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NOUVELLE

Une haplo-insuffisance de Flil
a Porigine de la thrombopénie
Paris-Trousseau

Hana Raslova, Rémi Favier, Olivier Albagli, William Vainchenker

> Le syndrome Paris-Trousseau (PTS),
également connu sous le nom de syn-
drome de Jacobsen, est un désordre
congénital associant des anomalies
telles qu’un retard mental modéré et un
retard de croissance postnatale, une
cardiopathie, une dysmorphie faciale
avec hypertélorisme et trigonocéphalie
[1]. Il est accompagné d’une dysméga-
caryopoiese et d’une thrombopénie avec
un nombre élevé dans la moelle osseuse
de mégacaryocytes (MK) de petite taille
(microMK), fréquemment apoptotiques,
et la présence dans le sang périphérique
de plaquettes contenant des granules o
géants incapables de libérer leur
contenu lors de [Iactivation par la
thrombine [2]. Une délétion de la partie
terminale du bras long du chromosome
11 avec un point de cassure en 11q23.3-
24 est toujours présente chez les
malades. Deux facteurs de transcription
apparentés, Etsl et Flil, capables de
transactiver de nombreux génes méga-
caryocytaires (GPIIb, c-mpl, PF4, GPIX,
GPIb- ), sont localisés dans la région
délétée. Leur délétion pouvait donc étre
considérée comme potentiellement res-
ponsable de la thrombopénie [3, 4]. De
ces deux facteurs de transcription, Flil
présente un intérét particulier: les souris
homozygotes Flil/~ présentent un
nombre élevé de microMK immatures
synthétisant des granules Ol anormaux.
La désorganisation des membranes de
démarcation des plaquettes est égale-
ment un point commun entre les malades
Paris-Trousseau et les souris Flil”/~ [3,
5]. €n revanche, €tsl ne semble pas
essentiel

pour la mégacaryopoiése,
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puisque les souris €ts1™~ ont une diffé-
renciation mégacaryocytaire normale
alors que d’autres défauts hématopoié-
tiques, essentiellement sur les lignées
lymphoides, sont  présents  [6].
Confirmant un réle prédominant de Flil
dans les MK, nous avons démontré que
son expression y est environ 100 fois plus
élevée que celle de €ts] [7]. Uensemble
de ces données suggere que la délétion
hémizygote de Flil, et non celle de £tsl,
est responsable de la thrombopénie chez
les malades présentant un syndrome
Paris-Trousseau. A appui de cette
hypothese, nous avons mis en évidence,
in vitro, que le transfert d’ADNc de FliI
dans les progéniteurs hématopoiétiques
(CD34%) des malades restaure, au moins
partiellement, la maturation des MK [7].

Quel est le mécanisme

de ’haplo-insuffisance de Flil

chez les malades atteints du syndrome
Paris-Trousseau ?

La présence de deux sous-populations
distinctes de MK dans la moelle osseuse
des malades, I’'une composée de MK nor-
maux et I'autre de microMK, nous a
conduits a nous demander pourquoi une
seule copie de Flil suffit pour permettre la
maturation de la premiére sous-popula-
tion, mais pas de la seconde ? Il apparais-
sait vraisemblable que ces deux sous-
populations expriment différemment I'al-
lele restant de Fli, cette expression attei-
gnant un niveau suffisant dans les MK
normaux, mais demeurant trop faible, ou
nulle, dans les microMK. Afin de vérifier
cette hypothése, nous avons cherché a
examiner s’il existait deux sous-popula-
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tions, du point de vue de I'expression de
Flil, parmi les MK des malades. La tech-
nique de RT-PCR a I’échelon unicellulaire
a montré qu’il existe effectivement deux
fractions distinctes de MK au sein de la
population CD41°CD42" des malades,
I'une exprimant ’ARNm Flil, et Pautre
non. &n revanche, comme attendu, chez
les sujets normaux, ayant les deux alleles
de Flil, tous les MK CD417CD42" expriment
’ARNm Flil.

Il restait a expliquer cette hétérogénéité
dans I'expression de Flil parmi les MK des
malades. Pour y parvenir, nous avons suivi
I"expression allélique de Flil par la méthode
de FISH-ARN au cours de la mégacaryo-
poiése normale et avons détecté, au sein
des MK diploides, une phase pendant
laquelle 'expression de Flil est monoallé-
lique, correspondant au stade CD41°CD42"
(Figure 1). On peut donc imaginer que I'ex-
pression mono-allélique de FliI pendant
une courte période de la mégacaryopoiese
entraine, chez les malades, la genése de
deux sous-populations de MK: 'une n’ex-
prime pas Flil et est, par conséquent, inca-
pable de se différencier; I"autre, exprimant
Flil a partir de I'allele conservé, poursuit sa
maturation aboutissant a une plaquetto-
genése normale (Figure 2). Ainsi la throm-
bopénie modérée des malades atteints
d’un syndrome Paris-Trousseau refléterait
la co-existence de ces deux sous-popula-
tions de MK [7].

Uexpression mono-allélique d’un géne
est souvent liée a I’empreinte génomique



MK mature
CD34*CD41*CD42*
expression bi-allélique
de FII1: 70 % de cellules

Précuseur de MK
CD34*CD41*CD42-
expression mono-allélique
de Fll1:70 % de cellules

Figure 1. Expression allélique de Flil au cours de la différenciation mégacaryocytaire. Les cellules
CD34* isolées a partir de la cytaphérese des sujets normaux ont été cultivées en présence de la
thrombopoiétine pendant 6 jours. Les cellules ont été triées selon les marqueurs de différencia-
tion des mégacaryocytes (CD34, CD41, CD42). UARN nucléaire de Flil (en vert) et le chromosome
12 (en rouge) sont détectés par la méthode de FISH-ARN couplée a FISH-ADN. Le nombre de spots
verts indique le nombre d’alléles de Flil transcrits. Le niveau de ploidie indiquant le nombre de
copies de Flil dans la méme cellule est déterminé par le nombre de spots rouges. La chromatine
est marquée par le DAPI (bleu). U'analyse statistique de I’expression mono-/bi-allélique de Flil
dans les MK (mégacaryocytes) diploides au cours de leur différenciation montre qu’environ 70%
des cellules CD34*CD41*CD42™ expriment un seul alléle de Flil alors que le méme pourcentage de
cellules CD34*CD41*CD42" expriment les deux alléles de Flil, démontrant une commutation de
I’expression de mono- a bi-allélique de FliI au cours de la maturation des MK.

MK MK
Précuseur de MK MK immature bllaid laquettogéne Pl tt
1 (D34'cD41CD42-  CD34*CDA1Cpape POVRICIdE  Pladuertos e
expression de FI/1: expression de Fl/1 :
bi-allélique bi-allélique

el Précuseur de MK

eall CD34°CD41+CD42- . :
expression de FI/1 : A"elf CONSEVE A
mono-allélique il
A |
- o — 4 > 20 Lyse
Alléle conservé B
2 n’exprime pas Fll1

Figure 2. Différentes étapes de la mégacaryopoiése normale (1) et de celle des malades atteints du
syndrome Paris-Trousseau (PTS) (2). Au cours de la mégacaryopoigse, les progéniteurs des méga-
caryocytes (MK) acquierent différents marqueurs de surface (CD41, CD42...), les MK matures
deviennent ensuite polyploides et, au stade terminal, donnent lieu a la formation de propla-
quettes. Dans le modéle que nous proposons, le géne codant pour le facteur de transcription Flil,
nécessaire a la transactivation de CD42, est exprimé de fagon mono-allélique au stade
CD417CD42" et son expression redevient bi-allélique au moment de "apparition du CD42. Chez les
malades atteints du syndrome de Paris-Trousseau, deux situations peuvent se produire au stade
de P’expression mono-allélique de Flil: I’'une pour laquelle I’allele conservé de Flil est exprimé,
permettant & la cellule de poursuivre une maturation correcte (A), et I’autre pour laquelle I’alléle
conservé de Flil sera éteint de fagon transitoire, ce qui perturbera la différenciation et entrainera
la cellule vers la lyse (B). La co-existence des MK avec et sans expression de Flil pourrait expli-
quer la genése de deux sous-populations de MK et la thrombopénie (modérée) liée au PTS.
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au cours de ’embryogenése [8] ou a I’ex-
clusion allélique comme, par exemple,
dans le cas des immunoglobulines [9],
de certaines cytokines [10] ou des
récepteurs olfactifs [11]. Dans le cas du
syndrome Paris-Trousseau, la délétion en
11923.3 concerne aussi bien I'allele
maternel que paternel [12], ce qui exclut
que Flil soit soumis a 'inactivation d’un
alléle par empreinte génomique [8].
Deux autres mécanismes peuvent des
lors expliquer cette expression monoal-
lélique: (1) I'expression de Flil s’éteint
sur un des deux alléles (chez les sujets
normaux) de facon stochastique au
stade CD42” de maturation des MK
menant a leur ségrégation en deux sous-
populations chez les malades selon le
« choix» de I'allele éteint. Cette extinc-
tion est réversible puisque, au stade sui-
vant de différenciation (CD42*), I'expres-
sion de Flil redevient bi-allélique; (2)
I"expression mono-allélique de Flil est en
réalité le reflet d’une expression intermit-
tente et asynchrone des deux alleles de
sorte qu’un seul alléle (pas forcement le
méme) est exprimé & un instant donné. €n
effet, pour d’autres genes, la transcrip-
tion apparait comme un processus dis-
continu au niveau d’un seul alléle [13,
14]. La perte d’un alléle de Flil pourrait
ainsi également conduire a I'interruption
complete, mais transitoire, de I'expres-
sion de Flil dans les MK CD41CD42"
mimant (transitoirement) une délétion
homozygote du géne. Nos résultats mon-
trent donc, confirmant une hypothése
formulée a partir de modeéles mathéma-
tiques [15], que I'expression transitoire-
ment mono-allélique d’un géne essentiel
pour la différenciation, quel qu’en soit le
mécanisme, pourrait étre a 'origine de
maladies associées a une haplo-insuffi-
sance. ¢

Fli1 haploinsufficiency underlies
Paris-Trousseau thrombopenia
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Pharmacogénomique
de hormone de croissance:

le polymorphisme du récepteur

en premiere ligne

Pierre Bougneres

> La génétique quantitative fait ses pre-
miers pas chez ’homme. La variabilité
individuelle d’un trait humain mesurable
(taille, poids, concentration circulante
d’un substrat ou d’une hormone...) com-
porte une part plus ou moins importante
de génétique. La variabilité génétique
qui différencie les individus repose sur le
polymorphisme de leur ADN. Le génome
humain comporte environ 14 millions de
polymorphismes de «simple nucléotide»
(SNP, single nucleotide polymorphism)
ainsi que des polymorphismes variés
(délétions, microsatellites, minisatel-
lites...). Certains de ces polymorphismes
- les uns codants non synonymes, les
autres modifiant I’épissage, d’autres
encore « régulateurs » - ont des effets
fonctionnels. On commence a découvrir
le role de ces polymorphismes. Certaines
variations génomiques jouent un rdle de
OTL (quantitative trait locus): celui-ci
reste souvent encore une vaste région
chromosomique de plusieurs centimor-
gans [1].

L'action des médicaments offre un vaste
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ments, on peut difficile-
ment recourir a des
études de liaison géné-
tique familiales, capables
d’identifier des régions
(OTL) jusque-la incon-

génétique quantitative. La
« pharmacogénomique »
est a la mode [2]. Mais les études dans
ce domaine restent rares. Les médica-
effets
Certains de ces effets refletent les pro-

ments ont des mesurables.
priétés thérapeutiques du médicament,
d’autres des conséquences indésirables
liées a son emploi: par exemple, la crois-
sance en réponse a I’hormone de crois-
sance (GH, growth hormone), et I’insuli-
norésistance, facteur de diabéte, provo-
quée par la méme hormone. Un méme
variant génomique peut affecter plu-
sieurs traits (pléiotropie). Les effets
quantitatifs des variants génomiques
peuvent aujourd’hui étre évalués in vivo,
directement, chez les sujets d’une
cohorte de patients traités par le médi-
cament (épidémiogénétique, études
d’association). Les effets des variants
suspectés induire des différences de
réponse individuelle doivent étre testés
in vitro (génomique fonctionnelle).
Comment trouver les variants géno-

nues. €n tout cas, c’est

impossible  pour  des
médicaments trés spécifiques, a indica-
tions orphelines du type de I’hormone de
croissance, qui ne sont administrés qu’a
un membre de la famille. Pour rechercher
des relations génotype-phénotype, il
vaut donc mieux se tourner d’emblée
vers des études d’association, directes,
entre un variant éventuellement causal
et le trait mesurable. Dans le cas qui
nous intéresse, le trait quantitatif mesu-
rable est la vitesse de croissance sous
traitement par ’hormone de croissance.
Quel variant nucléotidique tester? Le
premier gene intéressant s’imposait de
lui-méme. En effet, il ne fallait pas étre
un grand devin pour imaginer que le
récepteur de la GH, porteur d’un poly-
morphisme fréquent chez les Européens,
pouvait moduler les effets physiolo-
giques de la GH. Une étude récente réali-
sée dans le service d’Endocrinologie de
I’hdpital Saint-Vincent-de-Paul (Paris,
France) montre que les enfants porteurs



