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INTRODUCTION

Les anémies hémolytiques sont un ensemble de pathologies de diverses origines
comme les pathologies du globule rouge qui résultent d’'une augmentation du taux de
destruction des globules rouges (1). Ces pathologies ont pour particularité une
transmission essentiellement d’origine héréditaire (2-5). En effet, il a été retrouvé
des altérations génétiquement déterminées dans les protéines de membranes et

celles responsables de la catalyse érythrocytaire (3).

Parmi ces pathologies héréditaires figurent les hémoglobinopathies avec la présence
d’'un variant inné de I'hémoglobine anormale pouvant étre a [lorigine des
thalassémies et du syndrome drépanocytaire (6). Des anomalies au niveau de la
membrane sont également identifites comme la sphérocytose héréditaire,

I'elliptocytose familiale et bien évidemment les enzymopathies (7).

Concernant plus précisement les déficits enzymatiques, ils présentent une trés
grande diversité sur le plan clinique en raison de leur grande variabilité sur le plan

moléculaire (2-5).

La découverte de ces déficits enzymatiques date des années 1950 par Selwyn et
Dacie qui déceélent le phénoméne d’hémolyse intra érythrocytaire chez les patients

atteints d’anémie chronique hémolytique non sphérocytaire (CNSHA) (4).

Physiologiquement, les globules rouges ou érythrocytes posseédent un métabolisme
dépourvu de synthése protéique, lipidique et de mécanisme de phosphorylation. Cela
explique que les déficits enzymatiques ont un effet accru lié a l'absence de

mécanisme de compensation au phénoméne de glycolyse chez I'érythrocyte(4).



La glycolyse correspond au catabolisme du glucose plasmatique par le biais d’'une
cascade réactionnelle en chaine entrainant la production d’énergie sous forme de
phosphate appelé adénosine triphosphate (ATP) et d’autres équivalents réducteurs

sous forme glutathion (GSH) (4).

Parmi les déficits enzymatiques se distinguent 2 grosses entités, le déficit en
Glucose 6 phosphate déshydrogénase (G6PD) et le déficit en Pyruvate Kinase

(PK)(5).

Ces 2 déficits enzymatiques sont bien décrits dans la littérature avec des tests
efficaces et robustes pour les diagnostiquer. Toutefois il reste une difficulté majeure
de diagnostic chez les femmes déficitaires hétérozygotes en G6PD avec un risque
de sous-évaluation diagnostique (8). Pour y pallier, un ratio a été mis en place fondé
sur les données de la littérature prenant en compte le taux d’activité en G6PD et en

PK (9).

L’objectif de ce travail est d’évaluer la pertinence de ce ratio chez la femme en le

mettant en lien avec le génotypage de la G6PD.
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PARTIE 1 : Généralités sur la G6PD et la PK

| — Déficit en G6PD

1) Définition
La G6PD est une enzyme jouant un role essentiel dans le métabolisme cellulaire par
une action anti oxydante (10-21).
Elle permet la transformation de NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate hydrogéne) a partir de la NADP (nicotinamide adénine dinucléotide

phosphate) en utilisant le systéeme de pentose phosphate correspondant a la voie

alterne du systéme de la glycolyse (10-21).

Embden-Meyerhof pathway Hexose monophosphate shunt
Glutathione
i o
L hexokinase
ADP NAD P‘ NADPH
[_glucose -6~ phosphate] IG phosphogluconate]

|somerase
[fructose-6-phosphate)
ATP
ADP

[ fructose-1, 6-diphosphate]

phosphofructokinase

L aldolase
"

I glyceraldehyde-3-phosphate I

HbFe2+ <x> NAD+ glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase
3
HbFe3+ I g ;gg:hosphoglycerale } 2.3-bisphosphoglycerate mutase
ADP
ATP !:il’:zsszhoglycerate I 2,3-bisphosphoglycerate ]

2.3-bisphosphoglycerate phosphatase

| 3-phosphoglycerate |

3-phosphoglycerate
v mutase

| 2-phosphoglycerate |

enolase

| phosphoenolpyruvate |

ADP
D
ATP

NADH lactate
NAD+ dehydrogenase

Figure 1 : Cycle enzymatique et mécanisme d’action anti oxydante de la G6PD (5). La G6PD produit la
NADPH qui permet la conversion du glutathion sous sa forme réduite et stabilise la structure de la catalase. Ceci
permet a la cellule de se défendre contre tout stress oxydant.
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La NADPH produite permet le maintien du glutathion sous forme réduite afin de lutter
contre le stress oxydatif subi par les érythrocytes. Un niveau élevé de stress oxydatif
entraine une perte d'intégrité membranaire conduisant a I'némolyse des globules
rouges(10).

Or dans le cas d’'une hémolyse, les cellules n'arrivent pas a produire suffisamment
de NADPH via la G6PD pour lutter contre les espéces réactives de I'oxygéne (ROS)
comme le peroxyde d’hydrogéne. Comme la G6PD est la génératrice exclusive de
NADPH pour les cellules matures, celle-ci est indispensable pour éviter les anémies
séveres(10).

De ce fait, l'activité enzymatique en G6PD est donc indispensable au bon

fonctionnement érythrocytaire(10).

2) Epidémiologie

Le déficit en G6PD représente le déficit héréditaire enzymatique le plus fréquent du
globule rouge (11-13,15). Son mode de transmission est récessif lié a I'’X donc
d’origine maternelle (13,15,22,23).

A la fin du XlXeme, le déficit en G6PD était surnommé favisme en raison de
I'apparition des symptoémes a la suite de I'ingestion de féves (24).

Le premier diagnostic formel d’'un déficit en G6PD a été établi par Carson et ses
collaborateurs qui ont mis en évidence une diminution de I'activité enzymatique de la

G6PD lors d’'une hémolyse intra érythrocytaire (11,12,25).

Actuellement, environ 500 millions de personnes sont atteintes du déficit dans le

monde, ce qui correspond a une prévalence estimée a 6,2% sur une population
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totale évaluée a 8 milliards (26-28). La mortalité dans la population mondiale serait
d’environ 410 personnes par an selon une étude publiée par le Lancet réalisée

durant la période de 1999 a 2013 (29).

Ce déficit présente des prévalences tres hétérogénes dans la population mondiale
que I'on retrouve également a I'échelle d'un méme pays, comme en Arabie Saoudite,
ou la prévalence est évaluée a 32% a Al Qatif contre seulement 3% a Riyad, ce qui
explique que méme dans des régions géographiques circonscrites, le risque est
extrémement variable (30).

Un lien particulier avec les zones endémiques du paludisme est souvent retrouvé. En
effet, on peut constater que les patients ayant un variant déficitaire en G6PD
présentent pour la plupart une résistance vis-a-vis du paludisme (31). Cette
résistance est retrouvée chez les hommes hémizygotes mais également chez les
femmes hétérozygotes, ce qui laisse supposer que le déficit en G6PD est un
mécanisme d’adaptation vis-a-vis du risque d’un parasitisme érythrocytaire (31). Chez
le patient déficitaire en G6PD, les érythrocytes sont exposés a un nombre d’agents
oxydants plus important ce qui complique l'infestation dans ces cellules car le
parasite est tres sensible aux agents oxydants (31). De plus dans les zones
endémiques, la prévalence s’éléve autour d’'une moyenne de 8% (30,32).

Les populations les plus touchées correspondent notamment aux sujets Africains,
Afro-américains, Asiatiques, Méditerranéens et d’Ameérique Latine. L’Asie avec
particulierement sa partie sud ainsi que la péninsule arabique concentre le plus de

cas recenseés en raison de leur forte densité de population (32).

L’incidence de découverte, quant a elle, selon diverses études représenterait de 2%

a 20%, dans le pourtour du bassin méditerranéen, en Asie du Sud-est et en Afrique
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subsaharienne(9). En Italie, les fréquences varient de 0,2% a 4,4% avec une
tendance plus importante dans le nord de I'ltalie(33). En Sardaigne, elle représente
méme 10% de la population(9,33).

Dans les autres pays européens, la fréquence serait bien moins importante(34).

Aux Etats Unis, dans des études fondées seulement sur la population Afro-

américaine, 10% de cette population serait atteinte(34,35).
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3) Génétique

Le géne de la G6PD a une taille d’environ 20 kb (kilobase) et est composé de 13
exons et 12 introns(36). Il est constitué de 2622 nucléotides avec 12 exons
codants(11). L’exon 1 est considéré comme non codant c’est-a-dire qu’il n’intervient

pas dans la transcription du génome(36).

351 G>V
353 P>S
356 L>Q
361 A>T; 361 A>V
A362-367 LNERKA
363 N>I; 363 N>K
365 R>H
366 K>E
378 G>S
380 I>V; 380 I>T
381 F>L; 381 F>I
385 C>R; 385 C>G;
385 C>F; 385 C>W
386 K>E
'387 R>C; 387 R>H
9163 G>S; 163 G>D 388 N>D
165 N>D 389 E>G
166 R>C; 166 R>H 392 1>T
172 P>S 393 R>G; 393 R>H
M73F>L 394 VL
A74 G 396 P>A; 396 P>L;
176 D>G 396 P>R
179 5>C; 1795>N 398 E>K; 398 E>G
181 D>V 402 T>N
53 W>C “182 R>W 405 M>|
57 R>W; 57 R>E 184 S>F 407 K>T
58 D>N; 58 D>G 188 S>F, 269 C>Y 409 P>S; 409 P>R;
60 L>P A188 or 189 S 271 V>L 409 P>Q
A61L 191 F>L 274 E>K; 274 E>V 410 G>C; 410 G>D; 456 D>H; 456 D>V
3E>K 62 P>H; 62 P>L 194 D>E 275 K>N 410 G>A 459 R>L; 459 R>P
9 R>W 63 E>K 195 Q>H 276 P>S; 276 P>L 411 M>V 460 E>D
12v>L 65 T>A 196 I>F 278 S>P; 278 S>F 416 E>K 461 A>T
14 G>R b6F>1; 66F>T ; 66F>C 198 R>S; 198 R>P; 279 T>5; 279 T=A 1422 >V 463 R>S; 463 R>C;
32 H>D; 32 H>R 68 V>M 198 R>C; 198 R>H 282 D>Y, 282 D>H 428 Y>Stop 463 R>H
“331>M 70Y>H; 70 Y>C 199 1>V 283 D>G; 283 D>E 429 K>E 467 P>R
A350r 361 75L>P 212 M>V 284 V>A 7IVS10 -2-1 472 I>L
37 M>T 81R>C; 81 R>H 213 V>L 285 R>C; 285 R>H mIvs10 -2 481 P>R
EXON 2 EXON 4 EXON 6 EXON 8 EXON 10 EXON 12
_D—.
EXON 3 EXON 5 EXON 7 EXON 9 EXON 11 EXON 13
44 A>T: 44 A>G 92 P>S 216 F>L 25991 VsM 431 V>M; 431V>G 488 G>S; 488 G>V
48 I>T A95 K 219 R>G 303 V>F 439 R>P 489 P>S5; 489 P>L
50P>5 °104 R>H 220 I>M 306 G>S 440 L>F; 2497 K
106 S>C 227 R>W; 227 R>Q, 307 Q>P: 307 Q>H 444 V=i °501 F>C
108 V>E 227 R>L 310 GoE 447 G>R
113 D>N 228 D>N 317 E>K 448 5>G
118 Y>H A229 N "449 Q>H
124 H=R 231 AP é‘;‘ ‘?G'ﬁf’;zﬁegiew 453 V>E
125 M>1 232C>Y 322 Y>H 454 R>C; 454 R>H
126 N>D; 126 N>Y 235 L>F 323 Lsp
127 A>S 238 K>R 325 DoN
128 L>R; 128 L>P A242-243 GT 326 P>H
131 G>V 246 R>L 330 Rold
135 N>T; 135 N>S 248 G>D 332 S>F
136 R>C 257 R>G; 257 R>L; A334T
ok 257 R>M 335 A>T; 335 A>D
148 E>K 336 TSA
149 A>T 342 L>F
[
155 H>D Bt Mo
156 E>K 350 D>H
158 C>Y o
159 M>I

Figure 2 : Représentation du géne G6PD avec certains variants connus et les exons incriminés (12).
L’exon 1 et une partie de I'exon 13 sont illustrés en gris car n’intervenant pas dans la transcription du génome.



Son promoteur est composé d’un ensemble riche en GC (Guanine et Cytosine). Le
géne est situé dans la région distale du bras long du chromosome X en position

Xq28 ou I'on retrouve également le géne impliqué dans ’'hémophilie A(35).

L’atteinte est majoritairement hémizygote car plus frequemment retrouvée chez
'homme porteur d’'un seul chromosome X(37). Chez la femme, des atteintes
homozygotes existent avec altération des 2 chromosomes X touchés. Bien que la
transmission soit récessive liée a X, un phénoméne d’inactivation d’'un des 2
chromosomes X a été décrit justifiant aussi la possibilité d’une atteinte hétérozygote
chez la femme(25). En effet, parmi les différentes cellules de la lignée du globule
rouge, chacune d’elles n’exprime qu’un seul allele des 2 chromosomes X, l'autre est
inactif. Ce phénoméne est appelé la lyonisation(26). Cela donne une double
population cellulaire avec une partie des érythrocytes non déficients et l'autre
déficients. L'épissage se réalise de maniére aléatoire durant la phase embryonnaire
avec peu de cellules. Par conséquent, méme si le ratio cellule déficiente/non
déficiente est a 50% durant cette étape, la distribution finale peut étre trés variable
selon la sélection cellulaire finale passant d’'un phénotype normal avec une grande
majorité  d’érythrocytes normaux a un phénotype extréme mimant un
homozygote(25,38). Cela explique pourquoi chez les femmes hétérozygotes, le

phénotype est treés variable.

Il a été démontré que les atteintes situées au niveau de la zone au contact de la
NADP structurelle et de l'interface dimérique sont a l'origine des déficits sévéres car

ils affectent principalement la stabilité de la molécule(39).

Plus de 400 variants différents ont été décrits, parmi lesquels 286 ont été classés
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selon les criteres ACMG (American College of Medical Genetics and Genomics) et
186 restent a ce jour classés comme VSI (variant de signification indéterminée) ou

non classeés(27).

Cela induit un grand polymorphisme des atteintes. Ces variants polymorphes
entrainent dans la plupart des cas, une réduction de l'activité enzymatique et sont
souvent signalés avec une stabilité enzymatique réduite ainsi que des perturbations
dans le repliement des protéines(12).

Toutefois, la plupart des atteintes correspondent a une modification d’'un seul acide
aminé provenant d’'une simple substitution d’'un seul ou de deux nucléotides(12,40).
Mais une faible minorité de variants se rapportent soit a une délétion de quelques
acides aminés d’'un exon, soit a des délétions retrouvées dans l'intron au niveau du
site d’épissage ou parfois a des substitutions de 3 nucléotides(40). En I'état actuel
des connaissances, aucun variant n’a été retrouvé chez I'étre humain a l'origine
d’'une perte compléte de I'enzyme, probablement parce qu'un variant ayant ces
caractéristiques serait non compatible avec la vie. Cela semble prouver que la G6PD

est indispensable a la vie(37).

Certains variants appelés polymorphes peuvent représenter jusqua 70 % des
variants détectés dans des populations particuliéres. Selon les zones géographiques,
un diagnostic ciblé d’un variant spécifique par PCR peut étre utile(36). Cela permet
de simplifier la prise en charge thérapeutique et lutter efficacement contre la

morbidité associée au déficit en G6PD(37).

Les variant A- et méditerranéen sont d’ailleurs les variants les plus fréquemment
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retrouvés dans le monde. Le variant méditerranéen (Ser188Phe) fait partie des
premiers variants décrits dans la littérature. Il est beaucoup plus répandu comme son
nom l'indique dans les zones méditerranéennes (Espagne, Italie, Grece), au Moyen-
Orient mais aussi dans le sous-continent indien. Le variant A- (Val 68 Met + Asn 128
Asp) représente la grande majorité des déficits en G6PD en Afrique(11,41-43). Il
provient d’'une mutation ponctuelle dans le géne A du variant non déficient G6PD A

(Asn126Asp)(41).

En Chine, un certain nombre de variants polymorphes sont présents, chacun avec
une distribution unique dans tout le pays. Certains variants polymorphes comme
G6PD Namoru sont circonscrits a de petites populations telles que les groupes
tribaux indiens du district du Nilgiri tandis que d'autres dont G6PD Union et G6PD

Chatham ont une distribution beaucoup plus large(44).

Outre l'origine héréditaire du déficit dans certains cas, il peut survenir des mutations
sporadiques de novo c’est-a-dire I'apparition d’'un variant sans lien familial établi.
Cela reste bien évidemment beaucoup plus rare et souvent avec des conséquences

cliniques plus graves que les variants polymorphes(13).
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Variant name

QOrissa
Aures

R

Vanua Lava

Cairo
Mahidol

Mediterranean

Coimbra

Seattle

Viangchan
Kalyan, Kerala
R

Chatham

Union

Cosenza

Canton

Kaiping

Synonyms'

Betica, Alabama, Kabyle, Laghouat,
Tepic, Castilla, Matera, Ferrara,

Distrito Federal

Dallas, Birmingham, Sasseri,
Cagliari, Panama

Shunde

Mexico, Athens-like, Ferrara I,
Modena, Lodi

Jammu
Jamnagar, Rohini

Betica, Selma, Guantanamo

Kalo, Chinese-2, Maewo

Taiwan-Hakka, Gifu-like,
Agrigento-like

Wosera, Sapparo-like, Petrich,
Petrich-like, Anant, Dhon

¢DNA nucleotide
substitution

BIC-G
3T-C
WG=A

J6A-G
33T-C
404A-C
487G-+A
563C-T

592C-T
844G-C

§71G-A
949G A
968T~C

36A-G
1003G=A
1360C-T

1376G~C
1376G=T

1388G= A

Amino acid
substitution

44 Ale=Gly

481le-Thr
68 Val - Met

126 Asn~ Asp
128Leu-Pro
135 Asn - Thr
163 Gly - Ser
188 Ser ~Phe

198 Arg~+Cys
282 Asp-His

291 Val - Met
317 Glu- Lys
323 Leu- Pro

126 Asn- Asp
335 Ala-The
454 Arg- Cys

459 Arg=Pro
459 Arg— Leu

463 Arg~His

Geographic istribution”
Bangladesh, China, India, Mauritius, Pakistan, Singapore
Algeria, Kuwait, Saudi Arabia, Spain, UAE

All African countries, Brazil, France, Haiti, Honduras, Irag, Italy, Jordan, Kuwait,
Mexico, Portugal, Principe, a0 Tome, Saudi Arabia, Spain, UAE, USA, Venezuela

Indonesta, Maleyss, Mexico, Philippines, Vanuatu
Egypt, Palestine
Bangladesh, Cambodia, China, Lzos, Myanmar, Singapore, Thailand

Afghanistan, Algeria, Brazil, Bulgaria, Cambodia, Comoros, Croatia, Cyprus, Egypt,
France Greece, [ndonesia, Iran, Irag taly, Jordan, Kuwait, Macedonia, Malaysia,
Mauritania, Mauritius, Myanmar, Oman, Pakistan, Portugal, Saudi Arabia,
Singapore, Spain, Syria, Tunisia, UAE, Venezuela

Cambodia, India, Indonesta, Italy, Malaysta, Portugal

Algeria, Brail, Bulgaria, Canary Islands, Croatia, France, Greece, Indonesia, taly,
Mauritius, Mexico, Myanmar, Portugal, Spain, Thailand, USA

Cambodia, China, Indonesia, Laos, Malaysia, Myanmar, Thailand, Vietnam
Bangladesh, India, Mauritius

All African countries, Brazil, France, Haiti, Honduras, Irag, Italy, Jordan, Kuwa,
Mexico, Portugal, Principe, Sao Tome, Saudi Arabia, Spain, UAE, USA, Venezuela

Algeria, India, Indonesia, Iran, Iraq, ltaly, Jordan, Kuwait, Oman, Pakistan, Spain

Cambodia, Croatia, taly, Laos, Mauritius, Mexico, Myanmar, Spain, Thaland, Vanuatu,
Vietnam

Croatia, Iran, Italy

Cambodia, China, Myanmar, Singapore, Thailand, Vietnam

China, Indonesia, Laos, Myanmar, Singapore, Thailand, Vietnam

Tableau 1 : Liste des variants les plus fréquents avec leur distribution géographique (45)

Les variants sont distingués en 5 catégories fondées sur des critéres de mesure de

I'activité de 'enzyme et des manifestations cliniques en corrélation avec la

classification de 'TOMS(45).
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La classe 1 correspond a la forme la plus séveére et également la plus rare. Elle est
toujours associée avec ce que I'on appelle le CNSHA (anémie chronique
hémolytique non-sphérocytaire)(27).

Le taux d’activité de 'enzyme est décrit comme au minimum inférieur a 10% et
souvent inférieur a 1%.

Il semblerait que les atteintes sévéres se retrouveraient majoritairement au sein des
exons 10 et 11(11). Ces exons seraient responsables des interactions hydrophobes

avec la NADP, essentielles au fonctionnement et a la stabilité de 'enzyme(31,46).

Pour les autres classes avec des atteintes moins séveéres, les différents variants
seraient situés partout dans le génome sans hot spot caractérisé(11).

Les variants de classe 2 correspondant a moins de 10 % d’activité et ceux de la
classe 3 entre 10 et 60 % d’activité représentent les 2 classes déficitaires les plus
fréequentes(45). Elles ne sont pas forcément toujours séparées en raison de leur

manifestation clinique tres proche(27,28).

Quant aux variants de classe 4 qui possedent une activité normale et de classe 5
une activité augmentée, ils ont des manifestations cliniques exceptionnelles. Leur

diagnostic n’est que tres rarement fait(45).
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Electrophoretic mobility

% with

No. of electrophoretic
Class® polymorphic Fast Normal Slow change Total
| 1(1)° 20 30 32 63 82
1 49 (45) 29 39 41 64 109
n 22 (30) 25 13 36 82 74
v 14 (32) 15 2 26 95 43
v —_ 2 — 100 2
Total 86 (28) 91 84 135 73 310

* Source: reference 2

? Class | —associated with chronic non-spherocytic haemolytic anaemia (CNSHA).

Class Il —severely deficient: less than 10% residual activity.
Class lll—moderately deficient: 10-60% residual activity.
Class IV—normal activity: 60-150%.

Class V —increased activity.

Figure 3: Classification des variants en G6PD sur les recommandations de I'OMS datant de 1989(45)

Une nouvelle classification de 'OMS est d’ailleurs en cours d’approbation pour

laquelle on ne distinguerait plus que 2 classes avec une classe A pour les formes

séveres et chroniques et une classe B regroupant les autres formes clinico-

biologiques(47).
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4) Physiopathologie

La G6PD est une protéine qui interagit étroitement avec la NADP(48-50).

Elle est présente dans I'organisme sous une association de formes polymériques
distinctes. En effet on retrouve des formes tétrameériques (composées de 4 sous-
unités), dimeériques (composées de 2 sous-unités) dans I'organisme en équilibre.(48—
50). Chaque sous-unité est constituée en moyenne de 515 acides aminés(11). Une

sous-unité est constituée de 2 parties appelées domaines(48).

On distingue :

- le domaine N-terminal ou (amino-terminal) correspondant a la partie proximale. I
posséde un repliement type « dinucleotide binding-fole » spécifique des enzymes
liant la NADP + ou NADPH(48,49). On y retrouve notamment le site de liaison a la

coenzyme NADP+.

- le domaine C-terminal ou (carboxyl-terminal) est la partie finale de I'enzyme et
correspond au domaine le plus grand dont le réle principal est de reconnaitre et
permettre la liaison avec le substrat G6P(51). Il permet également I'association des

monomeres et leur stabilisation sous forme de dimére(48).

Un modéle sous forme cristalloide a été décrit dans la littérature reposant

essentiellement sur I'association G6PD et NADP+(51).

La distinction entre ces formes serait liée au taux d’acidité du pH, a des interactions

électrostatiques ainsi qu’aux forces ioniques(49). Que ce soit sous forme dimérique
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ou tétramérique, la protéine est active. D’ailleurs sur le plan physiologique, la

signification du changement de forme reste inconnue(50).

La forme tétramérique est plus petite avec des interactions purement
électrostatiques tandis que la forme dimérique, la plus présente chez 'homme
correspondrait a une des formes actives de I'enzyme, composée de 2 sous-unités qui

s’associent entre elles pour permettre une meilleure stabilité(49).

Parmi les éléments essentiels au fonctionnement enzymatique est retrouvé un
site de liaison catalytique présent dans chaque monomére garantissant la liaison

entre le substrat de la G6PD et la coenzyme de la NADP +(49).

Le site de liaison catalytique est facilité par la présence d’un résidu Proline en
position 172, existant dans chaque sous-unit¢é du dimére qui participe a la
conformation de la G6PD(49). En présence du substrat et de la coenzyme, on
constate un changement de position de I'hélice de la forme trans a la forme cis,
indispensable pour assurer les interactions G6PD et NADP +(49). Ce changement
permet a un résidu Lysine en position 171 d’interagir plus facilement avec le substrat
G6P et la coenzyme NADP+ pour déclencher la réaction enzymatique avec la
transformation du Glucose 6 phosphate en 6-phosphogluconate(49).

Une autre interaction importante est la zone de contact entre les 2 sous-unités,
située 15 acides aminés plus loin en aval du site de liaison catalytique. Pour lequel
une autre molécule de NADP+ jouerait un réle de stabilisateur indispensable pour

maintenir 'enzyme sous sa forme active(50).
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Figure 4: Structure de la G6PD sur un modéle en 3 dimensions. (52). On retrouve les différents sites de
liaison avec la liaison au substrat, a la coenzyme et la zone de liaison des dimeres en bleu.
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5) Clinique

Sur le plan clinique, il n’existe pas de signes pathognomoniques d’un déficit en
G6PD car ceux-ci peuvent étre retrouvés dans d’autres pathologies du globule
rouge. Par ailleurs, dans la majorité des cas, en I'absence d’élément déclencheur,

I'atteinte est asymptomatique(37).

Le tableau clinique typique correspond a un sujet masculin d’origine

meéditerranéenne plutdét bien portant de base avec I'apparition brutale d’une
hémolyse c’est-a-dire une destruction plus précoce des globules rouges et d’'une
hémoglobinurie (urine rouge porto) apres I'exposition a un stress oxydatif ou a un

médicament déclencheur(22).

Drug name

Use

Dapsone

Flutamide (Eulexin)

Mafenide cream (Sulfamylon)
Methylene blue (Urolene Blue)
Nalidixic acid (NegGram)
Nitrofurantoin (Macrodantin)
Phenazopyridine (Pyridium)
Primaquine

Rasburicase (Elitek)
Sulfacetamide (Klaron)
Sulfamethoxazole (Gantanol)

Sulfanilamide (AVC)

Antimicrobial for treatment of leprosy

Antiandrogen for treatment of prostate cancer

Topical antimicrobial

Antidote for drug-induced methemoglobinemia

Antibiotic used primarily for urinary tract infections

Antibiotic used primarily for urinary tract infections

Analgesic for treatment of dysuria

Antimalaria agent

Adjunct to antineoplastic agents

Antibiotic (ophthalmic and topical preparations)

Antibiotic used in combination preparations (i.e., trimethoprim-
sulfamethoxazole [TMP-SMX; Bactrim, Septral)

Antifungal agent for treatment of vulvovaginal Candida albicans
infection

G6PD = glucose-6-phosphate dehydrogenase.

*—(Classes I, Il, and lll.

Information from reference 6.

Tableau 2: Liste des traitements a évincer en cas de déficit en G6PD (16)
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Parmi les traitements ci-dessus, la dapsone et la primaquine sont les déclencheurs

les plus cités dans la littérature(38).

Un autre facteur de déclenchement d'une crise hémolytique est le syndrome
infectieux sévére. De nombreux virus ou bactéries responsables sont envisageables
par exemple des infections par streptococcus, cytomégalovirus, le virus de la
dengue, brucella, rickettsies et méme les différents types d’hépatites A, E...(11,37).
Cependant, le mécanisme expliquant I'implication de l'infection virale ou bactérienne
reste encore a élucider. Il semblerait que ce soit durant la phagocytose des
leucocytes qu’il y aurait une génération d’agents oxydants déclenchant le
phénoméne d’hémolyse(16).

Dans ce cadre, on retrouve classiquement une anémie transitoire avec des taux trés
variables allant de 2,0 mg/dl a 12,0 mg/dl et une augmentation des réticulocytes en
faveur d’une activité médullaire accrue pour lutter contre 'hémolyse (52). Sur le plan
biologique, I'élévation des LDH, de la bilirubine et I'effondrement de I'haptoglobine
sont observés(16). Lorsque le frottis sanguin est réalisé, la présence de corps de
Heinz est évocatrice mais peu recherchée en pratique(40).

Les signes cliniques frequemment observés sont la splénomégalie, I'hnépatomégalie,
l'ictére, la présence d’urines rouge porto, la tachycardie, la péleur et accompagnés
parfois de signes inconstants comme des malaises, nausées, douleurs abdominales
et vomissements(16).

Ces différents symptdomes apparaissent dans les 24 a 72 heures aprés I'exposition

avec une résolution dans les 4 a 7 jours(16).

Chez le nouveau né, est observé une hyperbilirubinémie néonatale, touchant environ
5 % des nourrissons déficients en G6PD(53). C’est un phénoméne physiologique

fréquent chez le nouveau-né s’expliquant par la production de bilirubine provenant de
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la destruction des érythrocytes. Leur durée de vie est raccourcie chez I'enfant et la
capacité d’élimination est diminuée, ce qui se traduit par l'apparition d'un ictére
néonatal, également appelé jaunisse en référence a la coloration jaunatre de la
peau, des scléreuses et des muqueuses en raison de I'accumulation de bilirubine
dans les tissus(54). Ce phénomeéne survient dans les 24 a 48 heures suivant la
naissance. Une élévation retardée de la bilirubine indirecte est visible entre le 3e et
le 5e jour aprés la naissance, avec des concentrations de bilirubine directe dans les

normes pour l'age(55).

La présence du déficit entraine généralement une atteinte plus sévére en raison
d’'une concentration de bilirubine plus élevée par rapport a la population
générale(53,55-57).

En effet, 1/4 a 1/3 des hyperbilirubinémies sévéres des nouveaux nés seraient

associées a un déficit en G6PD(45).

L'augmentation rapide et importante du taux de bilirubine dans le sang présente un
risque potentiellement neurotoxique, notamment avec une atteinte spécifique des
noyaux gris centraux et du centre auditif. Les conséquences peuvent inclure des
séquelles graves telles qu'une atteinte motrice avec des troubles de coordination des

mouvements, une paralysie du regard et une surdité centrale(58).

Dans les cas graves, on parle d’ictére nucléaire avec une concentration de bilirubine
excédant les 300 pymol/L pouvant entrainer le décés s'il est pris en charge trop
tardivement. Cela nécessite une hospitalisation avec un traitement par photothérapie

et d’'une transfusion sanguine par échange(59).
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Le couplage avec la mutation du géne UGT1A1 responsable de la maladie de Gilbert
qui correspond a une augmentation du taux de bilirubine conjugué est un autre

facteur augmentant fortement la possibilité d'un ictere néonatal(59).

Une autre atteinte appelée I'anémie chronique hémolytique de cause non
sphérocytaire est quant a elle retrouvée uniquement chez les patients présentant les
variants les plus sévéres de G6PD avec une activité enzymatique trés faible. Ces
patients présentent des anémies constantes, contrairement au cas-type, sont parfois
modérées, parfois atteignant des concentrations trés basses justifiant des

transfusions répétées durant leur existence(11,16).

Un risque augmenté de lithiase biliaire a été démontré chez cette population. Dans
certains cas, il y a nécessité de pratiquer une cholécystectomie en cas de géne pour

le sujet ou lors d’'une complication engageant le pronostic vital(60).

Par ailleurs, il a été démontré que le déficit en G6PD favorisait également le risque

de thrombose vasculaire chez les patients atteints d’'une drépanocytose(61).
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6) Diagnostic

Les patients déficients en G6PD étant la plupart du temps asymptomatiques, le
diagnostic est souvent fortuit voire tardif lors de I'apparition d’'une crise hémolytique

des suites d’'une exposition a un agent oxydant(12).

Les sociétés savantes recommandent de dépister systématiquement un éventuel
déficit en G6PD selon des critéres établis (22,61,62) :

- avant l'introduction de certains traitements antipaludéens

- en cas d’anémie hémolytique non auto-immune chez le nouveau-né

- a 'apparition d’hémolyse des suites d’agents oxydants ou infections

- chez des patients ayant des antécédents familiaux de déficit en G6PD

- en cas de découverte au frottis sanguin de Corps de Heinz ou signe évocateur
d’hémolyse

- en cas de thalassémie et drépanocytose

- a lintroduction d’un traitement par la rasburicase chez les patients atteints d’'une

hémopathie.

Le dépistage consiste en un dosage de l'activité enzymatique. Deux méthodes sont
particulierement utilisées : soit un test rapide de fluorescence soit une technique
quantitative par spectrophotométrie(16). Plus recemment des techniques de biologie
délocalisée (ou test directement au lit du patient) ont été développées avec des tests
qualitatifs et aussi semi quantitatifs(30,63,64).

Toutefois cette méthode quantitative par spectrophotométrie, certes moins rapide et
plus difficile a mettre en place, reste la technique de référence pratiquée dans les

laboratoires spécialisés(63).
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Des normes diagnostiques chez 'lhomme ont été fixées (65) :

- déficit avéré si le résultat est inférieur de 30 % de l'activité moyenne normale de la
G6PD

- probable déficit entre 30 a 60 % de l'activité moyenne normale de la G6PD

- sans déficit a partir d’'un résultat supérieur a 60 % de l'activité moyenne normale de

la G6PD.

Cependant lors d’'un épisode de crise hémolytique ou d’une transfusion, il est
conseillé de retarder le dosage voire de réaliser un deuxiéme prélévement a
distance, du fait de la possibilité de normalisation du résultat. On évoque souvent un
délai de 2 a 3 mois pour renouveler le dosage correspondant a la durée de vie des

réticulocytes(37).

En effet durant la crise, des problémes de diagnostic peuvent survenir liés a la
présence d'un nombre plus élevé que la moyenne de réticulocytes sanguins.
Contrairement aux érythrocytes, [lactivitt enzymatique retrouvée dans les
réticulocytes est 5 fois plus élevée(36). L'activité enzymatique ayant tendance a
diminuer au cours de la vie des érythrocytes, cette sélection transitoire avec des

cellules plus jeunes entraine un risque de faux négatif(36).

Ce phénomeéne est aussi constaté chez les nouveaux nés qui possedent également
des cellules érythrocytaires plus jeunes que chez I'adulte. Pour cette raison, chez les
nouveaux nés, le test rapide de fluorescence méme s’il demande une quantité de

sang faible est déconseillé car il présente une forte source d’erreur diagnostique(40).
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En cas de suspicion chez la femme, le diagnostic se révéle beaucoup plus complexe
car le taux d’activité enzymatique est plus incertain que chez 'homme, avec une
zone diagnostique complexe pour des activités enzymatiques comprises entre 30 et
80%(25).

Dans ce cas de figure d’ailleurs, l'utilisation d’un ratio comparatif G6PD/PK est
parfois requis pour repérer un éventuel déficit en G6PD, la seule mesure de I'activité

de la G6PD est rarement suffisante(37).

En effet I'activité en G6PD est proportionnelle a celle des autres enzymes du globule
rouge et dépend de l'age. Cela permet de repérer des différentiels d'activités
diminués de G6PD par rapport aux autres enzymes avec la possibilité de rattraper
des vrais déficits en G6PD bien que le pourcentage d’'activité reste dans les normes

établies(66).

D’autres techniques plus spécifiques ont également été instaurées afin de pallier
cette difficulté comme I'utilisation de fluorochromes par cytométrie de flux au CHU de
Rouen. Cela permet de distinguer la population érythrocytaire déficiente de celle
normale en fonction de [I'expression de certains marqueurs (formazan et

oxyhémoglobine)(67-73).

D’autres examens moins spécifiques ont également leur importance pour une
premiére orientation diagnostique afin d’évoquer ou éliminer le déficit notamment par
la réalisation d'une NFS pour évaluer le taux d’hémoglobine et de réticulocytes. Un
bilan biochimique avec le dosage de I'haptoglobine, LDH et le taux de bilirubine ainsi
que le taux de ferritine et le bilan martial est également conseillé. Pour le diagnostic

différentiel, le TDA (test direct a I'anti-globuline) est souvent effectué ainsi que parfois
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une recherche de clone HPN (hémoglobinurie paroxystique nocturne)(74).

Concernant la place de la biologie moléculaire dans le diagnostic, le groupe de
travail MCGRE (groupe expert concernant les maladies rares du globule rouge) a
publié en mars 2019 une guideline reprenant toutes les pathologies du globule rouge
pour son utilisation. Elle est utilisée en complément du dosage enzymatique en cas
de suspicion d’anémie chronique hémolytique non sphérocytaire a la recherche de
variant de classe 1, pour le diagnostic ainsi que dans le cadre d’'une étude familiale

ou du diagnostic prénatal(75).

Elle peut également avoir un intérét dans le cas ou le dosage phénotypique ne suffit
pas a lui seul pour conclure, particulierement chez les femmes hétérozygotes qui ont
une forte suspicion clinique ou des activités enzymatiques comprises entre 30 et

80%(37).

Par ailleurs en cas d’association avec d’autres pathologies érythrocytaires, un panel

NGS élargi est conseillé en premiére intention(75).
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Figure 5: Attitude diagnostique d’un déficit en G6PD en cas de suspicion de déficit en Italie (36)
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7) Prise en charge thérapeutique

Il n’existe pas de traitement spécifique pour lutter contre les crises hémolytiques chez

les patients déficitaires en G6PD(11).

Le traitement repose exclusivement sur ['éviction des substances connues
susceptibles d’engendrer une crise hémolytique, par exemple des traitements

comme la dapsone, I'acide nalidixique et la primaquine(11).

En cas d’hémolyse, le traitement est plutét symptomatique avec I'hydratation du
patient et des supplémentations vitaminiques (B9 et B12). Le recours a la transfusion
est globalement peu fréquent, pratiqué uniquement dans les formes les plus sévéres.

Dans la plupart des cas, les événements hémolytiques guérissent spontanément(11).

Dans le cas de I'hyperbilirubinémie sévére du nourrisson, le traitement reste
également symptomatique avec de la photothérapie couplée a [I'échange

transfusionnel(15,53,54,56,59).

Pour les patients présentant une anémie hémolytique chronique, la splénectomie est
rarement recommandée en raison de nombreux risques infectieux et

thrombotiques(11).

Des thérapeutiques fondées sur des traitements antioxydants ont été explorées

comme ['utilisation de I'acide ascorbique (vitamine C), la vitamine E et 'acide alpha

lipoique mais se sont révélées inefficaces(76).
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Plusieurs nouvelles alternatives thérapeutiques sont en cours de validation avec
l'utilisation de la NAC (N-acétylcystéine) dans la biosynthése du glutathion, la
recherche sur les voies compensatoire du NADPH, la correction enzymatique ou
'augmentation de la production de la G6PD via des petites molécules, telles que
'AG1, une protéine chaperonne qui permettrait de stabiliser 'enzyme G6PD sous sa

forme active dimérique en renforgant la zone de fixation des 2 monomeres(76).
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Il - Le déficit en Pyruvate Kinase

1) Définition

La pyruvate kinase (PK) est une enzyme du cycle de la glycolyse. Elle correspond a

la derniére étape du cycle par la transformation de phosphoénolpyruvate (PEP) en

pyruvate. Cette réaction enzymatique est a l'origine d’'une production d’ATP qui

fournit I'énergie dont les cellules ont besoin. L’ATP est indispensable pour le

métabolisme des différentes cellules de 'organisme notamment des globules rouges

dépourvus de mitochondrie(5,66,77-82).
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Figure 6 : Cycle enzymatique de la pyruvate kinase. (84)
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Elle est présente dans I'organisme sous plusieurs isoformes distinctes qui varient en
fonction des besoins métaboliques des tissus dans lesquels on les retrouve. Dans
chaque tissu, plusieurs isoformes peuvent étre exprimés. Toutefois, dans une cellule,

un seul isoforme est exprimé(83).

Elle est constituée au global de 4 isoenzymes chez I'étre humain qui possédent

chacune des expressions tissulaires propres. Parmi ces différents isotypes, on

distingue (83):

- PKM1 qui se trouve en grande majorité dans les tissus striés comme les muscles,

le cerveau et le coeur

- PKM2, la forme embryonnaire qui joue un réle dans la prolifération cellulaire. Au fur

et @ mesure de la maturité cellulaire, cette forme diminue en faveur des formes PKL

et PKR. Elle est toutefois exprimée dans la plupart des tissus humains.

- PKL est exprimé dans les cellules du foie, de l'intestin gréle et présente en minorité

dans le rein

- PKR qui est I'isoforme majoritaire dans les érythrocytes.
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2) Epidémiologie

Le déficit en PK est considéré comme le plus fréquent déficit héréditaire enzymatique
de la glycolyse intra érythrocytaire causant une anémie hémolytique chronique non
sphérocytaire(2,66,83). Toutefois cela reste un trouble rare de transmission
autosomique récessif. La prévalence du déficit est estimée entre 3,2 et 8,5 cas pour
un million chez des patients diagnostiqués dans les populations occidentales. Elle
serait estimée dans le monde a environ 51 cas pour un million d’habitants.
L’hétérogénéité clinique et les difficultés diagnostiques expliquent les discordances

de prévalence retrouvées dans les différentes études(84).

Contrairement au déficit en G6PD, il ne semble pas avoir de différence intersexe sur
la prévalence. Toutes les populations ethniques seraient touchées par le déficit en
PK mais certaines populations connaissent une fréquence plus élevée. La zone
d’endémie palustre et certaines populations méditerranéennes seraient les plus
touchées(85). La communauté Amish et la communauté Rom posséderaient quant a

eux un génotype propre lié sirement a un effet fondateur(79).

L'effet fondateur est un concept de génétique sur les populations. Il se produit
lorsqu'un petit groupe d'individus issu d'une population plus grande s'établit dans une
nouvelle région isolée géographiquement. Ce groupe, appelé "groupe fondateur", ne
représente qu'une faible partie de la diversité génétique de la population d'origine. En
conséquence, la nouvelle population issue du groupe fondateur présente souvent
une variation génétique réduite et des fréquences alléliques différentes de celles de
la population d'origine. Cet effet peut entrainer des caractéristiques génétiques

spécifiques dans la nouvelle population, parfois méme des maladies génétiques
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rares si les alleles responsables sont présents chez les fondateurs(86,87).

3) Génétique

Les différentes isoformes de PK sont régulées par 2 génes distincts, le géne PKM
situé dans le chromosome 15 qui régule les isoformes PKM1 et PKM2 et le gene PK-

LR situé dans le chromosome 1 qui régule les isoformes PKL et PKR(85).

Dans le cadre du déficit en PK, seules les mutations sur le géne PK-LR ont un lien
avec les anémies hémolytiques érythrocytaires. Le géne PK-LR est situé dans le
bras long du chromosome 1 en position q21. Sa taille est d’environ 9,5 kb et est
constitué de 12 exons. Parmi ces 12 exons, 10 exons sont communs dans la
transcription en ARNm pour les isoformes PKR et PKL. Les 2 autres exons sont
spécifiques d’isoformes : I'exon 1 pour l'isoforme PKR et I'exon 2 pour lisoforme
PKL. Au total, le monomere PKR est composé de 574 acides aminés codés par le

géne PK-LR(83).
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Figure 7 : Géene PK-LR et ses différents exons.(88)) On retrouve certaines des mutations décrites. La majorité
des variants présents sont de faux sens représenté par un rond noir.

Plus de 300 variants ont été reportés a ce jour et cela tend a croitre avec les années.
Par exemple en 2020, the Human Génome Mutation Database (HGMD) dénombrait
290 variants classés comme pathogénes et cette base de données ne prend pas en
compte tous les variants détectés dans le monde(89).

Ces variants sont retrouvés sous forme hétérozygote composite (présence de 2
variants pathogenes différents dans un méme géne) ou homozygote (atteinte des 2
alleles d’'un méme géne)(85,90).

Les variants sont répartis dans tous les exons du gene avec une fréquence
supérieure dans les exons 5,8 .9 et 11(91). Les 2 variants les plus fréquemment
trouvés se situent dans I'exon 11. Le variant Arg510GIn est majoritairement décelé
chez les Européens du Nord et aux Etats Unis hors Amish tandis que c'est

principalement le variant Arg686Trp dans la population Européenne du Sud et en
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Inde. Un variant spécifique p.R479H est retrouvé dans la communauté Amish(66).

Mutation type Geographical Allelic frequency  Ref.
distribution/ ethnicity (gnomAD Exome)
¢.1529G>A p-R510Q 11 Missense Nothern EU, USA rs113403872 0.000358 34
¢.1456C>T p.R48EW 11 Missense Southern EU, India 15116100695 0.00305 34,36
¢.1468C>T p-R49OW 11 Missense Japan rs200133000 0.000127 31
c.721G>T p.E241* 7 Nonsense Caucasian rs201953584 0.0000485 16
c.994G>A p.G3325 8 Missense Caucasian rs773626254 0.0000557 16
992 A>G p.D331G 8 Missense India 151443439423 0.00000398 36
¢.1436G>A p.R479H/abnormal 10 Missense/splicing ~ Pennsylvania Amish, rs118204085 0.000127 36,38
splicing Indian

c.829G>A p.E2T7K 7 Missense African rs147689373 0.000694 39
¢.1437-518_1618+440del 1149 bp deletion il0-i11  Large deletion Roma community na na 40
.283+1914_1434del 5006 bp deletion i3-10 Large deletion Vietnamese na na 1741

Tableau 3:Mutations les plus communes du géne PKLR et sa distribution ethnique et allélique (91)

La plupart des variants, environ 70% a 80%, sont des substitutions faux sens
(changement d’'un nucléotide modifiant I'acide aminé). On retrouve également avec
une fréquence moins importante des mutations perturbatrices de type codon stop,
frame shift ou de grande délétion entrainant des anomalies de structure ou de

fonction catalytique de I'enzyme avec des conséquences cliniques plus graves(91).
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4) Structure de 'enzyme (92)

La PK est une enzyme dont la structure compléete a été décrite dans les années 1990
par de nombreux auteurs avec une premiére description par Kraulis et ses collégues
en 1991 se fondant sur des modeéles cristalloides. La PK a une taille d’environ 200
kDa (kilo dalton) et est présente sous forme de tétramére formé de 4 sous-unités

identiques.

Chaque sous-unité est constituée de 4 domaines (A, B, C et N-terminal). Les
domaines A, C et N-terminal sont fortement liés entre eux. lls constituent la majorité
du corps de la sous-unité avec un domaine B exclusivement lié au domaine A.

Les 4 sous-unités sont assemblées entre elles de fagon a obtenir un oligomére

symétrique appelé D2 avec une légére variation pour le domaine B.

Si on considére I'assemblage selon un modéle bidimensionnel, il existe dans I'axe
vertical, 2 sites de liaison entre les domaines A et dans I'axe horizontal 2 sites de

liaison entre les domaines C.

Chaque domaine a sa fonction propre :
e Le domaine A contient le site de liaison au substrat comme la PEP et joue un
réle dans l'activité catalytique de I'enzyme
e Le domaine B est impliqué dans la régulation allostérique et influe lui aussi sur
I'activité enzymatique par ses changements d’orientations
e Les domaines N-terminal et C jouent un réle dans la structure et la stabilité de

'enzyme.

42



> [l
- TIRAM

B R

Figure 8 : Structure tridimensionnelle de la PKR. (93) Les 4 domaines sont représentés avec en vert le
domaine C, en jaune le domaine N, en rouge le domaine A et bleu le domaine B. On retrouve par ailleurs sur le
schéma du haut, quelques mutations les plus fréquentes et leur position. (Comme R479H variant amish, R486W
variant majoritaire du Sud de I'Europe)

2 sites fonctionnels de I'enzyme ont été décrits :
e Le site catalytique situé dans la partie supérieure du domaine A, il permet la
conversion du PEP en pyruvate. Il est constitué d’'un réseau complexe de
liaison hydrogéne et d’interactions permettant la stabilisation des différents

substrats.

e Le site allostérique situé dans le domaine C joue un réle de régulateur de
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I'activité enzymatique en permettant la liaison de certaines molécules comme
le FBP (fructose 1,6 biphosphate) modifiant la conformation de I'enzyme pour

augmenter son activité.

Une analyse des variants faux-sens responsables d’'une anémie hémolytique non
sphérocytaire révéle que la majorité de ces variants se concentre dans des régions
spécifiques de la protéine. C'est le cas dans l'interface possédant de nombreuses
interactions polaires entre les domaines A et C, l'interface entre les sous-unités A/A,

la partie hydrophobe du domaine A, ainsi que le site de liaison du FBP.
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5) Clinique

La présentation clinique du déficit en PK est hétérogéne avec des manifestations
variées pouvant aller d'une symptomatologie légere a des complications plus graves
in utero(85).

Les symptdbmes et les signes cliniques sont communs avec toute anémie
hémolytique chronique (fatigue, paleur avec essoufflement chronique en lien avec
'anémie). Des signes d’icteres liés a I'accumulation de bilirubine circulante et une
splénomeégalie (80%) sont aussi constatés. Ces symptdmes conduisent dans la
plupart des cas a des transfusions sanguines itératives fréquentes chez les patients.
Les symptédmes ne sont pas forcément corrélés a la sévérité de 'anémie : en effet
pour des valeurs d’hémoglobines identiques, la symptomatologie peut étre

totalement différente(83).

Dans les complications fréequentes de la maladie, on retrouve une augmentation de
la surcharge en fer, dans 50% des cas, qui survient indépendamment des
transfusions ou d'une splénectomie. Cette manifestation s’explique par un
phénoméne de compensation avec une augmentation de I'absorption intestinale du
fer liée a 'anémie chronique persistante(85).

La présence de calcul biliaire est constatée dans 30% des cas nécessitant une
cholécystectomie. La présence de calcul biliaire et de surcharge en fer est observée

a tout age de la maladie(66).

Selon les groupes d’ages, des complications cliniques différentes avec des
particularités chez le nouveau-né, lI'enfant et l'adulte ont tout de méme été

déterminées(85).
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Chez le nouveau-né, les principales manifestations cliniques graves retrouvées sont
le retard de croissance in utero et l'ictere nucléaire(85). De trés rares cas de mort in
utero avec hydrops fetalis liés a un déficit en PK ont par ailleurs été décrits sans que
le mécanisme ne soit bien établi(93).

Des signes d’hématopoiése extra médullaire visibles sur la peau peuvent étre

également observes(85).

Chez l'adulte, du fait de I'évolution chronique de la maladie, les complications sont
plus fréquentes et variées que chez I'enfant. Pour exemple, la présence d’une
hypertension pulmonaire est certes plutdt rare mais elle impacte fortement la qualité
de vie des patients. Une augmentation du risque d’ulceres de jambes par rapport a la
population générale est également décrite. De plus, des cas d’ostéopénie ou
d’ostéoporose participant a une augmentation du risque fracturaire sont retrouves

chez la majorité des patients agés déficients en PK(85).

46



Extramedullary

hermatopoeisis (8%) » Fatigue, decreased quality of

life

‘ _..........-_ o A IL.
Scleral icterus 4-

Iron overload (57%):
resulting in liver cirrhosis

(6%), endocrinopathies
(18%)

# Pulmonary hypertension (5%)

e > Splenomega|y &
complications due to
splenectomy: thrombosis

(11%) and sepsis (7%)
Gallstones (70%) - %

== splenectomy:
Ui [ ol | N\ <5years (4%)
w | Il | S 512 years (42%)
|| | >12 years (68%)
il . | |'; Regular blood tranfusions:
' Y | <12 years (45%)
,.| 1 8 >12 years (11-14%)
|' ‘ '
| |

Figure 9 : Représentation des symptémes et complications du déficit en PK(88)
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6) Diagnostic

Le diagnostic du déficit en PK est avant tout un diagnostic d’exclusion. Il est
suspecté chez les patients ayant une anémie chronique aprés avoir éliminé les
autres causes plus fréquentes comme la drépanocytose, I'AHAI et les

thalassémies(66).

Comme pour le déficit en G6PD, les marqueurs biologiques généraux d’hémolyse
participent a I'aide au diagnostic. Toutefois ces examens restent non spécifiques et |l
n’y a pas de morphologie des globules rouges ou de marqueurs exclusifs du déficit

en PK(83).

Une combinaison de 2 tests biologiques est préconisée pour le diagnostic étiologique
du déficit en PK. Il s’agit de la mesure d’activité enzymatique par spectrophotomeétrie

et/ou le séquengage du géne PK-LR(66,83,85,91).

L’existence d’interférence du dosage enzymatique explique ces recommandations.
Des taux bas d’activité enzymatique sont retrouvés chez des patients porteurs sains.
Inversement en cas de transfusion ou de déplétion incompléete des leucocytes et des
plaquettes, le taux d’activité peut également étre faussement normal(83).

L’utilisation de ce test peut donc étre a I'origine de mauvais diagnostics.

Le séquencage du géne PK-LR permet de s’affranchir de ces interférences
analytiques méme si des limites techniques persistent encore(66). Certains variants
dans des zones introniques profondes peuvent ne pas étre détectés. De plus, des

difficultés de classification de certaines variants appelés VS| impactent également le
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diagnostic(83).

Perform patient’s and family medical history and clinical examination
Evaluate transfusion hystory, drugs, infections
Consider coexistance of iron and vitamin deficiency, blood loss, liver and renal disease, and extra-
hematelogical signs
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Figure 10 : Arbre diagnostique du déficit en PK et éventuel diagnostic différentiel (67)

PKD diagnosis
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7) Thérapeutique

Le traitement par supplémentation est la premiére base de la prise en charge du
déficit en PK, avec une supplémentation en acides foliques voire en vitamine B12.
Etant donné le risque important de surcharge en fer, I'utilisation ponctuelle de
molécules chélatrices est souvent conseillée(66,85).

Le recours a la transfusion est fréquent avec environ 84 % des patients I'ayant été au
moins une fois dans leur vie, généralement dans les premiéres années de vie. |l a
tendance a diminuer au fur et a mesure des années en partie en lien avec la

splénectomie(66).

Du fait d’'une tolérance accrue grace a des mécanismes compensatoires, I'indication
d’'une transfusion doit s’appuyer sur la symptomatologie et les signes cliniques mais
pas sur une valeur seuil d’hémoglobine comme pour d’autres pathologies

hématologiques(85).

Parmi les thérapeutiques disponibles, on retrouve la splénectomie qui est utilisée
chez les patients ayant des besoins transfusionnels réguliers et importants. Du fait
des nombreux risques infectieux et thrombotiques, il est fortement conseillé de
splénectomiser les enfants seulement apres I'age de 5 ans(66,85).

Son efficacité reste néanmoins variable et des signes d’hémolyse post splénectomie
sont possibles avec persistance de I'anémie chronique.

Par ailleurs, la splénectomie n‘empéche pas la formation de calcul biliaire ni

I'hyperbilirubinémie(85).

La transplantation de CSH (cellule souche hématopoiétique) est une option possible.
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Cependant les risques de complications notamment la GVH (maladie du greffon) la

rendent peu envisageable(66).

L’avenir semble s’orienter sur des médicaments tels que le Mitapivat qui est un
activateur allostérique par voie orale de la PK. Il a une double action avec la
stimulation de la production d’ATP et la réduction de la 2-3DPG(85).

Une amélioration de la concentration d’hémoglobine de 1,5 g/dl de moyenne
associée a une amélioration des marqueurs d’hémolyse sont décrites. Ce traitement
possede une excellente efficacité chez les patients possédant au moins un variant de
type faux sens a I'exception du variant R479H sous forme homozygote. Par ailleurs
une absence de résultat a également été constatée chez les patients possédant des
variants non faux sens(81).

Dans l'essai de phase 3 « THE ACTIVATE STUDY », le médicament semble avoir
un impact significatif sur le nombre de transfusions nécessaires par rapport au
groupe placebo. Il est actuellement passé en phase 4 et des études
complémentaires sur son efficacité chez I'enfant et dans d’autres pathologies du

globule rouge sont en cours(81).

Une autre molécule, I'Etanopivat, semble également trés prometteuse avec un

mécanisme d’action sensiblement similaire au Mitapivat. Une étude de phase 3 est

en cours avec une fin estimée en avril 2027(94).

L’'usage de la thérapie génique est une autre possibilité en cours d’exploration(78).
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PARTIE 2 : METHODES DE DOSAGE :

| -Les methodes de dosage enzymatique

1) Dosage enzymatique par spectrophotométrie (95)

Les dosages enzymatiques sont actuellement réalisés selon les méthodes de
référence définies par E.Beutler en 1977 et reprises en 1984 par I'International
Committee for Standardization in Hematology (ICSH). La technique s’appuie sur la
mesure par spectrophotométrie a une longueur d’'onde de 340 nm de l'activité des

différentes enzymes chauffées a une température de 37°C.

Ce test se fait généralement sur un prélevement effectué sur tube EDTA (éthylene
diamine tetra acétite) ou ACD (acide citrate dextrose). La quantité minimale
nécessaire est de 1ml de sang. Une lyse des différentes cellules du sang est
préalablement effectuée afin d’éliminer les plaquettes et les leucocytes. Le
prélevement est stable jusqu’a 24 heures a température ambiante. Sa conservation a
4°C est de 6 jours. L'unité de référence internationale est exprimée en activité

enzymatique/par gramme d’hémoglobine.

Collimator Wavelength Selector Detector
(Lens) (Slit) (Photocell)
- \l A 2
Digital Display
Light source Monochromator Sample or Meter
(Prism or Grating) Solution

(in Cuvette)

Figure 11: Structure et principe de base d’un spectrophotométre(96)
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Les différentes étapes pré analytiques communes aux différents enzymes

s’enchainent :

- plusieurs méthodes d’isolation des globules rouges existent avec soit des
techniques de filtrations ou alors des techniques de lavages et de dilutions. La
technique la plus frequemment utilisée, correspond a une séparation via une colonne

de cellulose.

- apres cette étape, un hémolysat est réalisé a partir d'un mélange entre le sang du
patient dépourvu de plaquettes et leucocytes avec une solution de stabilisation

contenant de 'EDTA associé a du mercaptoéthanol.

En cas d’absence de possibilité de réaliser le dosage immédiatement, 'hémolysat est

congelé.

Les dilutions nécessaires et I'ajout du mélange réactionnel sont réalisés aprés la

préparation de 'hémolysat.
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2) Les tests rapides de fluorescences (97)

Dans les pays en voie de développement notamment en Malaisie, des tests de
diagnostic rapide utilisant la fluorescence ont été implantés en raison de leur facilité
d’accessibilité. La rapidité et la simplicité de ce test sont un autre argument
expliquant leur utilisation. Le principe a été mis en place par E.Beutler en 1966. |
s’appuie sur le fait que les nucléotides de pyridine contenus dans la NADPH en
présence d’'une lampe a onde UV émettent une fluorescence en cas d’activité G6PD
normale. Chez les patients déficients en G6PD, le NADPH est insuffisamment
produit, entrainant une absence ou une faible fluorescence.

Pour la PK lors d’'une activité normale, le phénomene est inverse : la PEP contient de
la pyridine et lors de la transformation en pyruvate, la pyridine est modifiée ce qui
produit une absence de fluorescence en cas d’exposition a une lampe UV. Les
patients déficients, eux, produisent peu de pyruvate donc une présence de

fluorescence est constatée.

La technique dans le cas de la G6PD se déroule comme suit :

- on mélange 10 pmol du sang du patient provenant d’'un tube EDTA ou ACD auquel

on rajoute 100 uymol d’un kit contenant un mélange réactionnel.

- une incubation du mélange est nécessaire pendant 5 a 10 minutes idéalement a
37°C ou a température ambiante puis on dépose le mélange sur un filtre contenant
10 micromoles de sang séché qu’on expose a la lampe UV a une longueur d’'onde de

465 nm.
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En cas d’absence de déficit, une fluorescence doit apparaitre.

Un témoin positif est utilisé afin de s’assurer du bon fonctionnement de la technique.

G-6-PD Def.-2

ANEMIC -2

Figure 12: Résultat du test de fluorescence spot pour le déficit en G6PD (98)
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3) Dosage enzymatique de référence pour la G6PD (37)

G6PD:
G6PD
G6P + NADPt =—————— 6 phospho-gluconate + NADPH

Figure 13: Principe de la réaction enzymatique du G6PD

La mesure de la G6PD est basée sur la réaction NADP- NADPH comme décrite ci-
dessus. On incube 'hémolysat et les réactifs pendant 5 @ 10 min a 37°C avant I'ajout
du substrat de G6P. Puis on mesure la vitesse de production de NADPH par la
mesure d’absorbance pendant une durée de 10 a 15 minutes.

Le taux de G6PD est proportionnel au taux de NADPH produit mesuré a une
longueur d’'onde de 340 nm. L'absorbance est mesurée en DO (densité optique) puis

convertie en Ul/g Hb (micromole/min/Hb).

4) Dosage enzymatique de référence pour la PK(83)

1¢re réaction en exceés de substrat :

PK
ADP + PEP =———— ATP + Pyruvate

otme réaction de dosage du pyruvate formé :

LDH
Pyruvate + NADH =——— L-lactate + NADP+

Figure 14 : Principe de la réaction enzymatique du PK

La mesure du PK est fondée sur la réaction de la PEP-Pyruvate avec le LDH et
NADP représentée ci-dessus. Deux réactions successives sont effectuées a une
température de 37°C a lissue desquelles on mesure la diminution DO liée a la
consommation de NADH par rapport au seuil de référence. Ces unités sont

transformées en Ul (micromole de substrat/min/Hb).
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5) Avantage et inconvénient des dosages enzymatiques

Le test rapide de fluorescence a pour avantage sa facilité d’accés notamment pour
les pays faiblement industrialisés(8,63,98).

Il a une trés bonne sensibilité mesurée parfois entre 91% et 100% selon certaines
études et une spécificitt a 99,9% pour les taux enzymatiques inférieurs a 30
%(63).Cela peut s’avérer donc suffisant pour les cas évidents de déficits en G6PD.
Mais sa spécificité baisse drastiquement lorsque les taux d’activité enzymatique
avoisinent 60% allant d’'une spécificité de 65% jusqu’a seulement 29%. Ce test a
donc un grand intérét dans le cadre du dépistage mais s’avére trés limité pour le

diagnostic avec un risque important de sous-estimation(99).

Le gold standard pour le test quantitatif G6PD reste la spectrophotométrie(16).
Cependant, ce test est complexe et nécessite des techniciens de laboratoire
suffisamment formés et expérimentés. L’équipement de laboratoire dédié est colteux
a acquérir. Toutefois cette technique permet de donner un taux d’activité précis et
plus fiable pour diagnostiquer des déficits modérés en G6PD. De plus ce test peut
étre couplé en une seule analyse aux autres enzymes érythrocytaires. Les 2
principales interférences restent la transfusion et la crise hémolytique sévére avec
risque de surestimation des taux pour lequel l'utilisation de ratio permet de s’en
affranchir(37).Afin d’obtenir des résultats fiables, la premiére étape pré analytique est
essentielle mais nécessite plusieurs techniques manuelles précises avec des risques

d’erreurs humaines.
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Il -Les Tests cytofluorométriques:

1) Description des techniques cytochimiques

En raison de la faible efficacité diagnostique des tests enzymatiques chez la femme
hétérozygote, des tests cytochimiques ont vu le jour pour mieux discriminer les
différentes populations de globules rouges.

Le premier test cytochimique a été développé dans les années 1960 par Brewer J,
fondé sur la cytoréduction de la méthémoglobine oxydée en oxyhémoglobine via
I'action de la NADPH produit de la G6PD. Apres coloration de I'échantillon avec du
bleu de méthyléne ou bleu de Nil, un frottis sanguin est réalisé. On observe par
microscopie optique une variation de couleurs entre les globules rouges déficients
(en gris) et globules rouges non déficients (rouge clair). Cela permet de distinguer
clairement la double population érythrocytaire et de quantifier la proportion de

cellules déficientes par rapport aux cellules normales(100).
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Figure 15 : Test d’élution de méthémoglobine Figure A population normale, B déficiente, C et D hétérozygote.
(102)
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Fairbanks et Lampe en 1969 ont créé une variante de ce test amélioré par Van
Norden et ses collégues. Le principe du test est la réduction du sel de nitrobleu de
tétrazolium incolore par une enzyme, le méthosulfate de 1-méthoxyphénazine avec
pour produit final le formazan qui émet une couleur foncée violacée. Celle-ci dépend
de l'action de la NADPH par la transformation de méthémoglobine en hémoglobine.
La réduction du tétrazolium n’est possible qu’en présence d’hémoglobine et non avec
la méthémoglobine. Donc les érythrocytes contenant du formazan expriment une
coloration violette et ceux qui en sont dépourvus ne produisent aucune coloration. De
ce fait via un comptage-manuel par microscopie optique, on peut estimer le taux de

globules rouges déficients en G6PD(72).

Figure 16 : Test de réduction de sel tétrazolium. Population A : patient sans déficit en G6PD, B Patient
déficitaire hémizygote. C patiente hétérozygote. (73)

Cependant ces techniques sont complexes, longues et sources d’erreurs. De ce fait
elles ont été abandonnées au profit de techniques plus fiables et utilisables en

routine.
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2) Description générale de la Cytométrie en Flux (101)

La CMF est une technique multiparamétrique permettant de séparer les différentes
populations cellulaires d’'une solution. Ces populations cellulaires sont séparées au
contact d’'un faisceau laser en fonction de ses propriétés optiques. Les paramétres
utilisés pour la séparation des cellules sont l'intensité de la fluorescence émise par
différents marqueurs, la taille et la structure cellulaire grace au phénoméne de
diffraction des signaux lumineux. Les échantillons sont préalablement traités par des
fluorochromes spécifiques des protéines ou anticorps. Puis les cellules sont ensuite
excitées par un ou plusieurs lasers a une longueur d'onde prédéterminée et émettent
ou non une fluorescence. Cette fluorescence est ensuite lue sous forme de signaux
électriques par des détecteurs comme les photodiodes puis analysée via un
ordinateur sous forme de données standardisées.

La CMF dispose d’'une multitude d’applications et de techniques diverses. Elle est

utilisée par conséquent dans le diagnostic de nombreuses pathologies.
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Figure 17: Représentation schématique d’un cytométre de flux(102)
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3) Description des Techniques cytofluorométriques
actuelles

La premiére technique par cytofluorométrie en flux a été mise en place en 1989 par
Van Norden. Aprés fixation au formaldéhyde, les cristaux de formazan, produit final
de la réaction du tetrazolium bloque la fluorescence des érythrocytes. En cas
d’absence de déficit en G6PD, on retrouve des cristaux de formazan dans
I'érythrocyte entrainant une absence de fluorescence. L’érythrocyte déficient
dépourvu de cristaux de formazan lui émet une fluorescence importante. Une
analyse par ordinateur des données émises permet de distinguer les populations non
fluorescentes des fluorescentes en les regroupant en 2 catégories prenant en
compte le pourcentage exprimé de globule rouge par rapport au taux de

fluorescence(71).

Le MRT (methemeglobin reduction test), test cytofluorométrique reprend le principe
du test de cytoréduction de la méthémoglobine en oxyhémoglobine. L’échantillon est
traité au préalable par du KCN (cyanure de potassium) et H202 (peroxyde
d’hydrogéne). Aprés une premiére excitation au laser a une longueur d’onde variable
puis une émission a une longueur d’onde variable, les érythrocytes contenant de
l'oxyHb émettent une fluorescence contrairement aux cellules exprimant de la
métHb. Une analyse par ordinateur des données émises permet de distinguer les
populations non fluorescentes des fluorescentes en les regroupant en 2 catégories
prenant en compte le pourcentage exprimé de globule rouge par rapport au taux de
fluorescence. Cette technique a été reprise et mise en place pour I'usage en routine
chez la femme hétérozygote au CHU de ROUEN(70).

Pour ces 2 techniques, chez les femmes hétérozygotes, on distingue bien 2
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faisceaux distincts séparés correspondant chacun a une population déficiente et non

déficiente.

Normal + G6P Normal - G6P

Number of cells
Number of cells

Fluorescence Fluorescence
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Figure 18 : Analyse par Cytométrie en flux du déficit en G6PD par technique cytochimique fondée sur la
formation de formazan. (73). A patient non déficient représenté par un faible niveau du fluorescence, B témoin
négatif représenté par un fort niveau de fluorescence, C patient hémizygote et D patiente hétérozygote.

Les limites de ces tests restent la complexité du pré traitement de I'échantillon et son
risque d’erreur. De plus le matériel et les réactifs a acquérir sont assez colteux et
difficiles d’acces. On a aussi une durée de conservation possible du prélévement
assez courte en raison de l'effet du temps sur la dégradation du prélevement. Chez
le patient hémizygote ou femme homozygote, la possibilité d’avoir un taux d’activité
enzymatique pour établir la sévérite, fait des tests spectrophotométriques une
meilleure option. Une autre limite provient du fait qu’il n’est pas possible de distinguer

une patiente homozygote, d’une patiente hétérozygote avec un phénotype séveére.
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Toutefois, les tests cytofluorométriques sont trés intéressants et une alternative

crédible pour le dépistage diagnostique de la femme hétérozygote.
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lll- Séquencage du génome

1) Technique Sanger (103)

Initialement la technique de séquengage du génome pour la G6PD et la PK était la
technique par PCR Sanger développée en 1977. Aprés extraction de 'ADN dans le
sang prélevé sur un tube EDTA, on reéalisait une amplification par PCR contenant
une amorce de l'exon spécifique a tester. Dans la PCR, on rajoutait des
fluorochromes spécifiques pour chaque nucléotide A (adénine), T (tyrosine), G
(guanine), C (cytosine), des Didésoxynucléotides qui ont pour rble d’arréter
I'amplification ainsi que la polymérase déclenchant la réaction. Cela créait un produit
de PCR avec des millions de fragments de diverses tailles. La séquence était ensuite
alignée par un électrocapillaire a partir du codon initiateur ATG qui regroupe les
fragments entre eux et discrimine le nucléotide a incorporer en fonction de la couleur
du fluorochrome percu. On comparait ensuite la séquence du patient via une
séquence de référence a la recherche d'une variation signalant I'existence d’un
variant. Toutefois cette méthode restait fastidieuse et limitée car elle n’explorait pas

les zones introniques et pouvait passer a coté des grandes délétions voire insertions.
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(A) c.187G>A (B) ¢.585G>C (C) c.586A>T
TGO CCCARRAACH GGACCAGATOCTAC GACCAGATCTACC

WT ¢.585G WT c.586A
A397 A367 A129

Mutant c.187A Mutant ¢.585C Mutant c.586T

(D) c.743G>A (E) ¢.1330G>A
GCGGGGGCTATTT CTG GACGTCTTCT

(L

WT ¢.743G WT ¢.1330G
A244 A281 Ad453

Mutant c.743A Mutant .1330A  Mutant c.1330A

Figure 19 : Détection de variant du G6PD par technique Sanger.(104) On distingue en haut la séquence de référence avec
en dessous la séquence mutée correspondant a une substitution d’un nucléotide sous forme homozygote.
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2) Next Generation Sequencing (105,106)

L’arrivée du NGS (Next Generation Sequencing) a permis de résoudre ces divers

problémes par sa capacité d’analyser en paralléle des millions de fragments d’ADN

comprenant une multitude de géenes. On passe tout d’abord par une pré-étape

d’amplification de 'ADN par PCR puis par une étape de fragmentation par ligand a

laquelle on associe des adapteurs spécifiques de chaque fragment d’ADN. Une

nouvelle phase d’amplification par PCR est réalisée ou chaque fragment est associé

a un cluster spécifique. On rajoute des nucléotides marqués (dNTP) puis aprés

dénaturation, la synthese est exécutée a partir d’'une polymérase puis analysée par

un séquenceur.

lllumina Genome Analyzer Workflow

Adapter ligation
Surface attachment

Single base extension

Bridge amplification

Denaturation

Clusters

£ - U o [

Imaging

TRENDS in Genetics

Figure 20 : Différentes étapes du NGS par technique Illumina(106)
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Une analyse bio-informatique est également nécessaire afin de reconstituer les
fragments en une séquence d'un géne donné a partir d'une base de données de
référence. Les différentes paires de base distinctes d’'un méme fragment sont toutes
séquencees de multiples fois permettant d’'augmenter la profondeur et de déterminer
la VAF (pourcentage de séquence produite avec alléle mutée / séquence avec alléle
normale). Cette VAF permet de classer comme hétérozygote autour de 40 a 50 % et

homozygote plus de 70% des séquences retrouvées avec la mutation.

Afin de classifier 'impact de ces variants, des logiciels de prédictions experts utilisés
comme PolyPhen, MAPP et Sift permettent de donner un apergu sur la pathogénicité

ou non associée a des critéres internationaux définis par TACMG.

Pour étudier le déficit en G6PD et en PK, le CHU de Lille utilise un panel de plusieurs

génes comprenant également les genes de globine.

La principale limite du NGS est qu’il faut pouvoir extraire des données brutes du

séquenceur, les informations pertinentes cliniquement et avoir une capacité de

logiciel et stockage suffisante pour les exploiter.
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Partie 3 : Comparaison entre 'activité G6PD et le
ratio G6PD/PK avec pour référence la biologie
moléculaire

|-Objectif de thése

En raison des difficultés diagnostiques chez les patientes hétérozygotes déficientes
en G6PD, de nombreuses méthodes et techniques évoquées ont été mises en place
pour améliorer la sensibilité du diagnostic. Toutefois, ces méthodes présentent

comme nous l'avons vu certaines limites.

Il est d’ailleurs reconnu que le dosage de I'activité des enzymes des globules rouges
était augmenté en cas d’hémolyse, thalassémie et anémie ferriprive(33).

Du fait de la coexistence d’autres pathologies du globule rouge, Antonio Targelli
dans une étude de 2004, a proposé l'utilisation d’'un ratio G6PD/PK afin de mieux

discriminer le déficit hétérozygote en G6PD(9).

Ce ratio a été repris au CHU de Lille avec un arbre diagnostique fondé sur ce ratio
avec des seuils permettant de diagnostiquer le déficit en G6PD. Malgré cela, chez la
femme, on ne peut établir avec certitude le caractere hétérozygote du déficit. Un
seuil d’incertitude reste assez large allant de 0,5 a 0,8 pour lequel il y a une
suspicion d'un déficit chez la femme. Dans ce cas, une biologie moléculaire en

complément permet d’affirmer ou non le diagnostic.

L’objectif principal tout d’abord est de confirmer la supériorité déja décrite dans la

littérature de ce ratio par rapport au dosage enzymatique seul.
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Par ailleurs on veut s’assurer que le seuil >0,8 établi comme concluant a une
absence certaine de déficit est fiable et que I'on n'exclut pas a tort certaines
patientes ayant un déficit hétérozygote en G6PD.

Ce travail a également aussi pour but d’affiner le seuil d’incertitude en essayant si
possible de réduire la zone d’incertitude diagnostique.

Le dernier objectif est de trouver un seuil du ratio a partir duquel on peut conclure a
un déficit en G6PD chez la femme sans avoir recours a la biologie moléculaire. Tout
cela dans le but de diminuer les colts et de raccourcir le délai de rendu des résultats

pour les patients.
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[I-Matériel et méthodes

Il s’agit d’'une étude rétrospective monocentrique chez les femmes hétérozygotes sur

une période de janvier 2021 a juillet 2024.

Effectif initial n=1810

Patiente retenue selon sexe
n=879

Critére d’exclusion selon

sexe n=934

Critére d’exclusion (absence
de BM) n=825

Critére d’exclusion (absence de
dosage) n=17

Effectif final inclus n=37

Critére d’exclusion (Variant
homozygote) n=4

Effectif final analysé n=33

Figure 21: Diagramme de flux

Durant cette période, 'ensemble des patients ayant eu un dosage enzymatique de
G6PD, PK et/ou biologie moléculaire au CHU de Lille ont été repris sur cette période.
L’effectif initial était de 1810 patients.

Ainsi aprés avoir éliminé les prélévements ne répondant pas aux critéres d’éligibilité
pour ce travail, I'effectif final analysé comprend 33 patientes avec des taux d’activité
enzymatique en G6PD compris entre 0.4 et 28 4.

Parmi ces 33 patientes, 21 patientes présentaient une absence de déficit c’est-a-dire

avec une biologie moléculaire sans variant retrouvé ou avec des variants considérés



comme bénins selon les criteres ACMG et 12 patientes avec présence de déficit.

L’age des patientes inclus dans I'étude était compris entre 1mois et 74 ans.

Le critere d’inclusion prenait en compte les femmes de tout age ayant réalisé un

dosage enzymatique au CHU de Lille aprés 2021 pour laquelle une biologie

moléculaire a été effectuée.

Dans les critéres d’exclusion, on retrouvait :

Les patients de sexe masculin.

Les patientes n’ayant pas bénéficié de biologie moléculaire.

Les patientes sans dosage enzymatique G6PD ou PK.

Les patientes avec découverte d’un variant homozygote.

On compare le groupe G6PD par rapport au groupe G6PD/PK avec comme valeur

de référence la biologie moléculaire.

Dans les données nous avons repris le taux d’activité en G6PD, le ratio G6PD/PK de
chaque patiente ainsi que les résultats de biologie moléculaire avec la présence ou
non de variant pathogéne. Dans cette étude, la présence d’un variant pathogéne est
considérée en faveur d’un déficit en G6PD et I'absence ou la présence de variant
bénin est considéré comme excluant le déficit en G6PD. La pathogénicité du variant
est fondée sur la classification ACMG. Les difféerentes données ont été traitées et

analysées sur le logiciel d’analyse statistique R.
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[lI-Résultats

1) Distribution des variables

Nous avons performé un test de Shapiro-Wilk afin de vérifier la distribution des

variables ratio G6PD/PK et activité de la G6PD.
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Figure 22 : Histogramme en bar vérifiant les distributions de l'activité et du ratio G6PD/PK

Les p-value de ce test sont égales a 0,6867 et 0,2539 pour le ratio G6PD/PK et

l'activité de la G6PD respectivement. Les distributions suivent donc une loi normale.
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Figure 23 : Box Plot vérifiant les distributions de l'activité et du ratio G6PD/PK

Pour le dosage de l'activité de la G6PD, les valeurs s’étendent de 0,4 Ul/g d’'Hb a

28,4 Ul/g d’Hb avec une médiane égale a 17,4 et une moyenne de 16,17.

Pour le ratio G6PD/PK, les valeurs maximales et minimales sont de 0,03 et 1,87

respectivement avec une médiane a 0,84 et une moyenne de 0,87.
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2) Comparaison des mesures

Nous avons effectué une analyse bivariée avec mesure du coefficient de corrélation
de Pearson.
Le coefficient de corrélation de Pearson « r » est égal a 0,64 avec une p-value égale

a 0,0013.

25
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Figure 24 : Corrélation de Pearson entre l'activité et le ratio G6PD/PK

3) Comparaison a la BM

Pour faire le lien avec les résultats de biologie moléculaire. Nous avons réalisé
comme méthode un test de Student comparant une variable quantitative continue a
une variable qualitative au sein des groupes « Présence de déficit » et « Absence de
déficit ». Les conditions de validité du test t ont été vérifiées, a savoir la normalité de

la distribution, I'égalité des variables et le caractére indépendant des observations.
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Les 2 groupes ont été comparés séparément aux moyennes de l'activité G6PD par le
test de student puis une seconde fois aux moyennes du ratio G6PD/PK par ce méme
test. Une p- value <0,05 a été retenue pour définir s’il y’a une significativité au risque

de 1¢ espéce alpha de 5%.
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Figure 25 : Comparaison des groupes absence et présence de déficit en fonction de l'activité G6PD

Test de student entre I'activité G6PD et les 2 groupes

La valeur du test t est égal a 2,28 avec une p-value égale a 0,0378.

Dans le groupe Absence de déficit, on retrouve une moyenne a 18,49 avec un écart

type moyen de 4,80 et un intervalle de confiance a 95% compris entre [16.44;20.54]

Dans le groupe Présence de déficit, la moyenne est de 12,13 avec un écart type de

8,93 et un intervalle de confiance a 95% compris entre [7.08;17.18]
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Test de student entre Ratio G6PD/PK et les 2 groupes étudiés

La valeur du test t est égal a 1,86 e avec une p-value de 0,08.

Dans le groupe Absence de déficit, on retrouve une moyenne de 0,97 avec un écart

type de 0,27 et un intervalle de confiance a 95% compris entre [0,85 ; 1,09]

Dans le groupe Présence de déficit, on retrouve une moyenne de 0,69 avec un écart

type de 0,48 et un intervalle de confiance a 95% compris entre [0,42 ; 0,96]
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Figure 26 : Comparaison des groupes absence et présence de déficit en fonction du ratio G6PD/PK
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4) Mesure des performances diagnostiques

Afin d’appréhender les performances diagnostiques de l'activité G6PD et du ratio
G6PD/PK. Une analyse des courbes ROC a été effectuée, ce qui permet d’avoir une

estimation de la sensibilité et de la spécificité des 2 tests ainsi que leur Aire sous la

Courbe (AUC).
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Figure 27 : Analyse ROC des résultats pour l'activité G6PD

- Pour l'activité en G6PD, on retrouve un seuil optimal a 16 avec une sensibilité

estimée a 67% et une spécificité a 81%. L’AUC est de 0,71
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Courbe ROC pour ratio_g6_pk
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Figure 28 : Analyse ROC des résultats pour le ratio G6PD/PK

Pour le ratio G6PD/PK, on retrouve un seuil optimal a 0,855 avec une sensibilité

estimée a 83% et une spécificité a 67%. L'AUC est de 0,74

5) Test de comparaison des AUC

Le test de Delong a été réalisé afin de comparer les performances diagnostiques de
'activité G6PD par rapport au ratio. Dans le but d’estimer si on retrouve une
différence statistiquement significative entre les 2 méthodes.

Au total dans nos données, la valeur du test Z est égale a 0,19 avec une p-value a

0,85 et un intervalle de confiance a 0,95% compris entre -0,22 et 0,27.
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IV-Discussion

1) Analyse des résultats

Les résultats mettent en évidence la difficulté de diagnostiquer un déficit en G6PD
chez la femme. En effet on retrouve un phénotype extrémement large de la
population déficitaire avec comme activité enzymatique minimale 0,04 Ul/g Hb soit
<1% d’activité et maximale 28,4 Ul/g Hb correspondant a une activité >80%. (Figure
22,23). Ces données corroborent ce qui a été deécrit dans la littérature avec une
variabilité extrémement importante de l'activité enzymatique mesurée chez les

femmes.

Concernant le ratio, la grande majorité de la population déficitaire est comprise entre
0,04 et 1,09 avec une valeur que I'on considére comme aberrante a 1,87. Pour la
population non déficitaire, I'activité minimale retrouvée est de 10,3 Ul/g Hb et un ratio
de 0,54. Le test t des 2 groupes est en faveur d’'une différence de moyenne
significative pour l'activité en G6PD avec une p- value inférieure a 0,05 (p=0,037)
mais non significative pour le ratio G6PD/PK (p=0,08). Cela peut donc faire penser
que lactivité G6PD est plus discriminante que le ratio pour détecter un déficit
confirmé par la biologie moléculaire. Toutefois pour 'activité comme pour le ratio, les
intervalles de confiance des groupes Présence et Absence de déficit se chevauchent
ce qui laisse a penser que pour I'activité, la différence peut étre considérée comme
faiblement significative. L’absence de différence de moyenne entre les 2 groupes
pour le ratio s’explique et par la méme confirme I'existence d’'une zone d’incertitude
diagnostique retenue par le laboratoire entre 0,5 et 0,8. D’ailleurs si I'on reprend le

seuil >0,8 I'hypothése a partir de laquelle on conclut a I'absence de déficit, 1/3 des
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patientes de I'étude serait dans ce cas des faux négatifs. Ce seuil ne semble pas
suffisant pour exclure avec certitude un déficit. A I'inverse, lorsqu’on analyse les 2
groupes par rapport au ratio, on constate qu'en dessous du < 0,5, tous les résultats
sont associés uniquement au groupe déficitaire. La tendance semble démontrer qu’a
partir d'un ratio a 0,5, les patientes peuvent étre considérées comme déficitaires. Ce
seuil est d'ailleurs celui utilisé au laboratoire pour le diagnostic positif chez les

hommes.

Concernant la performance diagnostique des 2 méthodes lorsque I'on reprend les
courbes ROC (figure 27,28) de I'activité et du ratio. Le ratio G6PD/PK présente une
meilleure sensibilité (83%) mais une moins bonne spécificité (67%) que l'activité
G6PD (sensibilité a 67% et une spécificité a 81%). La performance globale du ratio
G6PD/PK est meilleure que 'activité G6PD avec une AUC = 0,736 contre 0,712 pour
I'activité. Toutefois ces faibles valeurs d’AUC confirment que ces 2 méthodes ne sont
pas optimales pour un usage diagnostique chez la femme. De plus, le test Delong
qui compare les AUC des courbes ROC met en évidence une p- value a 0,85 élevée
ce qui confirme d'un point de vue statistique qu'il N’y a pas de réelle différence de

performance entre le ratio G6PD/PK et le dosage seul.

2) Principales limites de 'étude

Lorsque que l'on interpréte ces résultats, il faut prendre en considération le faible
effectif de I'’échantillon étudié qui diminue la puissance des tests effectués et ce qui
peut expliquer 'absence de réelle différence de performance entre le ratio G6PD/PK
et l'activité G6PD dans le diagnostic chez la femme. Ce faible effectif s’explique par
la faible utilisation de la biologie moléculaire au CHU de Lille dans l'usage en routine

diagnostique chez la femme. Cela peut s’expliquer par I'absence de recommandation
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internationale formelle détaillant I'utilisation de la biologie moléculaire dans le cadre
exclusif du déficit en G6PD. En pratique courante, on [lutilise pratiquement
exclusivement lorsque la clinique est évocatrice alors que le phénotype est
discordant. Parfois la découverte du déficit apparait de fagon fortuite avec la
découverte d’'un variant pathogéne lors de la recherche d’'une autre pathologie. On
peut également estimer une limite lors de la sélection des dosages pour cette étude,
en effet celle-ci est ciblée sur l'utilisation de la biologie de moléculaire avec un
probable biais sur la fréquence de [I'association avec d’autres pathologies

erythrocytaires.

L’éventuelle présence d’interférence analytique notamment [I'hémolyse du
prélevement ou d’'une transfusion n’a pas totalement été pris en compte. Cela peut
s’expliquer d’'une part par I'absence de donnée suffisante sur la possibilité d’'une
transfusion récente et d’autre part dans le cas de I'hnémolyse, par I'absence d’un réel
indice d’hémolyse ou la présence d’'un biomarqueur pour la confirmer. La possibilité
d’hémolyse d'un prélevement étant considérée a partir d’'une activité enzymatique

supérieure a 25 dans le laboratoire.

D’ailleurs cette absence de donnée, rend difficile I'interprétation d’'une valeur que I'on
considére comme aberrante dans le groupe Présence de déficit avec un ratio a 1,87
pour une activité a 20,4 qui semble selon les normes du laboratoire plus évocateur
d'un déficit en PK malgré la détection d’'un variant A-. Deux hypothéses peuvent
expliquer cette anomalie, le prélévement a pu étre effectué aprés une transfusion
engendrant une fausse normalisation de I'activité enzymatique lors de I'analyse. Une

autre possibilité serait liée au fait que le prélévement a été réalisé chez un nourrisson
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de 1 mois or durant cette période, les cellules érythrocytaires sont beaucoup plus
jeunes que chez l'adulte ce qui engendre des taux d’activités enzymatiques
supérieurs chez les nouveau-nés par rapport a I'adulte. Ce facteur a-t-il un impact

également sur le ratio ?

Pour répondre et vérifier 'hnypothése selon laquelle I'age a un impact sur l'activité
mais aussi sur le ratio, on a repris I'ensemble des patientes pour lesquelles un
dosage enzymatique et le ratio G6PD/PK ont été effectués. Les échantillons ont été

classés en 3 catégories en fonction de I'age du patient au moment du prélévement.

Les trois catégories se distinguent comme ceci :

La premiére catégorie comprend tous les prélevements effectués chez les nouveau-
nés/nourrissons c’est-a-dire moins d’un an. La seconde catégorie comprend tous les
prélevements effectués chez les enfants a partir de I'age d’1 an jusque 16 ans. La
derniere catégorie comprend tous les prélevements effectués a partir de 16 ans.

Afin de déterminer si I'hnypothése est juste, nous avons utilisé 2 fois le test d’analyse
de variance d’'une variable qualitative avec une variable quantitative (ANOVA) pour
comparer les moyennes de l'activité en G6PD des 3 groupes puis les moyennes du
ratio G6PD/PK des 3 groupes. Pour ces 2 tests, les conditions de validité (égalité des
variances, taille des échantillons, normalité des tests) ont été vérifiees pour chaque
groupe. Le test dANOVA a été complété d’'une analyse de comparaison multiple de
post-hoc de Tukey pour examiner d’éventuelles différences spécifiques entre les
groupes.

Dans le cas de l'activité G6PD, la p- value du test est inférieure a 2 e-16 ce qui

montre une différence significative entre les groupes d’age avec des moyennes qui
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varient trées fortement. L’analyse de comparaison multiple de Tukey révéle des
différences significatives entre tous les groupes, mais plus marquées entre les
adultes et les nouveau-nés. Les moyennes sont respectivement pour le groupe
nouveau-né de 20,25, de 18,45 pour le groupe enfant et de 13,64 pour le groupe

adulte (figure 29).
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Figure 29 : Représentation de l'activité G6PD en fonction de la catégorie d'dge

Dans le cas du ratio G6PD/PK, la p-value du test ANOVA est de 0,271 ce qui indique
que les différences entre les groupes ne sont pas statistiquement significatives. Le
test de post-hoc Tukey n’a observé aucune différence significative entre les différents
groupes d’age. Les moyennes des groupes sont similaires avec pour le groupe
nouveau-né, un ratio moyen de 1,05. Pour les 2 groupes enfant et adulte, le ratio

moyen est identique a 0,99. (figure 30)
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Figure 30 : Représentation du ratio G6PD/PK en fonction des catégories d'ige

Les résultats confirment lI'impact de I'age sur l'activitt G6PD avec une diminution
progressive durant la vie. Ce phénoméne concorde avec la littérature. Au contraire,
le ratio G6PD/PK n’est lui pas impacté par I'dge et ne nécessite pas de seuil

d’interprétation différent pour cette variable. D’ou l'intérét d’effectuer I'interprétation

des résultats par ce ratio.
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3) Perspectives d’avenir

Pour confirmer les résultats préliminaires mis en évidence dans cette étude, il serait
intéressant de poursuivre le recrutement en intégrant davantage de prélévements
intégrant le dosage enzymatique et la biologie moléculaire chez la femme pour
pouvoir faire un lien plus précis entre le phénotype et génotype en cas de déficit en
G6PD. Il faudrait également disposer d’informations sur I'éventuelle transfusion
récente ayant pour risque de fausser les dosages enzymatiques et donc son
interprétation. De plus la possibilité d’avoir plusieurs prélévements enzymatiques a
des périodes difféerentes permettrait d’éviter de passer a cété de 'hémolyse et ses

impacts diagnostiques.
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Conclusion :

Le diagnostic du déficit en G6PD chez les femmes hétérozygotes présente
d’'importantes difficultés en raison de la variabilité de I'expression enzymatique liée a
l'inactivation aléatoire du chromosome X. Cette mosaique d'expression rend les tests
biochimiques classiques, comme l'activité enzymatique seule insuffisants pour établir
un diagnostic positif fiable. Bien que I'activité seule puisse fournir des indications en
cas de franche diminution, elle ne permet pas, a elle seule, de déterminer avec

précision |'état déficient en G6PD chez les femmes hétérozygotes.

En effet, ces patientes peuvent présenter des niveaux d'activité enzymatique
extrémement variées, rendant linterprétation des résultats complexes et une
augmentation du risque de sous-estimation diagnostique. Cette incertitude
diagnostique peut avoir des répercussions cliniques majeures, en particulier dans la

gestion des traitements potentiellement hémolytiques.

Les résultats préliminaires ont démontré que la sensibilité du ratio semblait
potentiellement meilleure que l'activité mais ne permet pas a lui seul d'obtenir un
diagnostic précis de la maladie hormis pour un seuil inférieur a 0,5 ce qui correspond
a une faible proportion des déficientes hétérozygotes. Par ailleurs la zone
d’incertitude diagnostique préalablement définie semble plus importante qu’estimée
initialement car malheureusement le seuil >0,8 n’exclut pas avec certitude le

diagnostic.

Il est donc primordial d’intégrer des examens biologiques complémentaires en
particulier les tests génotypiques par le biais de la biologie moléculaire pour les cas
ou lintroduction d’un traitement a risque hémolytique est indispensable. La biologie

moléculaire doit également étre utilisée en cas d’une discordance entre une clinique
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évocatrice et les dosages afin de pallier les éventuelles limites des dosages
enzymatiques. L’association entre les analyses enzymatiques et moléculaires semble
a I'heure actuelle toujours la meilleure option pour identifier de maniére plus précise
les patientes a risque et ainsi d’obtenir une prise en charge la plus adaptée et

efficace possible.
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Contexte : Le déficit en G6PD est le déficit enzymatique héréditaire le plus fréquent et connu dans
monde. Toutefois il reste une difficulté majeure de diagnostic chez les femmes déficitaires
hétérozygotes en G6PD avec un risque de sous-évaluation diagnostique. Pour y pallier, un ratio a été
mis en place fondé sur les données de la littérature prenant en compte le taux d’activité en G6PD et
en PK. L'objectif de ce travail est d’évaluer la pertinence de ce ratio chez la femme en le mettant en
lien avec le génotypage de la G6PD.

Méthode : Il s’agit d’'une étude rétrospective monocentrique sur une période de 2021 a juillet 2024.
Nous avons repris 'ensemble des prélevements pour lequel I'activité G6PD, le ratio G6PD/PK et la
biologie moléculaire ont été effectué conjointement dans le laboratoire. Dans cette étude, la présence
d’un variant pathogéne est considérée en faveur d’un déficit en G6PD et I'absence ou la présence de
variant bénin est considéré comme excluant le déficit en G6PD. Les performances de I'activité et du
ratio ont été évalué de maniére statistique a partir de la concordance de leurs résultats avec la
biologie moléculaire.

Résultats : L’analyse du test t student de comparaison de moyenne des 2 groupes absence et
présence de déficit par rapport a I'activité G6PD et le ratio G6PD/PK ainsi que la comparaison des 2
courbes ROC de I'activité et du ratio montrent des performances quasiment identiques chez la
femme hétérozygote entre les 2 tests diagnostiques.

Conclusion : Le ratio G6PD/PK ne semble pas a lui seul étre suffisant pour poser un diagnostic chez
les femmes hétérozygotes. L'utilisation de la biologie moléculaire a partir d’'un seuil supérieur a 0,5
parait nécessaire pour éliminer avec certitude la pathologie.
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