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Le point sur...

Le séquencage d'exome dans le diagnostic de l'anémie hémolytique congénitale

L'anémie hémolytique congénitale regroupe un ensemble hétérogéne de maladies génétiques rares
caractérisées par une augmentation de la destruction des globules rouges. Les causes de l'anémie
hémolytique congénitale peuvent étre d'origine corpusculaire c'est-a-dire liées au globule rouge lui-méme -
tels que la sphérocytose héréditaire et les autres maladies membranaires, les anomalies de I'hémoglobine,
les déficits enzymatiques du globule rouge, I'anémie congénitale dysérythropoiétique — ou extracorpusculaire
— tels que les syndromes hémolytiques et urémiques atypiques. Actuellement, le diagnostic repose
essentiellement sur les données cliniques, les antécédents familiaux et les tests phénotypiques, les analyses
génétiques n'intervenant qu’en dernier recours. Cependant, avec la mise au point du séquencage de nouvelle
génération, il est possible d'explorer un grand nombre de maladies a partir d'une petite quantité d’ADN.
L'approche génomique pourrait ainsi jouer un réle majeur dans le diagnostic de I'anémie hémolytique
congénitale.

Cette étude a évalué le potentiel diagnostique du séquencage de nouvelle génération chez des patients
atteints d'anémie hémolytique congénitale.

Les auteurs ont réalisé des tests biochimiques et hématologiques, I'extraction d’ADN, le séquencage complet
d'une liste de 71 génes impliqués dans les anémies hémolytiques congénitales et dans certains cas I'exome
complet (qui correspond a I'ensemble des exons, parties des genes connus qui codent des protéines). lls ont
ensuite procédé a l'analyse bio-informatique des données recueillies chez 40 patients atteints d'anémie
hémolytique congénitale dont 20 ayant une sphérocytose héréditaire suspectée et 20 une hémolyse non
expliquée malgré I'exploration phénotypique.

Cette approche a permis un diagnostic génétique de I'anémie hémolytique congénitale pour 82,5 % des
patients, dont 100 % des patients atteints de sphérocytose héréditaire et 65 % des patients atteints d'une
hémolyse non expliquée.

Cette étude a mis en évidence la complexité génétique de I'anémie hémolytique congénitale en révélant
I'association de plusieurs variants dans différents genes au sein d'un méme individu chez 15 % des patients
atteints de sphérocytose héréditaire et 45 % des patients atteints d’hémolyse non expliquée. De telles
associations avec plusieurs variants déléteres de génes causant des maladies du globule rouge ont rarement
été rapportées.

L'approche génomique dans le domaine de I'anémie hémolytique congénitale parait essentielle a la fois dans
la détection de nouveaux genes susceptibles d'étre impliqués et dans la réorientation du diagnostic. Son
utilisation par les cliniciens généticiens permettrait un conseil génétique personnalisé et la définition d'un
traitement adapté au mieux a chaque patient.

Les résultats de cette étude ont été publiés en 2020 dans la revue Orphanet Journal of Rare Diseases
(https://doi.org/10.1186/s13023-020-01425-5).

3



https://doi.org/10.1186/s13023-020-01425-5

Echange avec...

Docteur Lamisse Mansour-Hendili
Praticien hospitalier, Département de génétique médicale

Laboratoire de génétique Hopital Henri Mondor, Créteil, Pr Fanen, Pr Funalot
INSERM, IMRB, équipe 2 « Transfusion et maladies du globule rouge », Pr Pirenne

—P  Pouvez-vous nous décrire le contexte de cette étude ?

Il s'agit de résultats issus de la mise en place au laboratoire d'une nouvelle approche diagnostique permettant
d'explorer d'un point de vue génétique les anémies congénitales autres que la drépanocytose et les
thalassémies. Chaque dossier a été discuté en réunion de concertation pluridisciplinaire du globule rouge
afin de poser I'hypothese diagnostique et justifier I'exploration génétique. Certains patients avaient des
diagnostics supposés — notamment les sphérocytoses héréditaires dont les tests phénotypiques sont
discriminants — mais s'il n'y a aucun autre membre de la famille atteint ou dans le cas de sphérocytoses
atypiques, les recommandations actuelles sont de procéder a un diagnostic génétique. L'errance diagnostique
n'a pas été quantifiée mais certains patients étaient orientés sur de fausses pistes diagnostiques (telle qu'une
sphérocytose héréditaire au lieu d'une dysérythropoiese congénitale de type 2) et d'autres présentaient des
tests phénotypiques qui ne permettaient pas de conclure a un diagnostic précis. Enfin, les associations de
plusieurs pathologies du globule rouge chez un méme patient faussent linterprétation des tests
phénotypiques ce qui peut avoir des conséquences sur la bonne prise en charge thérapeutique des patients.
A titre d’exemple, une stomatocytose héréditaire déshydratée sous-jacente a été identifiée grace aux analyses
génétiques d'un patient pour qui la splénectomie est de ce fait contre-indiquée. Mais un membre de sa famille
porteur de la méme mutation avait déja été splénectomisé dans I'enfance.

—P  Quels sont les perspectives de votre étude ?

Nous avons émis I'hypothése de I'implication possible de deux génes actuellement non connus dans les
anémies congénitales hémolytiques. Ceci permettra peut-étre une concertation avec d'autres équipes
rencontrant des cas similaires avec des mutations dans ces mémes genes confirmant ainsi leur implication. |l
y a tout un pan de validation fonctionnelle des nouveaux variants génétiques mis en évidence dans cette
étude qui s’ouvre. Ceci s'inscrit dans le besoin croissant du développement de plateformes fonctionnelles qui
accompagne |'expansion des grandes plateformes génomiques. En effet, il nous faut maintenant confirmer le
caractere pathogene de certains VSI (variants de signification incertaine) en passant par des études multi-
omiques — telles que des études d'expression d’ARN (transcriptomique), des études de la protéine de maniere
plus poussée (protéomique) et la métabolomique — pour a la fois conclure quant a lI'implication de tel ou tel
géne chez les patients mais également mieux comprendre la physiopathologie de la maladie. Dans cette
optique, nous avons d'ores et déja convoqué a nouveau les patients de I'étude grace a linfirmiere
coordinatrice du centre de référence afin de réaliser des études transcriptomiques et des tests phénotypiques
qui feront I'objet d'une publication ultérieure.

—P  Quel est le potentiel du séquencage d’exome pour la pratique clinique ?

Le potentiel est large. Il y a eu depuis la parution de larticle, d'autres réorientations phénotypiques
inattendues grace a ce diagnostic génétique : la découverte d'une HPN (hémoglobinurie paroxystique
nocturne) congénitale chez un jeune garcon, un syndrome lymphoprolifératif de Canale-Smith chez un
patient initialement diagnostiqué comme une AHAI (anémie hémolytique auto-immune)...



—P Quelle place peut avoir le séquencage d’exome dans le parcours diagnostique ?
L'analyse exomique (analyse de toutes les séquences codantes du génome) ne devrait intervenir que pour les
cas complexes en errance diagnostique ou pour les cas pédiatriques compliqués.

—Pp Comment pensez-vous que les recommandations actuelles concernant le diagnostic de I'anémie
hémolytique congénitale peuvent évoluer ?

Il est clair que le recours au diagnostic moléculaire devrait arriver beaucoup plus tot dans I'arbre décisionnel
de prise en charge diagnostique des anémies hémolytiques congénitales autres que les thalassémies et la
drépanocytose. Selon moi les recommandations en vigueur le placent beaucoup trop tardivement dans I'arbre
décisionnel ce qui peut engendrer un délai supplémentaire au diagnostic. L'analyse exomique doit étre
réservée aux cas complexes demeurant non expliqués malgré de larges explorations phénotypiques. Mais le
diagnostic par panel ciblé en séquencage haut débit devrait étre démocratisé.



Appels a projets

INSERM : soutien a la recherche sur I'histoire de la recherche biomédicale - appel 2020-2021

Le Comité pour I'histoire de I'lnserm propose une aide financiére aux étudiants de master qui souhaitent
s'engager dans une recherche concernant directement I'histoire de I'institution ou plus largement I'histoire
de la recherche biomédicale et des questions de santé.

Le Comité examine également des candidatures de doctorants demandant une aide spécifique et limitée — il
ne s'agit pas de l'attribution de contrats doctoraux.

Date limite de dépot des dossiers : 23 octobre 2020

—P  Plus d'informations :
https://www.inserm.fr/actualites-et-evenements/actualites/soutien-recherche-sur-histoire-recherche-
biomedicale-appel-2020-2021

ANR - Appel a projets RA-COVID-19

Cet appel a projet s'inscrit dans la continuité de I'appel a projets FLASH COVID-19. Les nouveaux projets
seront évalués selon les mémes modalités de sélection accélérée.

Les projets devront porter sur des travaux de recherche (projets de type « Recherche-Action ») a court terme
(3-12 mois) : projets urgents et rapides dont les résultats pourraient étre implémentés en quelques mois dans
la société.

Les thématiques concernées sont notamment les mesures de prévention, les traitements (incluant les vaccins),
les tests grande échelle, les études de seroprévalence, les rebonds épidémiologiques, les stratégies de
déconfinement et leur mise en ceuvre, la sortie de crise au niveau sanitaire, économique, environnemental,
des relations interpersonnelles, ou des changements sociaux et impacts économiques. Les initiatives One
Health (« une seule santé ») d'approche intégrée, systémique et unifiée de la santé publique, animale et
environnementale sont également concernées...

Date limite de dépot des dossiers : 28 octobre 2020 (session d’'évaluation 9)

Plus d'informations : https://anr.fr/fr/detail/call/appel-a-projets-ra-covid-19/

FRM - Appel a projets 2020 « espoirs de la recherche » — amorcage de jeunes équipes

Par cet appel a projets, la Fondation pour la Recherche Médicale s’adresse aux jeunes chercheurs de haut
niveau, frangais ou étrangers, désireux de rejoindre une structure de recherche francaise pour mettre en place
et animer une nouvelle équipe de recherche. Il vise a renforcer le potentiel de recherche de structures qui
ont, dans le cadre d'un appel a candidatures international, déja sélectionné le(la) candidat(e) qu’elles
souhaitent accueillir.

Le financement alloué par la FRM est au maximum de 300 000 euros pour une durée de deux ans. Il vise a
couvrir des frais de personnels, des moyens matériels et/ou des frais de mission.

La structure d'accueil doit avoir sélectionné le(la) candidat(e) dans le cadre d'un appel a candidatures
international finalisé par des auditions par un jury international. La sélection doit avoir eu lieu depuis moins
de 24 mois a la date de la sélection par la FRM.

Date limite de dépot des dossiers pour la session 3 : 29 octobre 2020

—P  Plus d'informations : https://www.frm.org/upload/pdf/espace-chercheur/ao_amorcage2020.pdf
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ANR - Appel a projets générique - 2021

L'objectif de ce programme est d’encourager toutes les communautés scientifiques des différents domaines,
a accéder, en complément des financements récurrents qui leur sont alloués, a des co-financements sur un
grand nombre de thématiques de recherche, finalisées ou non.

Sept domaines de recherches sont valorisés, parmi lesquels : sciences de la vie, sciences humaines et sociales,
sciences du numérique et mathématiques et leurs interactions. Une attention particuliére sera portée aux
projets de recherche qui s'inscriront dans la lutte contre la pandémie de Covid-19.

L'’AAPG 2021 est ouvert a tous les chercheurs titulaires appartenant a un organisme, un établissement ou un
laboratoire de recherche public ou privé éligible au financement de I'’ANR.

Ouverture de la soumission des pré-propositions : 29 octobre a 13h00

Date limite de dépot des pré-propositions (PRC, PRCE, JCJC) et de l'enregistrement (PRCI): 1er
décembre a 13h00

Date de limite de dépot des propositions détaillées : prévue en Avril 2021 et précisée ultérieurement
—P  Plus d'informations : https://anr.fr/fr/detail/call/appel-a-projets-generique-2021/

Appel a projet 2020 de la Fondation MACSF

La Fondation soutient les projets qui s'inscrivent dans I'Innovation en santé (projets ayant trait a la
télémeédecine, aux applications et objets connectés en santé, a la simulation, I'intelligence artificielle ou encore
les start-up, etc), la solidarité (projets de soins en faveur des plus démunis, actions destinées aux
professionnels de santé les plus vulnérables, etc.) et la formation initiale et continue des soignants (projets
soutenant |I'évolution des professions de santé dans leur exercice par la formation)

Date limite de dépot des dossiers : 31 octobre 2020 a minuit,

—P  Plus d'informations : https://www.macsf.fr/fondation-macsf

EJP RD - « Joint transnational call (JTC) » 2021 — Recherche en sciences humaines et sociales
Le 3e appel conjoint transnational 2021 est dédié a la recherche en sciences humaines et sociales, dans le but
d'améliorer la mise en ceuvre des soins et la vie quotidienne des personnes vivant avec une maladie rare.
Les projets devront porter sur une maladie rare ou un groupe de maladies rares (selon la définition
européenne), et couvrir au moins I'un des domaines suivants :
e Recherche sur les services sociaux et de santé pour améliorer les résultats de santé des patients et de
leurs familles,
e Impact économique des maladies rares,
e Impact social et psychosocial des maladies rares,
e Impact/fardeau de I'errance diagnostique et de I'absence d'intervention thérapeutique,
e E-santé dans les maladies rares,
e Développement et amélioration de méthodes de recherche sur les résultats de santé,
e Effets de la pandémie et du réseau mondial d'alerte, réponse dans le domaine des maladies rares, et
émergence de circuits innovants de soins dans ce cadre.
Les consortia devront inclure a la fois une expertise clinique et une expertise en sciences humaines et sociales.
L'implication de patients est fortement encouragée.
Ouverture de la soumission des pré-propositions : décembre 2020 (précisée ultérieurement)
Date limite de soumission des pré-propositions : février 2021 (précisée ultérieurement)
—P  Plus d'informations : https://www.ejprarediseases.org/index.php/early-announcement-jtc2021/
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Appel a projets EOSC-life « digital life science »
L’ « European open science cloud » (EOSC-Life) lance son 1°" appel a projet destiné a soutenir des projets qui
contribuent au développement d'un espace numérique ouvert pour les données et les outils en science de la
vie, favorisant les collaborations interdisciplinaires et faisant progresser la recherche utilisant des données
lourdes.
Themes acceptés :

e Curation, traitement et intégration des données pour publication dans le cloud

e Interopérabilité des outils, workflow et contenerisation

e Déploiement et ressources cloud
L'appel a projets est ouvert a tout scientifique académique ou privé affilié a une institution habilitée a recevoir
un financement de I'Union européenne.
Cloture de la soumission des dossiers : 22 décembre 2020 a 17h
—P  Plus d'informations : https://www.eosc-life.eu/services/open-call/

EJP RD - Appel a projets networking support scheme (NSS)

L'objectif de ce programme est d'encourager le partage de connaissances des professionnels de santé, des
chercheurs et des patients sur les maladies rares et les cancers rares.

Le programme fournira un soutien financier aux candidats pour favoriser I'organisation d’ateliers ou de
conférences permettant de renforcer les collaborations et le partage de connaissances pour de nouveaux
réseaux de recherche ou pour des réseaux existants. Ces ateliers ou conférences devront étre axés sur les
(implications des) résultats de recherche et les solutions innovantes ainsi que sur le renforcement des
collaborations entre les différentes parties prenantes.

Cloture de la réception des dossiers complets : soumission tout au long de I'année, évaluation des
candidatures tous les trois mois

—P  Plus d'informations : https://www.ejprarediseases.org/index.php/networking-support/

- filiere MCGRE, a l'adresse suivante:

) Ol Les appels a projets sontrégulierement mis a jour sur le site internet de la
v https://filiere-mcgre.fr/espace-professionnels-de-sante/appels-a-projets/
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Bibliographie

Information COVID-19 : la bibliographie proposée dans ce bulletin inclut des articles
concernant la maladie COVID-19 et les pathologies du globule rouge. Pour consulter la liste
régulierement mise a jour de ces articles, rendez-vous sur le site MCGRE :
https://filiere-mcgre.fr/actualites/veille-bibliographique-covid-19-et-maladies-du-globule-
rouge/

Genetic and functional insights into CDA-I prevalence and pathogenesis

Olijnik AA, Roy NBA, Scott C, Marsh JA, Brown J, Lauschke K, Ask K, Roberts N, Downes DJ, Brolih S, Johnson E, Xella B,
Proven M, Hipkiss R, Ryan K, Frisk P, Makk J, Stattin EM, Sadasivam N, Mcllwaine L, Hill QA, Renella R, Hughes JR, Gibbons
RJ, Groth A, McHugh PJ, Higgs DR, Buckle VJ, Babbs C.

J Med Genet. 2020 Jun 9:jmedgenet-2020-106880. doi: 10.1136/jmedgenet-2020-106880

Prevalence of left ventricular hypertrabeculation/noncompaction among patients with congenital
dyserythropoietic anemia Type 1 (CDA1)

Abramovich-Yoffe H, Shalev A, Barrett O, Shalev H, Levitas A.

Int J Cardiol. 2020 Jun 5:50167-5273(20)31032-9. doi: 10.1016/j.ijjcard.2020.05.092

Characterization of Two Cases of Congenital Dyserythropoietic Anemia Type | Shed Light on the Uncharacterized
C150rf41 Protein

Russo R, Marra R, Andolfo |, De Rosa G, Rosato BE, Manna F, Gambale A, Raia M, Unal S, Barella S, lolascon A.

Front Physiol. 2019 May 22;10:621. doi: 10.3389/fphys.2019.00621. Erratum in: Front Physiol. 2020 Aug 11;11:940

Hepatic and cardiac iron load as determined by MRI T2* in patients with congenital dyserythropoietic anemia type |
Asleh M, Levitas A, Daniel S, Abu-Quider A, Ben-Harosh M, Kapelushnik J.
Ann Hematol. 2020 Sep 12. doi: 10.1007/s00277-020-04263-4

Aberrant Membrane Composition and Biophysical Properties Impair Erythrocyte Morphology and Functionality in
Elliptocytosis

Pollet H, Cloos AS, Stommen A, Vanderroost J, Conrard L, Paquot A, Ghodsi M, Carquin M, Léonard C, Guthmann M,
Lingurski M, Vermylen C, Killian T, Gatto L, Rider M, Pyr Dit Ruys S, Vertommen D, Vikkula M, Brouillard P, Van Der Smissen
P, Muccioli GG, Tyteca D.

Biomolecules. 2020 Jul 29;10(8):E1120. doi: 10.3390/biom10081120

Clinical Diagnosis of Red Cell Membrane Disorders: Comparison of Osmotic Gradient Ektacytometry and Eosin
Maleimide (EMA) Fluorescence Test for Red Cell Band 3 (AE1, SLC4A1) Content for Clinical Diagnosis

Zaidi AU, Buck S, Gadgeel M, Herrera-Martinez M, Mohan A, Johnson K, Bagla S, Johnson RM, Ravindranath Y.

Front Physiol. 2020 Jun 19;11:636. doi: 10.3389/fphys.2020.00636

Differential diagnosis of hereditary hemolytic anemias in a single multiscreening test by TGA/chemometrics
Risoluti R, Caprari P, Gullifa G, Sorrentino F, Maffei L, Massimi S, Carcassi E, Materazzi S.
Chem Commun (Camb). 2020 Jul 14;56(55):7557-7560. doi: 10.1039/d0cc02948¢

Parvovirus-Induced Transient Aplastic Crisis in a Patient With Newly Diagnosed Hereditary Spherocytosis
Nandu NS, Hafzah H, Patel C.
Cureus. 2020 Jul 3;12(7):e8995. doi: 10.7759/cureus.8995
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Parvovirus B19-Infected Tubulointerstitial Nephritis in Hereditary Spherocytosis

Nishiyama K, Watanabe Y, Ishimura M, Tetsuhara K, Imai T, Kanemasa H, Ueki K, Motomura Y, Kaku N, Sakai Y, Imadome
Kl, Ohga S.

Open Forum Infect Dis. 2020 Jul 6;7(8):0faa288. doi: 10.1093/ofid/ofaa288

Gilbert's syndrome coexisting with hereditary spherocytosis might not be rare: Six case reports
Kang LL, Liu ZL, Zhang HD.
World J Clin Cases. 2020 May 26;8(10):2001-2008. doi: 10.12998/wjcc.v8.i10.2001

A novel PIEZO1 mutation in a patient with dehydrated hereditary stomatocytosis: a case report and a brief review
of literature

Zama D, Giulietti G, Muratore E, Andolfo |, Russo R, lolascon A, Pession A.

Ital J Pediatr. 2020 Jul 23;46(1):102. doi: 10.1186/s13052-020-00864-x

Transient aplastic crisis triggered by parvovirus B19 in a family with hereditary spherocytosis
Cilla N, Domitien L, Arrada N, Chiffre D, Mahe P, Vincent L, Aguilar-Martinez P, Foulongne V.
IDCases. 2020 May 11;21:e00802. doi: 10.1016/j.idcr.2020.e00802

A novel SPTB gene mutation in neonatal hereditary spherocytosis: A case report
LiuY, Zheng J, Song L, Fang Y, Sun C, Li N, Liu G, Shu J.
Exp Ther Med. 2020 Oct;20(4):3253-3259. doi: 10.3892/etm.2020.9062

Next-Generation Sequencing Revealed Disease-Causing Variants in Two Genes in a Patient With Combined
Features of Spherocytosis and Antley-Bixler Syndrome With Genital Anomalies and Disordered Steroidogenesis
Song F, Feng S, Shen X, Du M, Yin H, Liu R, Chen X.

Front Genet. 2020 Aug 21;11:976. doi: 10.3389/fgene.2020.00976

COVID-19 and hereditary spherocytosis: A recipe for hemolysis
Severance TS, Rahim MQ, French J 2nd, Baker RM, Shriner A, Khaitan A, Overholt KM.
Pediatr Blood Cancer. 2020 Jul 25:€28548. doi: 10.1002/pbc.28548

Association of Hydroxychloroquine use and Hemolytic Anemia in Patients With Low Levels of Glucose-6-
Phosphate Dehydrogenase

Ramirez de Oleo IE, Mejia Saldarriaga M, Johnson BK.

J Clin Rheumatol. 2020 Sep 18. doi: 10.1097/RHU.0000000000001571

The Elderly with Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Deficiency are More Susceptible to Cardiovascular Disease
Dore MP, Portoghese M, Pes GM.
J Atheroscler Thromb. 2020 Sep 10. doi: 10.5551/jat.56531

Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency
Luzzatto L, Ally M, Notaro R.
Blood. 2020 Sep 10;136(11):1225-1240. doi: 10.1182/blood.2019000944

Noninvasive Detection of Hemolysis with ETCOc Measurement in Neonates at Risk for Significant
Hyperbilirubinemia

Bhatia A, Chua MC, Dela Puerta R, Rajadurai VS.

Neonatology. 2020 Sep 7:1-7. doi: 10.1159/000509405

Safety and efficacy of low-dose aspirin in ischemic stroke patients with different G6PD conditions

ChenY, LiJ, Ou Z, Zhang Y, Liang Z, Deng W, Huang W, Wu Z, Jiang H, Liu Q, Ouyang F, Xing S, Zeng J.
Int J Stroke. 2020 Sep 2:1747493020950903. doi: 10.1177/1747493020950903
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A Study on the Relevance of Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Level Screening in Patients with Rheumatic
Diseases Prior to Initiating Treatment With Hydroxychloroquine

Abramova |, Park K, Hosny C, Tuladhar S, Yao Q, Patnaik A.

Cureus. 2020 Aug 2;12(8):€9519. doi: 10.7759/cureus.9519

Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase Deficiency and the Benefits of Early Screening
DelFavero JJ, Jnah AJ, Newberry D.
Neonatal Netw. 2020 Aug 1;39(5):270-282. doi: 10.1891/0730-0832.39.5.270

Molecular Characterization of Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase: Do Single Nucleotide Polymorphisms Affect
Hematological Parameters in HIV-Positive Patients?

Danquah KO, Mensah K, Nkansah C, Appiah SK, Noagbe M, Hardy Y, Ntiamoah DO, Boateng LA, Annani-Akollor ME,
Owiredu EW, Debrah AY, Addai-Mensah O.

J Trop Med. 2020 Aug 1;2020:5194287. doi: 10.1155/2020/5194287
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