR (AA)
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= Contréles négatifs préalables (déja publiés), non-représentés ici : e GR co-incubés 24 e‘r@éh a +37°C sans plasmas

e GR co-incubus 2%@1‘ 48h face aux plasmas de donneurs sains
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Résultats (1) : Sénescence

SFTS
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v' Les marqueurs de sénescence p/asmgé?%a’u/r‘e des GR (AA) issus de CGR sont corrélés
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CONCLUSIONS (1)
Qé\\f”
&{b .\\\@'
&P \Q}b
. Img&%‘r des plasmas de patients drépanocytaires sur les GR (AA) issus de poches ®g§\°
& ’ W

.'é,@(( = sénescence des GR (AA) : marqueurs spécifiques, apparition séquentielle (Taillquﬁ@ PS+ 2 Ca?, ROS 7)
9 @

()
2 &

@Q
)
S

S

@ = marqueurs de sénescence corrélés 2 a 2 &
v ©
(L 11 / / / e/ N / Vd . Vd . . 0- /7 /7
= “"grade” de sénescence détecté = lié a la sévérité clinique du plasma cgasr‘SIder'e v’
Algique



Résultats (2) : Adhérence

Shear stress
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Transfaision -
. 7
J¥e CGR ///Hb . MODIFICATIONS ...
// ALTERATIONS ....
e - SENESCENCE
7

Programme

-0,5 dyne.cm?

-2 dyne.cm?
-5 dyne.cm

-

Circulation des GR
(5 min.)

Lavage #1
(5 min.)

@
@
(]

Lavage #2 Lavage #3
(2 min.30) (2 min. 30)

CelliX Vena8

® <

TSP-1

®) ,
:& (3) ADHERENCE
Pas d’adhérence GRen fluxée)(o GR adhéré
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Résultats (2) : Adhérence SFTS
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e TSP-1et adhérence des GR &
0\
= vieillissement enog@ches de sang: 7 adhésion des GR a la thrombospondine

= patients Dreg\d?no durant crises algiques (CVO) =» augmentation du taux en TSP-1 plasmatique

q)‘b
Q
e Canaux memb,gﬁnalr'es régulant la physiologie des GR
xQ°
= Q&r'dos (KCa3.1) : e canal régulant I'efflux de K+ / conduit a la sénescence des GR @\
fst??senj et al., Blood Adv. 2021

"o . .
a e activateurs : TRAM34 et Senicapoc SKlei TR. et al, Blood Adv. 2020

o )
‘®<<*Q’ {\\e}\ Kuck L. et al., BBA 2020
N
5o : , : e i
S = Piezol: e canal mécanosensible ; entrée de Ca®* dans les GR o ¢
© . . ’ . &Rogers S. and Lew V.L., PLOS Com. Biol. 2021
N
& e activation par Yoda 1 = déshydratation S Kiei TR, et al, Blood Adv. 2020
06\\’ Calahan S.M. et al., eLife 2015
g
&

= Gardos et Piezol : possibles cibles thérapeutiques pour controler I'P/\\gaﬁ’éos‘rasie du GR



Résultats (2) : Adhérence SFTS
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'Q,%
v Les plasmas de Drépano. induisent |'ghérence en flux & la TSP des GR (AA) rendus sénescents
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Résultats (2) : Adhérence

SFTS
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v" Mesure des forces d'adhérence des GR{AA) rendus sénescents
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Résultats (2) : Adhérence

SFTS

v Modélisation /n vitro: effet d'ac’riva’rgér's du canal Gardos sur I'adhérence des GR « natifs »
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CONCLUSIONS (2)

>
<
o Plasmas(\@@gba’rien’rs "en phase aigué " affectent I'adhérence des GR (AA)
>

@ adhérence : TSP1 +++ pour CVO compliquées de STA

&
&
oewgﬁquer la deshydratation des GR (canaux Gardos) = inhibition d'adhérence &6\
Q} ’ . . . . @9\
Q{Z}(\Q’ e Conséquences physiopathologiques pour les patients en post-transfusion e v
' , {Q
é){é@ = idem aux GR SS Drépano. denses durant les CVO @Q(b
O
@% @%erto G. etal., AmJ. Hematol. 2016
(L&'\ o Partenaires moléculaires qui régulent /médient I'adhérence ?  Sakotoson M.G. et ., Orphanet J Rare Dis. 2015

6\}
= CD36/6GPIIIb .. ? Non, car les GR CD36 (-) adhérent a la TSP @Q@

= intégrine a4pl ... ? Non, car exprimée sur les réticulocytes uniq@%en‘r = absente dans les CGR !

= Annexine V recomb. ? Non ! ée;’o
= anti-CD47/IAP natif ou anti-CD47 oxydé 2D3 ... ? Résu@iﬁ‘s non concluant !
&
\)0.)



SFTS

MODELE : SENESCENCE EX VIVO DES GR (AA)
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Gardos

H,O

GR (AA) donneurs "NATIFS”

D’aprés Danielczok et al. Front Physiol. 2017
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caZ+

o

Mechanical stimuli

Hereditary xerocytosis
Sickle-cell disease

Piezol
X2
Q}b\
XS
&
Gard QQ;O
ardos \@\\
Senicapoc + Q
TRAM-34 K* K* <@
(QQ
n n 74 O QII n
GR (AA) donneurs "SENESCENTS GR (SS) drépand®”DENSES
0\.}
«06
Chadebech P. et al. (vol 11) 963, 2021 Q@'Q Di Liberto G. et al., Am J. Hematol. 2016
- ,\O\,}\ Rakotoson M.G. et al., Orph J Rare Dis 2015
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Modélisation de I’adhérerg:e

%Q)

* Modélisation ZDdU flux a travers les capillaires sanguins:

y ® . 6o
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© 8. = N
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Les hémolyses retardées dans la Drépanocytose SFTS
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@
Q,G
2
R\
Tra\d%usion
@bde CGR )
NS J8...J15 Mauvais rendement
Hémolyses a bas bruit ..
”H |::> Y |::> Pronostic vital
Hémolyses retardées séveres Impact sur la maladie

Déces avec choc, CIVD

6 % des causes de déces 8\@
Patient transfusé — S
Habibi A. ASH congress 2021 \i\\'
&
)
N
R
Q@
2
Hémolyses anticorps-dépendantes Hémolyses sans anticorps détectable
- A fat Incidence : o
¢ Antlcorps.. d'allo-immunisation 42 %/ OTE 6\‘rchadebech P, Transfusion 2009
e Auto-anticorps e 70 < % 20 0
6,8 % / patient &Q Jusqu’a 30 % des cas
Noizat-Pirenne F., Vox sanguinis 2015 \’)\Q’
Ibanez C., Transfusion 2016 ) S l
Habibi A., Am. J. hematol 2016 Narbey D., Am J Hepgatol 2017
Chadebech P, Cyégﬁne 2020 Sénescence accélérée ?
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STRESS OXYDATIF Processus de sénescence du GR

DEPLETION EN ENERGIE
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Processus de sénescence du GR

Sialidases
X o5

« Clustering »

Band 3 Sialic acid
@
Auto-Ab * = S
)
$

ACTIVATION / / /
FcyRIT
A

/

Okazawa et al., 2005
Lang & Qadri, 2012
Lang et al. 2006



Détection du mécanisme de sénescence
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O - SHU
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S FACS Canto II, BD
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Chadebech P., Transfusion 2009%, 2016, 2017 FLUO-B%
Burin des Roziers N., Transfusion 2011°°, 2015 ‘
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Calcium influx
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Mécanisme de sénescence du

PS-exposure (%)
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Résultats (1) : Sénescence SFTS
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v' Cinétique d'apparition des marqueurgcﬁur'an‘r la sénescence des GR (AA) issus de poches
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= Controles négatifs préalables (déja publiés), non-représentés ici : e GR co-incubés 24 e‘r-eaéh a +37°C sans plasmas
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