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Titre : Extension du spectre mutationnel des geHe3A2BITGB3 et corrélation génotype-
phénotype dans la thrombasthénie de Glanzmann

Résumé: La thrombasthénie de Glanzmann (TG) est une matadi@somique récessive liée a un
déficit quantitatif et/ou qualitatif de I'intégring,s, principale glycoprotéine présente a la surface
des plaquettes. Ce complexe sert de récepteurbanoene plasmatique, permettant ainsi aux
plaquettes de s’agréger entre-elles. Notre étudaitva caractériser les anomalies génétiques
responsables de TG chez 76 familles d’origine wbfiée. Les signes hémorragiques présentés par
les patients étaient principalement des épistalds, pétéchies, des saignements gastro-intestinaux
ou des ménorragies. Les mutations présentes dageiedTGA2B ou ITGB3 ont été identifiées

par séquencage direct. Tous les exons, ainsi queélgions introniques flanquantes, ont été
étudiées, permettant ainsi d’identifier 78 variatiogénétiques, dont 57 n’avaient jamais été
rapportées. Des mutations tronquantes ou de l'&gésétaient présentes dans pres de la moitié des
cas. Les mutations faux-sens représentaient égalennee forte proportion des anomalies
moléculaires retrouvées (50% environ). Le caraatiélétére de ces mutations a été confirmé par
I'utilisation de méthodem silico et/ouin vitro, permettant de caractériser les domaines esseatiel

la structure et a la fonction des sous-unitg®tps. En termes de corrélation génotype-phénotype,
notre étude n’a pas permis de mettre en éviderassaciation claire entre certaines mutations et le
syndrome hémorragique présenté par les patientperdant, ce travail permet de mieux
comprendre les mécanismes impliqués dans la steu@t le fonctionnement de la principale
intégrine plaquettaire.

Mots clés: Thrombasthénie de Glanzmann, Intégrings, ITGA2B ITGB3

Title: Mutational spectrum of a3 integrin in Glanzmann thrombasthenia and genotype-
phentotype correlation analysis

Abstract: Glanzmann thrombasthenia (GT) is a rare autosoeealssive disorder characterized by
guantitative and/or qualitative defect of the diette;,p3 integrin. Naturally occurring mutations in

ITGA2Bor ITGB3 genes are responsible for the disease. Sangegrsgng analysis was applied to
mutation screening of 83 diagnosed GT patientsliff@rent sequence variations were identified of
which 57 had never been previously described. Ambegnovel identified mutations, truncative,
missense and splice site mutations were observieerefore, we have identified a spectrum of
unreported mutations that may be of value to decighe role of specific regions withif,3.

Keywords: Glanzmann thrombastheniay,Bsintegrin ITGA2B ITGB3
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1 INTRODUCTION

Les pathologies plaquettaires d’origine génétigoestituent un groupe hétérogene
de maladies rares. Elles peuvent aussi bien &ponsables d’anomalies de la production
des plaquettes (thrombopénie) que de leurs forgt{timombopathie). Ces pathologies
constituent un modéle pour la compréhension desn@oes conduisant a I'activation et a
la production de ces cellules. Les atteintes siggeé de certaines protéines ont permis de
mieux comprendre par exemple, comment elles étamgpdbles d’interagir avec le milieu
extra-cellulaire ou bien comment elles étaient bigsad’étre produites correctement.

La pathologie plaquettaire constitutionnelle laspftequente et la mieux connue a
ce jour reste la thrombasthénie de Glanzmann (T&¥st une maladie hémorragique
héréditaire, liée a une anomalie quantitative oalitptive du récepteur membranaire
plaquettaire qpp3 impliqué dans I'agrégation des plaquettes [1]. slhgit d'une
thombopathie isolée. En effet, le taux de plageedt® normal dans cette pathologie. La
glycoprotéine aypB3 est le récepteur plaguettaire du fibrinogene attdés molécules
d'adhésion, comme le facteur Willebrand, la fibime ou la vitronectine [2].

Dans le chapitre qui suit, nous rappellerons lenéent comment les plaquettes sont
produites, ainsi que les différentes étapes dendstase primaire conduisant a I'agrégation

des plaquettes via le fibrinogene et le récepigifis.
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1.1 PLAQUETTES SANGUINES ET HEMOSTASE PRIMAIRE

1.1.1 Plaquettes

Les plaquettes sont des cellules anucléées proves@anla segmentation du
cytoplasme des mégacaryocytes (Fig. 1). Les mégamges matures, issus d’'un processus
d’endo-réplications successives de progéniteuta deelle osseuse, vont migrer a I'entrée
des vaisseaux sinusoides, et émettre des prolomgemgoplasmiques, qui seront libérées
dans la lumiere des vaisseaux sous l'effet du Slamguin, produisant ainsi les plaquettes
[3]. De forme discoide, les plaquettes présentertytosquelette treés organisé, constitué de
nombreux microfilaments et microtubules, leur peterd de changer de forme tres
rapidement apres leur activation. Bien qu’ellesienta pas de noyau, les plaquettes
possedent la machinerie nécessaire a la synthetzque.

Leur cytoplasme renferme des granulations de dgpest: les granules, qui sont
les plus nombreux (20 a 200 par cellule), et lemgies denses (2 a 10 par cellule). Ces
granules contiennent des éléments solubles, quireetr a I'activation des plaquettes, puis
a I'amplification du processus d’hémostase.

Enfin, on retrouve dans les plaquettes, d'autrgarmiles communes a toutes les

cellules : un petit nombre de mitochondries, desspmes et des micro-peroxysomes.

14



Figure 1. (A) Formation de proplaquettes par des mégacargeayturins en culture, révélées par
immunofluorescence de [tubuline [3]. (B) Image de microscopie électror@gdes plaquettes.
Les plaquettes, de forme discoide, sont homogénesille et leur contenu en granulesest

également réparti de maniére homogene.
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1.1.2 Hémostase primaire

Le processus d'hémostase comprend l'ensemble @®rmpbnes qui vont permettre
l'arrét d'un saignement apres la survenue d’unehbré&asculaire. C'est un phénomene
localisé, auto-amplifié et auto-regulé, declencla® |@ contact du sang avec certains
eéléments du sous-endothelium (essentiellement eda Willebrand (VWF), les
microfibrilles de collagéene, le facteur tissulaide.

Il repose sur trois phases, en théorie successnais,en réalité intriquées:

(i) 'hémostase primaire, qui correspond a la fdromedu clou plaquettaire ;
(i) la coagulation, qui aboutit a la formation daillot de fibrine ;
(iii) la fibrinolyse qui permet la reperméabilisati du vaisseau apres la formation

du caillot de fibrine.

Les principaux acteurs de I'némostase primsore: (i) les plaquettes ; (ii) le facteur
Willebrand (VWF), le fibrinogéne ; (iii) les phosplipides anioniques ; (iv) le calcium ; (v)
'endothélium et le sous-endothélium.

Lorsque survient une breche vasculaire, une vasstgotion réflexe se produit, qui
va réduire les pertes sanguines en favorisant nésraictions plaguettes-endothélium.
Ensuite, intervient la formation du clou plaquetagui va se faire en trois étapes:

I'adhésion, I'activation et I'agrégation plaquetéai

1.1.2.1Adhésion

Le VWF joue un rdle majeur dans l'interaction platias-vaisseaux. C'est une

glycoprotéine de haut poids moléculaire, présentes orme de multiméres, synthétisée
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par les mégacaryocytes et les cellules endothglibke VWF est stocké dans les corps de
Weibel-Palade des cellules endothéliales, ou isestété en permanence dans le plasma.
Sa concentration plasmatique peut physiologiquenagigfmenter dans certaines
situations de stress (grossesse, inflammation,.ajsdue survient une lésion de la paroi
d'un vaisseau, les plaquettes vont venir adhérspas-endothélium :
- soit par I'intermédiaire du récepteur plaquettayfl; au collagéne ;

- soit par I'intermédiaire du récepteur plaqueg@Plb-IX-V au VWF.

1.1.2.2 Activation

L'adhésion des plaquettes au sous-endothélium etib&ation d’inducteurs
physiologiques tels que I'ADP, l'adrénaline, leothboxane A ou la thrombine vont
déclencher I'activation plaquettaire.

Sous l'influence de ces stimuli, la transductionsilygnal d'activation induit des
modifications biochimiques intra-plaquettaires, toifaugmentation du calcium
cytoplasmique. Cette activation entraine égalerdestmodifications morphologiques des
plaquettes qui vont acquérir une forme sphériqueredttre des pseudopodes.

Les principaux récepteursps vont alors se regrouper a la surface des plaguette
pour former des « clusters » et subir des modiboat de conformation, qui vont leur

permettre de fixer les molécules de fibrinogéne.

1.1.2.3 Agrégation

L’agrégation plaquettaire nécessite du fibrinogéne,va servir de liaison entre les

complexesoy B3 des différentes plaquettes. Elle est initialemé&wersible, puis devient
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irréversible aprés consolidation par les moléclilgyées des granules (thrombospondine,

fibronectine,...).

1.3.2.1 Défaut d’agrégation plaquettaire : la thronbasthénie de Glanzmann

L’absence ou la nette diminution de l'agrégatioacplettaire est la caractéristique
principale de la thrombasthénie de Glanzmann (08jte maladie génétique est liee a une
anomalie quantitative ou qualitative du récepteemiranaire plaquettaikg,ps impliqué
dans l'agrégation des plaquettes. Il existe plusidypes de TG : les types I, Il et les
variants. Les types | et Il présentent des anosglimntitatives du réceptew,pz. Dans le
type |, le déficit est majeur et le récepteur dtemt ou n’est présent qu'a I'état de traces
(<5 %) ; dans le type I, le taux résiduel est’dedre de 5 % a 20 %. Les formes variantes
correspondent essentiellement a des anomaliedajiveds du récepteur, qui est présent a
des taux proches de la normale. Dans tous led’aasmalie fonctionnelle est la méme et
se traduit par I'incapacité des plaquettes a agréggee elles.

Appartenant au groupe des maladies rares, la trastindénie de Glanzmann affecte
moins de 500 patients en France (données non pshli€es signes cliniques faisant
évoquer la maladie relevent [4] :

» Soit d'un syndrome hémorragique spontané : purmétgchies et/ou ecchymoses ;
épistaxis (fréquentes chez [I'enfant); gingivoremgi ménorragies; hématuries ;
hémorragies  gastro-intestinales  (plus rares) ou oh&mies intracraniennes
(exceptionnelles).

e Soit d'un syndrome hémorragiqgue provoqué : lésionmeures (plaie de
section...); hémorragies séveres apres interventicstgrurgicales; syndrome

hémorragique grave apres un accouchement; hénwrrafracranienne aprés un
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traumatisme ; hématomes sous-cutanés ou intranaiiesyl voire hémarthroses post-
traumatiques (rares).

La transmission de la maladie se fait selon un naadesomique récessif. Seuls les
patients homozygotes ou hétérozygotes compositas sgmptomatiques. La TG est
fréquente au sein de groupes ethniques dans léssjiledxiste une forte consanguinité. En
France, il s'agit essentiellement des personnegssde la communauté des gens du voyage
(Manouches) [5-7].

Les anomalies génétiques responsables sont siweéssin de I'un ou l'autre des
genesiITGA2Bou ITGB3 localisés sur le chromosome 17, et codant reispenént pour
les sous-unités, etps[8].

Le diagnostic positif de la maladie repose sue$t tI'agrégation plaquettaire réalisé
avec différents inducteurs, qui retrouve une alseahagrégation avec tous les agonistes,
méme les plus forts [2] (Fig. 2A). La cytométrie frx et/ou le Western-Blot permettent
de mettre en évidence une absence, une diminutibprure anomalie qualitative du
complexe membranaire,p; (Fig. 2B et C). La cytométrie en flux permet égadainde
rechercher une anomalie d’activation du complexesaptimulation des plaquettes, grace
notamment a un anticorps (PAC-1), qui reconnaitiipéement le site de fixation du
ligand de l'intégrine.

L’étude génétique par biologie moléculaire esté@ysitiguement proposée pour: (i)
confirmer le diagnostic de la maladie ; (ii) fatglila réalisation des études familiales : chez
les sujets apparentés et porteurs potentiels (iBtedes hétérozygotes) ; (iii) aider les
patients dans le choix d’'un projet parental : dasgic prénatal.

Le traitement de la maladie repose essentiellement, cas de syndrome

hémorragique grave ou de chirurgie, sur les transfis plaquettaires.
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Figure 2. A) Profil d’'agrégation plaquettaire caractéristiqiiane thrombasthénie de Glanzmann
retrouvant un défaut d'agrégation avec les principagonistes ; B) Résultat d'un Western-Blott
retrouvant une absence des deux sous-unités cheddele ; C) Défaut d’expression du complexe a
la surface des plaquettes mesurée par cytométridlugna l'aide d’anticorps monoclonaux
reconnaissant différents épitopes. A noter uneesgion normale de la sous-unité GPIb, qui n’est
pas affectée dans cette maladie (contrdle interne).
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12INTEGRINE oy, B3

La glycoprotéiney,33 appartient a la famille des intégrines, qui sa tecepteurs de
répartition ubiquitaire dans I'organisme. Les imb@gs permettent I'adhésion cellule/cellule
et cellule/matrice. Elles jouent un réle importdans la migration, la prolifération [9], la
différentiation [10] et la survie cellulaire [11Elles sont également impliquées dans un
certain nombre de pathologies telles que les némsleet la dissémination métastatique
[12], la dysimmunité [13], lischémie-reperfusiori4], ou encore I'hémostase et la
thrombose [15].

On compte environ 100 000 réceptewigfs présents a la surface des plaquettes,
auxquels viennent s’ajouter, aprés activation pd#tgire, une quantité équivalente,
contenue dans les membranes internes de la c§llé]leLe récepteuny,ps est relié au
cytosquelette, et principalement a l'actine. Loestgs plaquettes s’activent, ce complexe
est capable de se fixer au fibrinogene, mais auskautres protéines adhésives comme la
fibronectine, la vitronectine, ou le facteur Willand. Ces quatre molécules ont une
séquence peptidigue commune (Arginine-Glycine-Ac@dpartique-Serine = RGDS), par

laquelle elles sont reconnues.

1.2.1 GéenedTGA2B et ITGB3

1.2.1.1 Structure, expression et modifications pos$taductionnelles

Les genedTGA2B et ITGB3 codent respectivement pour les chaiagset 3 du
complexe. lls sont tous les deux situés sur le lmag du chromosome 17. lls s’étendent

respectivement sur 17 kb et 90 kb. En dehors de pebximité génomique, il 'y a pas
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d’expression coordonnée de ces deux genes. Le lg&%2B comprend 30 exons, alors
que le géndTGB3 en compte 15. Ces deux génes sont trés polymqgrphesrtent & eux
deux, 21 antigénes plaquettaires humains (Tabbeau |

Alors que le genéTGA2B n’'est exprimé que dans la lignée mégacaryocytére,
géne ITGB3 a une expression tissulaire plus diverse. En ,eféetsous-unitéBs peut
s’associer a la sous-unit¢ pour former le récepteur de la vitronectine.

L’expression des deux genes apparait précocement caurs de la
mécaryocytopoiése. La sous-unitg, est d’abord synthétisée sous la forme d'un pro-
peptide (forme immature, pry) avant de subir des modifications post-traductedies
conduisant au clivage de la sous-unité en une ehairde et une chaine légére reliées
entre-elles par un pont disulfure (forme maturg) [17]. Ces deux entités peuvent étre
facilement distinguées par leur taille sur un westdot aprés rupture des ponts disulfures.

La formation du complexe apparait précocement dprégnthese de chaque sous-
unité, celles-ci étant liées de maniére non-covaldbhaque sous-unité subit alors une série
de O- et N- glycosylations dans le réticulum endseplique, puis dans I'appareil de Golgi.
Le complexe est ensuite exprimé a la surface dagupttes, mais un contingent est

également présent dans les granules

1.2.1.2 Spectre mutationnel des genEEGA2B et ITGB3

A ce jour, environ 200 mutations différentes resadnes de TG ont été identifiées

(Fig. 3), réparties de maniere diffuse sur les dewgénes

(http://sinaicentral.mssm.edu/intranet/research/glasanr. Soixante pourcent d’entre-

elles correspondent a des mutations d’insertioéfidl, des anomalies de I'épissage, ou
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Figure 3. Représentation des mutations répertoriées a gegowniveau des gend¥GA2B et
ITGB3(D’aprés, Nurden AT, 2012).

des mutations non-sens. Soixante-dix pourcent degatibns faux-sens identifiees
concernent environ un tiers des 45 exons codantlpaomplexe.

Les anomalies moléculaires décrites dans la IttiBeamontrent que celles-ci
peuvent avoir des consequences variables sur €sgmm ou la fonction du complexe
aipPs. Ainsi, une classification de ces anomalies pppoat au type de déficit observé peut

étre proposee.
Mutations altérant la production de la protéine. Ces mutations entrainent une

diminution tres importante voire une absence tad&&pression de la protéine au sein des

plaquettes. Ce type inclut essentiellement les g non-sens et les mutations induisant
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Tableau I. Alloantigénes plaquettaires présents sur les gdii@82BetITGB3

Variant

WVariant

Antigénes Génes  Glycoprotéine {ADNc) {Protéine) References
HPA-2Zbw ITGAZE alib c AB4A=T p.KI1BET Peterson et al. Transfusion (2012
HPA-Z24bw ITGA2B allb 150864 p.SE03M Jally et al, Transfusion (2011]
HPA-20w [TGAZB olib o 1840C=T p. TES0M Peterson et al. Transfusion (2000}
HPA-ZBbw TGAZB all e 2311G>T pNTTIL Poles et al, published online (2013
HPA-Bw  ITGAZB olib c2002G=4 p \VIGEM Maoris et 3, Blood 98:1019-26 [1E05)
HPA-ZThw ITGA2B alib . 2014C=4A p.LET2M Jallu et al, Transfusion (2013
HPA-3  ITGA2B allh c.2821T=G p-18745 Lyman =t al, Blood 1220, 75:2343-8 {1220)
HPA-1 frGBE3 L] cA78T=C pL5ap Mewman et 3l J Clin Inwest B3:177E8-81 {1988)
HPA-10w ITGB3 B3 c.283G=A p-R38Q Peyruchaud et 3l Blopd BR-2422-78 (1287)
HPA-18w ITGB3 B3 c487CT p.T g6l Jallu =t al. Blood S2:4448-58 (2002
HPA-12w [TGB3 B3 c 4B87A=C p K830 Peterson et al. Transfusion (2008]
HPA-2 mGBe3 B3 c.oDEG=A p.H1GEG Wang et al, Procesdings of the Japan Academy 87-102-3 (1881)
HPA-17Tw ITGB3 B3 c.BE2C>T p.T221M Stafford et 3f Transfusion 48:1432-33 (2008)
HPA-Tw ITGB3 f3 c1287C>5G p.P4334 Kuijpers et 3f, Blood 81:70-6 (1983}
HPA-6w  ITGE3 B3 c 154454 p.RE150Q Wang et al. Blood 82:3366-01 (1883}
HPA-ZGbw  ITGB3 B3 c1818G=T pHE0EN Sachs et al, Thromb Haemost {2012)
HPA-14w ITGBE3 B3 c. 1808 _1211delanG p-KE3Tdel Santoso et al. Blood 98:1205-14 (20024
HPA-21w ITGB3 g3 c 188054 p-EGS4K Peterson et al. Transfusion (2008)
HPA-23bw [TGB3 B3 c 1B42CsT p.RELAW Peterson 2t al. Transfusion (2012
HPA-11w ITGB3 E3 c187EG=A p.RE58H Simsek et 3f BrJ Haematol B7:330-335 (1887
HPA-Bw [TGB3 B3 C. 1284C>T p.REG2C Santoso et al J Biol Chem 260:8430-44 (1224

I'apparition d’'un codon stop prématuré par introiiibn d’'un décalage du cadre de lecture
ou frame-shift (anomalies de I'épissage ou inseftiélétion). L'ARNmM muté synthétisé est
instable et rapidement dégradé, sans qu’aucunéesmtprotéique ne soit possible. Dans
d’autres cas, c’est la protéine anormale produitatétions faux-sens) qui est instable et

rapidement dégradée.

Mutations perturbant les modifications post-traductonnelles et/ou le transport intra-
cellulaire de la protéine.De nombreuses mutations alterent la maturatiofa geotéine
et/ou son ciblage vers la membrane plaquettaireeformation du complexe, chaque
sous-unité subit une série de O- et N- glycosytastiosurvenant dans le réticulum
endosplasmique et I'appareil de Golgi. En cas déatimns altérant ces modifications, le
complexe est retenu dans I'un de ces deux organdéllasi, la protéine est soit absente a la

membrane, soit présente, mais en quantité tresteédu
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Mutations perturbant la fonction de l'intégrine. Ces mutations, qui sont les plus rares,
sont le plus souvent situées dans les domainegaider! du ligand. Les mutations faux-sens
situées dans ces régions produisent une protéiaetitativement subnormale, mais ayant

une activité perturbée, empéchant les plaquettegéjer entre-elles.

1.2.1.3 Particularités des mutations du site d’épssge

L’épissage exige des séguences conservées, ditesensus », aux jonctions exon-
intron, ainsi que divers éléments régulateurs ep@s et introniques. Certaines mutations
pathogenes peuvent perturber I'épissage normahieant une perte de fonction de l'allele
concerné. Une erreur d'épissage avec une insestionne délétion d’'un ou plusieurs
nucléotides peut perturber le cadre de lectureARNm. C’est le cas par exemple de la

mutation « gitane » particulierement fréquente emeée.

1.2.1.4 Mutation gitane

La mutation la plus commune en France est une motatu site d’épissage
(c.1544+1G>A) située dans l'intron 15 du géh&A2B Elle est responsable d’'un épissage
anormal survenant 8 pb en amont dans I'exoril85 19]. Cette mutation est associée a
une forme de type | de la maladie. Tous les patiatieints de TG issus de la communauté

des Manouches portent cette méme mutation a hétabzygote [5, 7].
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1.2.2 Structure du complexe

Cet hétéro-dimere est constitué de deux sous-unif@set Bs, liées entre-elles de
manieére non-covalente. On y distingue un grand doenaxtracellulaire, un domaine
transmembranaire, et un court domaine intra-cysmpigue, impligué dans l'interaction

avec les protéines du cytosquelette [20] (Fig. 4).

1.2.2.1 Domaine extracellulaire

Le domaine extracellulaire du complexe comprenadgorité des acides aminés de

chaque sous-unité. Il est constitué de plusieuns-domaines comprenant deux « tétes »

globulaires, impliquées dans la liaison du ligahgdatées par deux longues « jambes ».

Sous-unitéallb

La partie extra-cellulaire de la sous-unitg se compose d’'un domaine appel@ «
propeller », un domaine « thigh » et deux domainealf » [21, 22].

Le domainep-propeller est constitué de différents feuill@tsorganisés en pales
d’hélice (au nombre de 7). Chaque pale d’hélicex tlade », est elle-méme composée de
guatre feuilletg3 anti-paralléles adoptant une topologie en W (B)g[22]. Deux anneaux
concentriques de résidus, principalement aromatiquapissent le bord intérieur et
supérieur de I'hélice, constituant un motif appet&age » qui accueille I'arginine 261 de la
sous-unité3z [23]. Les boucles reliant les différents feuillgts'étendent au-dessus ou en-
dessous du plan de I'hélice (Fig. 5). Les bouclggmseures portent des motifs répétés

« FG-GAP », communs a toutes les sous-unitéss intégrines et essentiels a la
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Figure 4.Représentation schématique de la structure dédimea,,p3[24].

stabilisation de la structure de chaque « bladEig. 6) [25]. A I'opposé de ces motifs,
quatre sites de liaison du €aont retrouvés entre les « blades » 4 et 7 (Fig,H [21].

Les données des structures cristallines des im&Egri,fs et o;pfs montrent que ces
domaines décrivent des boucles de tfg®irpin, constituées par une boucle chargée avec
une charniére de glycine, flanquée par des résigdmphobes. Ces sites de liaison dd'Ca
comprennent une séquence consensus de neuf résibiis D-®/N-X-D/N-G-®-X-D/E
("®", décrivant des résidus hydrophobes). L'iorf Garésente des liaisons de coordination
avec les atomes d'oxygéne des chaines latéralagsidas 1, 3, 5 et 9 et I'oxygéne de la

fonction carbonyle du résidu 7.
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Figure 5. Modélisation 3D du domaing-propeller de la sous-unité,,, vue de face (région en
contact avec le domaine domaifid de la sous unitds) (A) et de dos (B). Les feuillet§
constituants les « blades » sont représentés arabée, en bleu clair, les régions en contadi;e¢

les régions opposées, en bleu foncé. Les motif&GAB-sont représentés en vert et les motifs de
coordination du Cd en marron, les sphéres grises représentant lesGdii (D) Schéma de la
structure d'un « blade » avec ses quatre feuilpetanti-paralléles et sa topologie en W. Les
segments A, B et C, adjacents aux feuilfts2 et 3, contiennent les acides aminés esseatiels
constitution des motifs ‘cage’ et FG-GAP. Le maté liaison du calcium, retrouvé au niveau des
blades 4 a 7, est également représenté. Il estniras niveau des boucles reliant les feuiltdt$2

et 33-4. (C, E) Modélisation 3D des structures formarddenaine FG-GAP et le motif de liaison
du C&". Les chaines latérales des acides aminés implid@s des liaisons hydrogénes (H) sont
représentées en forme de ‘batonnet’ et les liaisbeent formalisées par des lignes pointillées ; |
Cd" étant représenté par une sphére grise. Les atomegméine des molécules d’eau, engagées
dans les liaisons H, sont représentés par uneepspibhere bleue ; Représentations 3D (F) et
schématiques (G) des segments A, B et C portaratciees aminés des motifs ‘cage’ et FG-GAP.
Les trois segments interagissent par l'interméaidinn réseau de liaisons hydrogenes spécifiques
qui sont identiques pour tous les « blades » duailva-propeller. Ces trois segments présentent
en outre une structure secondaire conservée, aetgaents A et B contiennent deturn de type

Il et I, impliqguant des résidus Gly et Pro. Le asale liaisons hydrogéenes, associé au motif de
liaison du calcium, créent une structure extrémernempact. (H) Représentation 3D du motif de
liaison du calcium. Pour chaque « blade » ayanmotif de liaison du calcium (DxDxDG), les
chaines latérales des acides aminés de la bolieletles brins 1 et 2, et les atomes de la chaine
latérale d’un acide aspartique ou d’'une glycinet\&re impliqués dans la coordination de celui-ci
[25].

Sous-unitéf3

Dans sa partie extra-cellulaire, la sous-ufig@&st composée des domaiifies PSI
(pour plexin/semaphorin/intégrine), du domaine djbet de quatre motifs répétés EGF
(Fig. 4). Le domaing-1 comprend six feuillet$ centraux, entourés de huit hélicesll

contient un réseau linéaire de sites liant des moétalliques : le site MIDAS (‘metal ion
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dependent adhesion site’) au centre, flanqué de deures sites, les sites SyMBS
(Synergistic Metal ion-Binding Site) et ADMIDAS (matent to MIDAS) (Fig. 6).

Le domaine MIDAS contient un motif D-X-S-X-S, estieha la coordination de
l'ion métallique et a la liaison du ligand. |l destmé des acides aminés suivants : D119,
S121, S123, E220 et D251 (Fig. 6) [21]. Les diffdées études de structure 3D réalisées ont
montré que le groupe carboxyle du résidu aspartifgula séquence RGD du ligand est en
coordination avec le Mg du domaine MIDAS [26].

Dans la conformation de faible affinité de I'intégr, le CA" du site ADMIDAS
interagit avec l'oxygene de la fonction carbonyke ld methionine 335, elle-méme
impliquée dans la liaison peptidique de la bod@er7 (Fig. 6). Cette interaction empéche
I'éloignement de I'hélicex7 et stabilise ainsi l'intégrine

Le site SyMBS est lui aussi important, mais n’eat mbsolument nécessaire a
I'activation de l'intégrine. Il est considéré comumesite de régulation positive de la liaison
du ligand. L'ion métallique du site SyMBS forme unéeraction de type catiom-avec un
résidu aromatique conservé de la boucle de détatimmde spécificité (SDLJjFig. 6).
Cette interaction contribue d’'une part, a stahillaecoordination de I'ion métallique du site

SyMBS et d’autre part, & assurer la bonne confaamate la boucle SDL [27].

Finalement, le ligand de lintégring,pBs se fixe au niveau d’un sillon formé par

I'association des deux sous-unités, ou il interagéc le motif MIDAS de la sous-unifg

et le domaing-propeller de la sous-unitép.
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MIDAS ADMIDAS

Figure 6. Représentation 3D des sites de coordination des riwétalligues du domairfel de la
sous unités. Les sites de liaison des ions métalliques du doerfizl sont colorés de la maniere
suivante: jaune, SyMBS, rose, MIDAS et bleu-viokhMIDAS. L’'ion Mg?* du site MIDAS est
représenté sous la forme d’'une grande sphére Hlesdons C& des sites SyMBS et ADMIDAS
sont représentés sous la forme de grandes splaemessj Les atomes d’oxygéene des molécules
d’eau engagés dans les liaisons de coordinationrepnésentés sous la forme de petites sphéres
rouges. Les atomes N et O impliqués dans des tlimige coordination avec les ions métalliques
sont représentés respectivement en bleu et roaggelidisons de coordination sont représentées par
des lignes pointillées rouges. L'interaction caticentre la chaine latérale aromatique de la tyrosine
164 de la boucle SDL d& et le C&" du site SyMBS est représentée par une ligne fiémtoleue
[27].

1.2.2.2 Domaine transmembranaire

Le domaine transmembranaire de l'intégrine est am@pd’acides aminés qui

forment deux hélices s’enroulant 'une sur I'adtnes de leur hétéro-dimérisation [28].

31



Contrairement au domaine extracellulaire, aucuregarde diffraction des rayons X
n'est disponible pour la partie transmembranaireedmplexe et une grande partie des
données actuellement disponibles le sont sur la danalyses par RMN [28-31].

Le segment transmembranaire de la sous-unijéest formé d’'une hélice de 24
résidus, suivi d'une inclinaison de celle-ci indyitar une inversion du squelette [29]. Le
segment transmembranaire de la sous-Uyhitgst formé d’une hélice de 30 résidus. Cette
hélice est un peu plus longue que I'épaisseur dhic@uche lipidique, conduisant a une
implantation avec une forte inclinaison au seied@membrane plasmique [30].

A létat de repos, les segments transmembranaires deux sous-unités
interagissent pour former un complexe bispiraléteCiateraction fait notamment intervenir
un motif canonique de dimérisation de type GXXX@g(FA) [32]. Un second motif trés
conservé et également impligué dans 'associates dkux segments transmembranaires
fait lui intervenir le tryptophane en position 7d8 la sous-unit@; et deux phénylalanines
consécutives en position 992 et 993 de la sougung. Ce motif consiste en une

interaction de type par empilement de cycles aromatiques (Fig. 7B).

1.2.2.3 Domaine cytoplasmique

Le domaine cytoplasmique de lintégringnps est de tres petite taille et peu
structuré. Comme le domaine transmembranaire, @idonnée de cristallographie n’est
disponible a I'heure actuelle, et la majorité de®rmations concernant sa structure
tridimensionnelle sont issues d’expérimentationsRiMN [33-37].

Les motifs conservés GFFKR de la sous-unji¢et HDR(R/K)E de la sous-unité

B3, situés a proximité immédiate des segments trambranaires, forment un pont salin
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entre l'arginine de la sous-unidg, et I'acide aspartique de la sous-ufitg28, 38] (Fig.
7B). L’abolition de ce pont salin conduit a un &pbntanément actif de I'intégrine [39, 40].
L'extrémité C-terminale d@; posséde deux autres motifs conservés bien délnis:
motif NPxY situé a proximité de la membrane, emlatif NxxY plus distale (Fig. 7C). Ces
motifs constituent des séquences canoniques deplipbigdation de tyrosine [41] et sont

également des sites de liaison pour de multiplegpres, tels que la taline et les kindlines.
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Figure 7. (A, B) Représentation 3D des segments transmembeandes sous-unités, et s, et
description des différents motifs d’interaction): rotif de dimérisation GXXXG (A, encadré en
jaune) ; 2) interactiom entre le Trp713 de la sous-unfiget les deux Phe (992 et 993) de la sous-
unité oy (B, encadré en noir) ; et 3) formation d’'un poalirs entre I'Asp723 de3; et I'Arg995
d'ap (B, encadré en vert) [31]; (C) Représentation digferentes interactions des segments
transmembranaires (méme code couleur que précédeinetedes différents partenaires intra-

cellulaires conduisant a I'activation de l'integif42].
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1.2.3 Fonctions de l'intégrine

Grace a ses interactions avec le cytosquelettatégjrine oypp3 contrdle de
nombreuses voies de signalisation intra-cellulaependant, son degré d’activation est
modulé par sa conformation. A I'état de repos, e en position inactive, de basse
affinité pour son ligand, puis elle va s’activeitsiwa un signal intra-cellulaire, conduisant a

l'acquisition d’une conformation de haute affinité.

1.2.2.1 Inside-Out signaling

A I'état de repos, la partie extracellulaire detiéigrine présente une conformation
repliée. Des signaux d'activation intra-cellulan@nt alors conduire a son redressement,
puis dans un second temps, a la stabilisation tte cenformation étendue (Fig. 8). Ces
modifications de structure s’accompagnent égalerdemt changement du site de liaison
du ligand qui va passer d’'une conformation fernt&efaible affinité, a une conformation
ouverte, de haute affinité. La fixation du liganehduit alors a la transmission de signaux
allant de I'extérieur vers l'intérieur de la cadluLes modifications exactes qui se produisent
au niveau de la partie la plus terminale de l'initég afin qu’elle adopte une conformation
de haute affinité, ne sont pas totalement connues.

Deux modeles de changement de conformation onpréggosées. Dans le modéle
dit du "cran d'arrét" [43], seule la forme étendieel'intégrine est capable de se lier au
ligand. A I'opposé, dans le modeéle dit "de la sexréi péne dormant" [44], le changement
conformationnel de I'intégrine ne se produit quégpia liaison du ligand. Dans les deux
cas, le changement de conformation du complexeorenfl'affinité du ligand pour

l'intégrine [43, 45].
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Figure 8. Représentation schématique de l'intégringl; et des changements de conformation
associés a son activation [46].

l'intégrine. En effet, la séparation des deux segmiaversant la membrane est nécessaire
a I'adoption d’une conformation de haute affinigl@htégrine. Plusieurs modeles ont ainsi
été proposeés. Dans le modele dit du "piston”, umvement de glissement vertical des
segments transmembranaires provoquerait le chamgetaeconformation, tandis que dans
le modele dit des "ciseaux”, il y aurait un basmeéat, entrainant un écartement de l'angle
formé entre les deux segments. Enfin, un troisienoeléle a été décrit dans lequel il y
aurait une séparation et une individualisationdis< segments transmembranaires.
Quelque soit le modele impliqué, les modificatiaigiteraction entre les deux
segments transmembranaires conduisent a des chantgede conformation des domaines
extracellulaires et/ou cytoplasmiques [42]. Notaminée role joué par la partie intra-

cytoplasmique de l'intégrine dans la régulationsda affinité pour le ligand a été bien
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étudié [47]. Ainsi, il a été montré qu’un grand rimn de protéines du cytosquelette, et de
la signalisation intracellulaire, était capable sk lier au domaine cytoplasmique de
l'intégrine. Parmi elles, la taline et les kindlinen se liant a la sous-unftg jouent un réle
important dans la séparation des segments transrapaites et I'éloignement des
domaines cytoplasmiques des deux sous-unités. aspplorylation de la tyrosine du motif
NPxY, proximale a la membrane de la sous-upitéest nécessaire a la liaison de la taline
[41]. Une seconde tyrosine, appartenant au motikY\Ixdistale a la membrane, est

impliquée dans la liaison de la kindline [48-50].

1.2.2.2 Outside-In signaling

Les intégrines n'ont pas d'activité catalytigueaimgeque. Cependant, la liaison du
ligand & sa partie extracellulaire entraine laddaiction d’'un signal intracellulaire qui a la
capacité de moduler la croissance cellulaire, flérinciation ou I'apoptose. Le mécanisme
de cette signalisation est complexe et croise cktuitres récepteurs, comme les récepteurs
des facteurs de croissance. Le déclenchement de sigggux intracellulaires va
principalement dépendre de la constitution de cewgd d’'adhésion focale, complexes
macroprotéiques impliquant parfois plus de 150éin&ts intracellulaires différentes [51].

La formation de ces complexes constitue la plaquenante de la transmission des
signaux intracellulaires. Ainsi, les protéines imgpées sont en constant flux d’association
et de dissociation et, a l'origine de cascadesigiealsations complexes (Fig. 7). Trois
processus, directement issus de I'activation d&giimes, ont été identifiés. Ce soiit ta
constitution et la croissance des points focaux d@eaegroupement des intégrines) ;la
polymeérisation de I'actine et la contraction duasgjuelette iii) et enfin, la modulation de

la signalisation intracellulaire.
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Points focaux et assemblage du cytosquelette d’aui

La liaison du ligand conduit au regroupement désgiines au sein de la membrane
plasmique, et a la constitution de points serréslifiésion focale qui favorise I'assemblage
des filaments d'actine. Les filaments d'actine sdats réorganisés en grandes fibres de
stress conduisant a une augmentation du regroupeatesenintégrines et au renforcement
des liaisons a la matrice extracellulaire [52]liagson avec le cytosquelette d'actine permet
une régulation de la croissance des points focaumn changement coordonné de forme
des plaquettes. Plusieurs protéines clés sontdqugdis dans la formation et le maintien de
la liaison au cytosquelette. Celles-ci sont de pesy:i) les protéines de liaison directe
(taline, a-actinine, filamine),ii) les protéines liant les intégrines, mais qui nelisat
gu’indirectement au cytosquelette (kindlines, intedginked kinase (ILK), paxillin, FAK),

iii) les protéines liant I'actine, mais pas les intéggifvinculine), et enfiny) les protéines
adaptatrices ou molécules de la messagerie intmkaied régulant les interactions décrites

précédemment.

Polymérisation de I'actine et contraction du cytosgelette

La liaison de I'intégrine a I'actine est nécessaita régulation de la polymérisation
de cette derniére, ainsi qu’au contréle global desuvements du cytosquelette. Les
mécanismes sous-jacents de ce fonctionnement neasriout a fait connus. Cependant,
les points focaux contiendraient la machinerie sgaige a la polymérisation de Il'actine
[53], avec (i) le complexe Arp2/3, qui commande$amblage des filaments d'actine en un
réseau ramifié au niveau des lamellipodes etgi(}TPase Rho, qui joue un rdle clé dans la

régulation globale de la dynamique de I'actine.
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Qutside-In signaling et ‘cross-talk’ avec les récdapurs des facteurs de croissance dans

la modulation des voies de signalisation intracellaires

L'intégrineaypPBs joue un role clé dans I'activation des plaquettasetle est capable
d’engager une signalisation secondaire a la liades éléments de la MEC (Outside-In
signaling). Les voies de signalisation alors dédhées sont extrémement complexes.
L'intégrine oy 3 peut également interagir avec les récepteurs aésuid de croissance et

est, pour certains, nécessaire a leur bon fonctioemt [54].

Figure 9. Représentation schématique de I'Inside-Out sigmplhécessaire a l'activation de
I'intégrine aypPs. La liaison de la taline au niveau de la phosphosine du motif NPLY intra-
cytoplasmique de la sous-unifig conduit a l'activation de l'intégrine. La liaiscvec d’autres
protéines, comme Dok1, peut étre observé dansif@cnation fermée. La déphosphorylationfide
peut conduire au remplacement de Dokl par la tatr&nsi, entrainer I'activation de I'intégrine
[42, 55].
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2 OBJECTIFS DU TRAVAIL

Notre travail a consisté en deux objectifs priacip. Le premier était d’étendre, a
partir d’'une large série de patients atteints dentlbasthénie de Glanzmann, le spectre
mutationnel de cette maladie. Le second était biiétane éventuelle corrélation entre le

génotype de ces patients et leur phénotype clinique

2.1 SPECTRE MUTATIONNEL DES GENES ITGA2B / ITGB3 ET
RELATION STRUCTURE-FONCTION DE LA PROTEINE oy, B3

En dehors du bénéfice propre au patient de dispbge diagnostic définitif de sa
maladie, la découverte de mutations au sein dess¢ieEB8A2BetITGB3a permis d’obtenir
un grand nombre d’informations sur la structurgéaetonction de l'intégrinew,ps. C'est
plus particuliéerement le cas des mutations faus,spaur lesquels un remplacement d’'un
simple acide aminé peut apporter des informatiousi@les sur la fonction d’un résidu, ou
sur le domaine protéique auquel il appartient.

La thrombasthénie de Glanzmann est une maladie eales premiers cas de
mutations génétiques rapportées dans cette madladieété sur des patients isolés, ou
quelques rares familles. Finalement, ce n’est g@gemment que les études incluant des
séries de patients ont débuté. La premiére équipmia tenté I'expérience est une équipe
italienne qui avait permis d’inclure 30 patienttestts de thrombasthénie de Glanzmann et
d’identifier ainsi 19 nouvelles mutations associada maladie [56]. Quatre ans plus tard,
en 2006, Peretz et son groupe se lancent dansld'@a 40 familles provenant du sud de

I'Inde et caractérisent ainsi 20 nouvelles mutatiassociées a la maladie, dont trois
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variations génétiques fréquentes, issues d'eftetddteurs [57]. Enfin, ce sont 45 patients
non apparentés qui vont étre étudiés en 2009 pguipe de Kannan permettant ainsi
d’identifier 22 nouvelles mutations et d’aboutiua diagnostic génétique chez 80% des
malades [58]. Ces études montrent donc commentlusion de différents groupes de
patients a permis d’élargir le spectre mutatiomigetette maladie.

Ces dernieres années, les maladies rares sonhudsveune priorité de santé
publique, ce qui a conduit le gouvernement franéaisettre en place un Plan National
Maladies Rares, avec pour vocations principalesmédl@rer la prise en charge des patients,
mais aussi de développer la recherche dans ce dem@iest dans ce contexte que le
Centre National de Séquencage d’Evry a lancé sesiers appels a projets visant au
génotypage des patients atteints de maladies fdoes avons donc répondu a cet appel a
projet, pour lequel il nous était proposé de ségerenn total de 90 patients et 6 témoins.

Ce travail comportait une limite essentielle, calk pouvoir obtenir une série de
patients aussi large, dans ce contexte de maladie Initialement, cette étude avait pour
but d’inclure des patients d’origine francaise, snelle s’est finalement étendue sur le plan
international, afin d’inclure les 90 patients rexjui'objectif principal de ce travail était de
pouvoir étendre de maniére importante le spectréationnel de la thrombasthénie de
Glanzmann et donc d’accroitre la connaissance léeseé@ts essentiels a la structure et la
fonction de I'intégrinew;nBs. Pour cela, notre travail a consisté, dans un jgretemps, a
vérifier si les variations génétiques retrouvéeseét précédemment rapportées comme des
polymorphismes ou des mutations associées a ladieal@ans le cas contraire, nous avons
vérifié l'effet pathogéne de celles-ci en étudiar(f) la ségrégation des variations
génétiques au sein des familles, lorsque celapagible, (ii) I'effetin silico des variations
observées et (iii) pour certaines d’entre-ellest Effetin vitro dans un modele hétérologue

cellulaire.
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2.2 CORRELATION GENOTYPE-PHENOTYPE

Le génotypage des patients a permis d’ouvrir unmghancore mal connu de la
meédecine, celui de la médecine prédictive. En effés rapidement, les médecins se sont
attachés a déterminer s'il existait une corrélagoire le génotype des patients et leurs
phénotypes, afin éventuellement de prédire le @sepolutif de la maladie et d’en adapter
sa surveillance. C'est le cas par exemple du symelfdYH9, une pathologie plaquettaire
constitutionnelle, dans laquelle la chaine lour@elal myosine non musculaire A est
anormale. Ce syndrome se caractérise par la swvediune thrombopénie a grosses
plaguettes, plus ou moins associées a une attéimie, ORL (surdité) ou ophtalmologique
(cataracte). Les différentes études portant saoteglation génotype-phénotype dans cette
maladie ont trés rapidement pu mettre en évidendGk existait un lien entre le domaine
dans lequel survenait les mutations et I'atteihie pu moins sévéere des différents organes,
constituant ainsi une information cruciale pouslgvi et la prise en charge de ces patients
[59]. Malheureusement, dans la thrombasthénie dmzZBlann, les choses ne se sont pas
tout a fait déroulées de la méme maniére, et &relintes études réalisées n'ont pas permis
d'établir une réelle corrélation entre le génotgpée phénotype des patients [56-58]. C'est
d'ailleurs assez surprenant, car contrairement sbua-unitéo,, I'expression de la sous-
unité Bz n'est pas limitée aux plaquettes, puisqu'elle &salole de s'associer a la sous-unité
ay afin de constituer le récepteur de la vitronectprésent a la surface d'un grand nombre
d'autres types cellulaires. En effet, dans une @endcente de la littérature, nous avons
étudié les données obtenues chez des modeles e délétées efis, ou 'absence @3
influence I'angiogénése, la reproduction, le mélisbwe osseux|inflammation, et les
atteintes cardio-vasculaires [60], ce qui ne senmids étre le cas chez I'homme.

Finalement, c'est le syndrome hémorragique qui@néte, mais méme la sévérité de
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celui-ci ne semble pas étre associée a un groupieyier de mutations. C'est un constat
qgui concerne un grand nombre d'autres maladies hé@giques car les mécanismes qui
conduisent a I'hémostase primaire et a la coagulatbnt tres complexes et ne dépendent
pas que d'un seul géne.

Cependant, il existe un cas bien particulier, icaééul'némophilie A. En effet, dans
cette maladie, les patients sont exposés a une licaign gravissime, qui est celle de
développer des inhibiteurs (anticorps) dirigés mhe facteur VIII substitutif qu'on leur
transfuse [61]. Ces inhibiteurs apparaissent lasku systeme immunitaire du patient
attribue ce facteur VIII exogéne a une protéinenda-soi. De nombreuses études ont
permis d'établir que ce risque était corrélé aunotgpes des malades et que ceux qui
étaient porteurs de mutations tronquantes avaikust gie risque de s'immuniser [62]. I
existe dans la thrombasthénie de Glanzmann, unelmation similaire. En effet, les
transfusions plaquettaires administrées peuvemtieetr le développement d’'une réponse
immunitaire dirigée contre la glycoprotéing, s [63-66]. La présence de ces anticorps
anti-oy B3 représente un probléeme majeur dans la prise emelte ces patients [63, 67].
Cependant, a I'heure actuelle, nous ne savonsumijpas quelle est leur fréquence de
survenue, leur persistance dans le temps, ou pouitgapparaissent chez certains patients
et non chez d’autres.

Des études préliminaires sur la caractérisatiortede anticorps ont montré qu'ils
reconnaissaient des épitopes localisés sur le exapl,p3 ou sur la sous-unit@s et que
certains d’entre eux sont capables de bloguerratian de l'intégrine, ou bien d’entrainer
I'élimination des plaquettes [66, 68, 69]. Ces @ips dirigés contre l'intégrinepps
peuvent donc rendre les transfusions plaquettaitégeures inefficaces. Chez les patients

immunisés, et réfractaires aux transfusions pladaies, il est actuellement recommandé
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d’administrer du facteur VII activé recombinant \(ifa, NovoSevefi) [70-72], afin de
palier a cette complication.

Alors que la survenue d’inhibiteurs est un phéncertgien étudié dans I’hémophilie
[61], peu d’études se sont intéressées a ce prebtkams la TG. En effet, peu d’éléments
sont connus concernant les facteurs de risqueiéssae développement des anticorps anti-
anpPs, bien qu’un lien direct entre leur apparition ettype de TG ait été suggéré [73].
Tandis que le développement de ces anticorps egslahs la majorité des cas, du recours a
la thérapie transfusionnelle, le degré d’expositmx concentrés plaquettaires n’'a jamais
clairement été évalué et la persistance de cesoansi au cours du temps peu étudié.

Les premiéres études concernant la survenue ddapsicantiepps au cours de la
TG ont, dans la majorité des cas, été réaliséeglasircas isolées et concernaient plus
particulierement la caractérisation de ces anteE¢@3, 67, 74-76]. Pour la premiere fois,
en 2004, Poon et al. ont étudié la survenue d'argg anti-plaquettes chez 54 patients
atteints de TG [77]. Seize d’entre eux (30%) présent des anticorps antjmps, huit des
anticorps anti-HLA (15%) et cinq avaient dévelopee deux types d’anticorps (9%). Plus
récemment, Santoro et al. ont recherché chez lI@npatitaliens la présence d’anticorps
anti-opps et anti-HLA [78]. Quatre patients (25%) sur lesti#nsfusés, présentaient des
anticorps anti-plaquettes, dont deux avaient dé@psodes anticorps dirigés contre le
systeme HLA, un des anticorps aaiif}s et un autre, des anticorps anti-HLA et anips.

Ces dernieres années, par l'intermédiaire du €eater Référence des Pathologies
Plaquettaires, nous avons eu I'opportunité de syiusieurs patients Glanzmann, dont une
majorité était issue de la communauté des Manouchi€xe aux différentes informations
recueillies dans leur passé médical, nous avonksééane étude rétrospective afin
d’évaluer leur degré d’immunisation et les factedesrisque qui y étaient associés, en

particulier le génotype des patients.
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3. MATERIEL ET METHODES

3.1 SELECTION DES PATIENTS

Initialement, le génotypage devait concerner dekaes d’origine francaise selon
une convention établie entre le Centre de RéféreiesePathologies Plaquettaires (Dr P.
Nurden) et le Centre National de Séquencage (Rfeilssenbach). Celle-ci comprenait le
séquencage de tous les exons et parties intronflguegiantes des genBsGA2BetITGB3
pour 90 patients et 6 sujets normaux. L’étude aiegmgté ouverte sur un plan international
(Argentine, Canada, Maroc, Espagne, Suisse et-Btaty afin d’obtenir la totalité des 90
patients.

Les criteres d’inclusion comprenaient : (i) un as@ntécedent(s) hémorragique(s)
se caractérisant par la survenue de saignementstasgs (épistaxis, ecchymoses
disproportionnées, hématomes, pétéchies, gingig@sameno-/métrorragies, hémorragies
digestives) ou provoqués de type cutanéo-muquefiix ;une absence ou une nette
diminution de l'agrégation plaquettaire avec au meoB agonistes différents ; (iii) une
absence ou une nette diminution de I'expressiooatoplexeo,33 mesurée par cytométrie
en flux ou Western-Blot. Dans les formes variammted’expression du complexe peut étre
proche de la normale, une absence de fixationsartivation plaquettaire, du fibrinogéne
ou de PAC-1, un anticorps monoclonal reconnaiskamsite de fixation du ligand, était
requise.

Chaque test phénotypique était réalisé dans |é&relits centres d’inclusion selon
les procédures localement mises en place. L'ang@gsétique était réalisée sous réserve de

'obtention du consentement du patient conforménant lois de bioéthique de chaque
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pays. Un questionnaire comprenant les élémenigodnations cliniques et biologiques
était a compléter pour chaque patient.

Au total, 76 familles différentes ont été incluesnprenant 83 patients. Sur les 90
patients initialement prévus, deux patients onteXgéus car ils ne remplissaient pas les
critéeres d’inclusion requis, alors que dans cintyesucas, la qualité de I’ADN des patients

n'avait pas permis d’obtenir un séquencage congastexons.

3.2 SEQUENCAGE DE L’ADN

L’ADN a été extrait a partir de sang prélevé sas dubes EDTA ou a partir de
buffy-coat. Les échantillons d’origine étaient a$@s, soit a Bordeaux (n=62), soit a Lyon
(n=38), ou 'ADN a été extrait a I'aide du kit QIAMDNA Blood de Qiagen selon les
recommandations du fournisseur.

Tous les exons, les régions introniques flanqueajequ’a 300 pb, et les régions en
amont et en aval des deux genes ont été séqudbedsavail a été réalisé par le Centre

National de Séquencage a Evry.

3.2.1 Design des primers

Un total de 10 amplicons ont été designés pourdés< genes, avec des tailles

variant de 1,05 a 5,7 kb. Les primers ont été sélaués a I'aide du logiciel Primo [79].
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3.2.2 Conditions d’amplification

Les PCR long-fragments ont été realisés a l'aidetliermocycleurs PTC200
(Biorad) dans un volume final de 50 uL comprenahing d’ADN génomique, 2,5 U de
LA-Taq (Takara) et 2,5 pmol de couple d’amorces.

Les cycles d’amplification comprenaient une étdpelénaturation de 3 sec. a 94°C,
une étape d’hybridation de 3 sec., et une étapdatision a 68°C de 2 min. / kb, répétés
pendant 35 cycles.

La qualité des PCR a été contrélée par la réaisate gels d'agarose a 1%. Les
amplicons ont été purifiés grace a des billes miagunes suivant le protocole d’Agencourt

AMpure XP (Beckman Coulter).

3.2.3 Réactions de séquence et analyses des réssli@ séquencage

Les réactions de séquencage ont été realiséesda u kit BigDye Terminator
Cycle Sequencing (Life Technologies) et comprerta@ncycles d’amplification dans un
volume de 10 ou 4 pL (96 ou 384 puits, respectivejnet 1,25 pmoles de primers. Les
produits de séquencage ont été lus sur un séqueBd@0 Sequence Analyser (Life
Technologies).

Les reads ont été assemblés pour chaque individuepaméthodes PHRED et
PHRAP [80, 81]. Les séquences de références étmensuivantes : NM_000419.3 et
NM_000212.2, respectivement pdiiGA2BetITGB3

L’analyse des séquences a été réalisée a l'aidegietels SeqMan Pro (DNA Star)
ou Mutation Surveyor (SoftGenetics). Chaque variatde séquence identifiee était

systématiqguement recherchée dans les bases deedosun@antes : dbSNP, Glanzmann
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thrombasthenia database, Pubmed ou Google afinédéew si celle-ci avait déja été

rapportée.

3.3 ANALYSES FAMILIALES

Lorsqu’une nouvelle variation potentiellement pabne était identifiee, celle-ci
était confirmée par séquencage direct et/ou analgskision haute résolution (HRM) sur
un nouvel échantillon. D’autre part, lorsque ceiaitépossible, les autres membres de la
famille étaient dépistés et étudiés de la méme @nanafin de vérifier la ségrégation
familiale des mutations.

L’HRM est une technique qui a été développée ddéirpouvoir dépister rapidement
la présence de variations dans un gene [82]. Blteappel a un fluorophore hyper-affin
pour 'ADN double brin, qui ne géne pas les diffdies étapes d’amplification. Les
variations présentes a I'état sauvage, hétérozyguie ou homozygote muté sont
distinguées par leurs profils de fusion obtenua finl de I'étape d’amplification par PCR.
Les variations présentes a I'état hétérozygote généralement les mieux distinguées car
leurs températures de fusion sont normalementljasses.

Brievement, 20 a 60 ng d’ADN étaient amplifié aide d’'un LightCycler 480
(Roche Diagnostics) dans un volume final de 10 néca2 mM de MgGl 0,2 mM de
chaque amorce, et 5 uL du mix de PCR contenantidedphore LC green. L’analyse par
HRM a été réalisée sur une rampe allant de 70°8@ 4 la vitesse de 0,02°C / 3 sec. avec
25 acquisitions par degré. Apres normalisationctasrbes de fusion étaient comparées a
un panel de référence.

Ce travail, que nous avons mis en place pour éttide, est maintenant réalisé en

diagnostic de routine dans le laboratoire de ggnétmoléculaire du CHU de Bordeaux. Il
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a d’autre part fait I'objet d’'un article que nougoas récemment soumis au journal Plos

One.

3.4 ANALYSESIN SILICO

Celles-ci ont fait largement appel au logiciel Alanfinteractive Biosoftware).

3.4.1 Prédiction de I'effet pathogene des mutatiorfaux-sens

Des alignements multiples de séquence des déms2Bet ITGB3 ont été réalisés
afin de déterminer le niveau de conservation dejwhaésidu concerné. Les séquences
orthologues ont été recherchées grace au progrddtastP [ttp://blast.ncbi.nim.nih.goy/
puis alignées avec M-Coffebt{p://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:mcojffee

Trois algorithmes différents ont été utilisés ppugdire I'impact sur la protéine du
remplacement de l'acide aminé: (i) Align-GVGttp://agvgd.iarc.frlagvgd_input.php/

(i) Polyphen2 (Polymorphism Phenotyping v@enetics.bwh.harvard.edu/pph2ét (iii)
SIFT (sorting intolerant from toleranthitp:/sift.jcvi.org). Le logiciel Align-GVGD tient
compte des caractéristiques biochimiques des acidesés, ainsi que des alignements
multiples de séquences. Polyphen2 permet de déteriimpact de la substitution d’'un
acide aminé sur la structure et la fonction d’ureéine. Le logiciel Polyphen2 indique un
score de trois types : « probably damaging », gipysdamaging », ou « benign ». SIFT
repose sur le degré de conservation de I'acide égriice a des alignements de séquences

réalisés par PSI-BLAST.
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3.4.2 Mutations affectant I'épissage

Nous avons fait appel a cinq logiciels de prédictdifférents afin de déterminer
I'effet possible sur I'épissage de nouvelles vaosizg génotypiques identifiées : (i) Splice
Site Finder-like, (i) MaxEntScanhftp://genes.mit.edu/burgelab/maxentNNSPLICE
(http://www.fruitly.org/seq_tools/splice.htiml Gene Splicer Http///www.cbcb.umd.edu/

genesplicel et Human Splicing Findehttp://www.umd.be/HSI/

3.5 RECHERCHE DE GRANDS REARRANGEMENTS GENOMIQUES

Ce travail a été réalisé par I'équipe du Pr Vineiga a Lyon. La recherche des
grands réarrangements a concerné deux groupedidetpa (i) ceux pour lesquels aucune
anomalie génétigue n’avait été mise en éviden@@ eeux présentant une seule mutation a
'état hétérozygote. Tous les exons des deux genesté amplifiés sous la forme de
simples amplicons. Les primers ont été designésitiéisant le logiciel primer-blast en

acces libre, afin d’amplifier des amplicons de p@0environ.

3.5.1 Conditions d’amplification

Les PCR en temps réel ont été réalisées sur uareipRotor-Gene 6000 (Qiagen)
dans un volume de 20 pL a l'aide du kit QuantiT8¥BR Green (Qiagen), avec 5 ng
d’ADN génomique et 15 pmoles de chaque amorce. reaigre étape de dénaturation
durait 15" a 95°C, puis 40 cycles étaient réalis@ésnprenant une étape de dénaturation a

95°C pendant 15 sec., une étape d’hybridation & 6p&ndat 15 sec., et une étape
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d’élongation a 72°C pendant 20 sec. Chaque padiitt passé en triplicate dans chaque

run.

3.5.2 Analyses des résultats

L’expression relative de chaque géne a été com@acédle d’'un gene de référence
(HMBS : hydroxymethylbilane synthase). Une méthadz courbes standards (Rotor-Gene
Q series) a été utilisée. Le ratio est de 1 IGisay a pas de réarrangement, 0,5 pour une
délétion hétérozygote, 1,5 pour une duplicatiorétu&ygote, et 2 pour une duplication

homozygote.

3.6 ETUDES PAR MINIGENE

La construction des minigénes comprenait un fragnggnomique comportant
'exon d’intérét portant la mutation, ainsi quexi@ en amont et celui en aval. Le fragment
génomique a été synthétisé par Epoch Life Sciehadoaé dans un plasmide Exontrap
(MoBiTec GmbH). Les cellules Cos-7 ont été cultivée une concentration de 8'10
cellules par puits dans des plagues de 12 puits 4venL de DMEM (Invitrogen)
supplémenté en sérum de veau feetal 10%, de péretstireptomycine et 1M d’'HEPES
(Lonza) a 37°C dans 5% de e®ingt-quatre heures plus tard, les minigénes ages ou
mutés ont été transfectés transitoirement dansdéisles a I'aide du réactif jetPRIME
(Polyplus-transfection SAS) selon les recommandatidu fournisseur. Les cellules ont
alors été incubées 48 h avant extraction de ’ARNr&ol (Molecular Research Center).
L’ADNc a été synthétisé avec le kit M-MLV reverganscriptase (Promega) en utilisant

2 ug d’ARN et amplifié par PCR a I'aide d’amorceedifiques. Les produits amplifiés ont
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été séparés sur gel d’agarose 2%, puis séquencés sappareil CEQB8000 (Beckmann
Coulter). Les PCR en temps réels ont été effecamgsun LightCycler 96 (Roche

Diagnostics).

3.7 MUTAGENESE DIRIGEE ET EXPRESSION DANS UN MODELE

CELLULAIRE HETEROLOGUE

Les cDNA des sous-unitégy, et Bz clonésdans des vecteurs pcDNA3 nous ont été
généreusement fournis par le Dr N. Rosenberg (Thosis and Hemostasis Institute,
Sheba Medical Center, Israél). Les mutations d'@teont été introduites dans les vecteurs
concernés a l'aide du kit QuickChange Il XL (Agitedechnologies) selon les
recommandations du fournisseur et les cellules Tost été cultivées de la méme maniere

gue précédemment (chapitre 3.4).

3.7.1 Mesure par cytométrie en flux

Quarante-huit heures apres transfection des es]lutelles-ci sont décollées et
passées dans un cytometre Accuri C6 (Becton Diokineu I'expression du complexe a
été mesurée a l'aide des anticorps monoclonauxgimge FITC) suivants : anti-CD41/P2,
anti-CD41/Sz22 (Beckman Coulter) et anti-CD61 (Dakoétat d’activation du complexe
a été évalué a l'aide de l'anticorps monoclonal PA(BD Biosciences) aprés incubation

des cellules avec 1 mM de MnCl
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3.7.2 Western-Blotting

Les cellules transfectées et cultivées sont setmrdent lysées en présence d’un
tampon contenant du SDS. L’électrophorese sur gglallyacrilamide est effectuée sur un
gel gradient a 10%, en présence ou non de 1 mMthettireitol (DTT), puis le gel est
transféré sur une membrane de nitrocellulose. bes-anitésu, et Bz ont été révélées a
'aide des anticorps monoclonaux suivants : SZ2g Beckman Coulter) et Y2/5134

Dako), par chimiluminescence avec un anticorpsredaioe marqué a la peroxydase.

3.8 MODELISATION PROTEIQUE STATIQUE

Les modéles protéiques ont été élaborés a l'aidmgigiel PyMol version 1.3. et
des fichiers pdb suivants: (i) 3 fcs ou 2 vdo pkintégrine oypp3, respectivement dans sa
conformation repliée ou étendu@) 2knc correspondant aux domaines transmembmnai
et intra-cytoplasmique. Les acides aminés ont &@éalisés sous la forme de rotamere
montrant les changements de conformation inclusadirpde la librairie Dunbrack

Backbone avec la plus forte probabilité.

3.9 MODELISATION PROTEIQUE DYNAMIQUE

Celles-ci ont été réalisées comme précédemmentt gigor Laguerre et al [83].
Briévement, nous avons utilisé le fichier pdb 3F@olution 2,25 A) tronqué au niveau
des domaines membranaires proximaux. Le complextgigue a été placé dans une boite
d'eau rectangulaire de dimension : 110 x 100 xA0De systéme a alors été neutralisé et

150 mM de NaCl ajoutés, produisant au final unéebodntenant 29100 a 29200 molécules
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d'eau et environ 184 molécules de NaCl. Les calontsété réalisés a l'aide du logiciel
GROMACS 4.5 et GROMOS96. Le modele utilisé pouad'etait SPC ("Simple Point
Charge") et les simulations dynamiques ont étéséxd a température constante.

La sous-unitéy, présentant la mutation Gly44Val a été créée dd'aiu module
approprié du logiciel "Discovery Studio v. 3.1".d analyses de trajectoire RMSD (root

mean square deviations) ont été calculées suokitqns G..
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4 RESULTATS

4.1 PHENOTYPE DES PATIENTS

Les phénotypes présentés par les 83 patients idelns cette étude sont résumeés
dans le tableau Il de la thése. Parmi les 76 famifle patients, 58 (76%) présentaient une
TG de type |, dix (12%) présentaient un profil gpe 1l et sept autres (10%) étaient atteint
d'une forme variante de la maladie; une familleyalat pas pu étre caractérisée (données
insuffisantes).

Les patients décrivaient un panel de signes hémiguas relativement large,
comprenant : des épistaxis, des ecchymoses, desattm@es, des pétéchies, des
gingivorragies, des ménorragies ou des hémorragigestives. Les hémarthroses
spontanées étaient exceptionnelles. La majoritépdéients avaient recu une ou plusieurs
transfusions de plaquettes, de concentrés de @ehwuges ou de facteur VII activé

recombinant.

4.2. GENOTYPE DES PATIENTS

Le tableau Il présente les variations génétiquesergiellement pathogenes
retrouvées chez les 83 patients inclus. Lorsque étlit possible, ces variations ont été
confirmées sur un nouvel échantillon. La distribotdes mutations retrouvées sur les deux

génes est représentée sur la figure 10 et leurtitdpa par types sur la figure 11.
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Des mutations des sites d'épissage, des micratimseielétion, des mutations faux-
sens et des mutations non-sens ont été identifidas.les 78 variations génétiques
différentes retrouvées, 57 étaient nouvelles. Lgrégfation familiale des mutations a été
vérifiee par "High Resolution Melting curve anal/siet/ou par séquencage direct. Un
exemple de résultat d'HRM est représenté sur ladid?2.

Les mutations ont été retrouvées a I'état homorygbez 28 familles (37%); dans
un contexte de consanguinité, dans la majoritécdes(63%). Pour une famille d'origine
marocaine (GT43a et GT43b), nous avons identifiasddaGB3 la présence de deux
mutations différentes a I'état homozygote (une tanadu site d’épissage c.614+1G>T et
une mutation faux-sens R228H). L'analyse par HREb@afirmé que chaque parent était
porteur de ces deux mutations a I'état hétérozydoatte famille provenait d'une région
isolée du Maroc ou la consanguinité sur plusieérggations était fortement probable.

Pour 32 familles (42%), les mutations ont été retées a I'état hétérozygote
composite. Parmi elles, les patients GT3 et GT3begt porteurs de trois mutations
potentiellement déléteres, réparties sur les 2ggpaer GT35.

Pour cing patients, l'analyse génotypique n'a mantifler qu'une seule mutation
présente a I'état hétérozygote. Parmi eux, deugmatprésentaient une maladie de type |
(GT45 et GT47), un patient présentait une TG dee typ (GT20) et deux patients
présentaient une forme variante de la maladie (8TET73).

Enfin, aucune mutation n'a été identifiée pour drmifles, incluant six patients de
type | (GT32, GT37, GT56, GT59, GT63 et GT71) atqgcipatients atteints de forme

variante (GT2, GT16, GT17, GT29 and GT46).
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Tableau Ill. Mutations identifiées chez les 83 patients (emegunutations déja rapportées).

ITGA28 ITGB3
GT Mutationl Mutation2 Mutationl Mutation2

115/¢.1544+1G>A/splice® -

E7/c.940G>T/Asp314Tyr E7/c.340G>T/Asp314Tyr

123/2348+5G>C/splice 123/2348+5G>C/splice -

114/c.1440-13_1440-1del/splice® E30/c.3077G>A/Argl026GIn -

E4/c.565C>T/Pro183Ser™ E4/c.565C>T/Pro189Ser*

E4/c.423G>T/Trp141Cys E28/c.2902del/Tyr968MetfsX163

16

18 E12/c.1201G>T/Gly401Cys E27/c.2800G>T/Val934Phe*

20 E27/c.2800G>T/Val934Phe*

2 13/c.408+11C>A/splice E13/c.1259T>C/p.Vala20Ala

24 115/¢.1544+1G>A/splice* 115/¢.1544+1G>A/splice*

26 E12/c.1073G>A/Arg358His* E12/c.1073G>A/Arg358His*

28 Dup Exon 3-12 Dup Exon 3-12

30 E5/c.777+1G>A[splice* E5/c.777+1G>A/splice*

32

w
w
o

®

E3/c.262C>T/Arg88X E13/c.2113Cdel/Leu705CysfsX
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36b E1/c.131G>T/Gly44val 114/c.1440-13_1440-1del/splice*

37

39a E19/c.1882C>T/Arg628X* E19/c.1882C>T/Arg628X* B -

b EDCBRGTARREC  EDGBRGTAgREC - e
40 E9/c.857T>A/Val286Asp E9/c.857T>A/Val286Asp - .

413 EleoldelARSIPORXZ  E28/c291sdup/lewdZ3AfSXG3 - -
a1b El/c.91del/Ala31ProfsX2 E28/c.2915dup/Leud73AlafsX63 E T

L2 RUQUsdw/llewTARSS  B1/cUsdwp/leTABIXS - e
43a - - E4/c.614+1G>T/splice E4/c.614+1G>T/splice

E5/c.683G>A/Arg228His E5/c.683G>A/Arg228His

44 E13/c.1357C>T/Arg453X E13/c.1357C>T/Argd53X - -

as . - E8/c.1094A>G/Asn3655er E10/c.1522del/GIn5085erfsX161

50 - - E9/c.1260G>A/splice E9/c.1260G>A/splice

52 ES5/c.601G>A/Gly201Ser* E5/c.601G>A/Gly201Ser™ - o

54 - - E12/c.2014+5G>A/splice Del E14-E15

56 E E E -

58 ES/c.601G>A/Gly201Ser* E5/c.601G>A/Gly201Ser* - -

|

- - E11/c.1801T>C/p.Cys601Arg E11/c.1801T>C/p.Cys601Arg

2

E1/c.31T>C/TrpllArg E1/c.31T>C/TrpllArg

64 E2/c.257T>C/Leu86Pro 114/c.1440-13_1440-1del/splice* . -

66 118/¢.1879-2A>G/splice 118/c.1879-2A>G/splice - -

68 E14/c.1413C>G/Tyrd71X* Del E22-E23 - -

70 - - E4/c.613_614+2del/splice E4/c.613_614+2del/splice

72 E29/c.2951C>A/Thr984Lys E29/¢.2951C>A/Thr984Lys - -

75 E30/c.*165T>C/UTR E30/c.*165T>C/UTR - =
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ITGA2B

€.1544+1G>A***

ok ek ok
€.1440-13_1440-1del**** R584X
% k%
varix c.1878G>C C705R
1405T ¢.1879-2A>G
L86P Q228X R358H** G412R R628X*** V934F** R1026Q
L T | by | r.‘
G401C I518N R755Q**
c.91del c.408+11C>A V420A Q540X
&%Pjﬁz)** G321W R453X €.2095-19T>A
¢.550_625-35del c.1771dup c.2148dup L955Q
F191V (D591GfsX47) | (L717AfsX3) c.2902del
NI4T V286D (Y968MfsX163)
¢.574+1G>A o €.2915dup
C. el €.1946+3G>T** L973AfsX63**
(D2781fsX101) ( )
G201s** €.2348+5G>C €.3061-1G>A
*
A216V c.*165T<C
ITGB3
c.224del
(C75LfsX10)
R88X** C601R
€.79+1G>A R119Q L222P c.1260G>A C624Y
f I l 1 Ll l 1 I i J—
N365S ‘
WI11R R63C c.940-2A>G c.1456del c.1913+1G>A c.2113del
L118H D314Y (C486AfsX183) G566D (L705CfsX4***)
**Y344S c.1522del D578N
**¥R131P c.861del (Q5085fsX161)
R169X (R2875fsX34)
#%p180S G297R c.2014+5G>A
c.613_614+2del
**0.614+1G>T R228H**
€.708_709del
(5237CfsX13)
C.777+1G>A***

Figure 10. Représentation schématique des géi€3A2B et ITGB3 illustrant le spectre des

mutations identifiées dans notre série de pati€dss la partie haute du géne sont représentées les

variations génétiques déja rapportées ; dans teegasse, les mutations nouvellement rapportées.

Les variations sont identifiées par des couleursraport avec leurs types. Les astérisques

indiquent les mutations retrouvées a plusieurdgeprchez différents malades au sein de la série de

patients.
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Figure 12. Etude par HRM de la ségrégation familiale de deomvelles mutations présentes a

I'état hétérozygote danfTGA2B La partie A (gauche) représente les résultatennlst par

séquencage direct des exons 1 et 28 chez le ptapokia partie B (droite) montre les résultats

obtenus par HRM, confirmant que chaque mutatioéliglie a bien été transmise par chacun des

parents.
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Il est important de noter que ce travail a égaldrpermmis de retrouver une seconde
mutation chez deux patients pour lesquels une grenmautation avait été mise en évidence
auparavant par PCR-SSCP (GTIGB3 L222P; GT10:ITGA2B R1026Q) [84, 85],

permettant ainsi le diagnostic génétique défini¢ifla maladie.

La nomenclature des mutations faux-sens utilisées d@s sections suivantes fait

apparaitre entre parenthese la nomenclature sgepliele signal, soit 31 résidus en moins

pour la sous-unité, et 26 résidus en moins pour la sous-upité

Mutations tronquantes (Tableau 1V)

Environ un quart des mutations détectées étaiemtnuicro-insertions/délétions ou
des mutations non-sens, incompatibles avec la éyatid’'une protéine normale. Elles
n'apparaissaient pas dans un ou plusieurs exoris, éteent réparties de maniére diffuse
sur les deux géenes (Fig. 10). Sur la base de mbenrehes, nous avons pu déterminer que
73% (16/22) d’entre elles n'avaient jamais été ideésrauparavant (Tableau V). Dix
mutations étaient des mutations non-sens et 1@rétdés délétions ou duplications.

A I'exception de deux mutations présentes ddi@A2B, la plupart des variations
retrouvées avaient pour probable effet d’entraileerdégradation rapide de 'ARNmM
synthétisé (nonsense-mediated MRNA decay), et incipale conséquence de provoquer
une absence d’expression du complexe protéique. Lawnutations

€.2902del/p.Tyro68Metfs*163 et ¢.2915dup/p.Leu9#&BaI63 permettaient probablement
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la synthése d’une protéine de taille presque nanmahis avec des séquences C-terminales
totalement aberrantes. De maniere intéressante,n bigue la variation
€.2915dup/p.Leu973Alafs*63 était associée a uneeaututation tronquante (c.91del
/p.Ala31Profs*2), une expression résiduelle du cexg a la surface des plaquettes des
patients (GT41la et GT41b) a pu étre observée @m&Pb), probablement du fait que la

plupart du domaine extra-cellulaire persistait @in sle cette protéine anormale.

Mutations du site d’épissagg Tableau V)

Dix neuf mutations (11 dangGA2B et 8 dandTGB3), représentant environ un
guart des variations génétiques identifiées, ataiemme probable effet d’abolir un site
consensus d’épissage. Ces mutations étaient padeimaniere diffuse sur les deux génes
et 13 d’entre elles n'avaient jamais été rapportétsiheureusement, I'étude de 'ARNmM
plaguettaire est une technique trés délicate et péterminer I'effet pathogene de ces
variations génétiques, nous avons fait appel a widthodes différentes d’analysesilico.

Les erreurs d’épissage pouvaient conduire a un dautexon ou a l'activation de sites
cryptiqgues d’épissage. Dans la majorité des casanemalies conduisaient a des délétions
ou des insertions au sein du transcrit, induisag décalages du cadre de lecture et
'apparition de codons stop prématurés. Au totAlRNm produit était probablement trés
rapidement dégradé (nonsense-mediated mMRNA detay)ee ces patients, I'expression

d’aypP3 était franchement diminuée.

Mutations exoniques altérant I'épissagearmi les mutations faux-sens rapportées, trois
d’entre-elles étaient situées a la jonction d’intexon. Les mutations ¢.1878G>C/
p.Asp585_ GIn626del dansTGA2B et ¢.1260G>A/ p.Lys376_Thr420del dahBGB3

avaient déja été rapportées et étudiées auparavantrant qu’elles étaient responsables
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d’une altération de I'épissage entrainant un saaxtoth [86, 87]. Nous avons retrouvé dans
ITGA2B une nouvelle variation ponctuelle exonique (c.5¥G&Y qui pouvait également
interférer sur I'épissage (Fig. 13). |l sS'agissitpatient GT57 atteint d’'une forme de type |
de la maladie. Cette variation était d’autant phisgante que les logiciels de prédiction
faisaient de la mutation faux-sens Phel91Val, ungation peu délétére, alors que les
logiciels de prédiction d’épissage en faisaiente wariation pouvant interférer avec
I'épissage de I'exon 4 tFGA2B(Fig 13A,B). Nous avons donc vérifié cette hypothpar
une technique de minigéne sur des cellules Co®9 tlanscrits exprimés présentaient une
taille similaire entre le minigene sauvage et cefwité, mais le séquencage du transcrit
muté montrait qu’il existait une délétion de 4 |ptig( 13E), responsable d’'un décalage du
cadre de lecture et de l'apparition d’'un codon spspmaturé. Au total, nos résultats
confirment que la transition ¢.571T>G est une niomapathogéne dont I'effet délétéere ne
se traduit pas par un changement d’acide aminé pai une altération de I'épissage au

niveau de I'exon 4 du genéGA2B

Mutations du site d’épissage et conservation dureade lecture.Quatre nouvelles
mutations avaient comme probable effet d’altérépibsage, tout en conservant le cadre de
lecture de [I'ARNmM transcrit: les variations c¢.4Q8€>A, c¢.550 625-35del et
€.2348+5G>C dang GA2Bet c.777+1G>A dan§ GB3

La variation ¢.408+11C>A dan3 GA2B pourrait entrainer, en renforcant un site
d’épissage cryptique, une insertion de 12 nucléstid la fin de I'exon 3 (Tableau V),
conduisant a I'insertion de quatre résidus ent\dd 36 (V105) et 'Alal37 (A106) diyp.
Ces acides aminés sont situés dans le deuxieme diadlomaine-propeller, juste en
amont d’'un pont disulfure Cys138-Cys161, qui patrére probablement rompu. Le

patient GT22, présentant cette mutation, avait ;mxd&5% d’expressiondi,fps a la
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A

Align Splice

Exon Mutation Domain GVGD' Polyphen2 (score) SIFT (score) defect’” References

E4 (c.571T>G) p.Phel91Val (F160V) B-propeller C15 Benign (0.019) Deleterious (0.02) Possibly -
Cryptic
splice site

B C E l

T G AATTTTGAGTALALTEGTCG C - -
Exon 4 Exon 5

[ 1 Exon 4

msz

574
AAATGATTITTAGTALGCG
58.00

0.0 0.0

4 700l j J/\ ;} ! . / ]X A | wT

0 ATGATTTTAGC TGGGA
—_—

Bj45

i
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I
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sLzE
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Figure 13. A) Effet de la transition ¢.571T>G mesurée paré&léhts logiciels de prédictian
silico; B) Représentation du site cryptique d’épissagesemt 4 pb en amont de la jonction exon-
intron du géndTGA2B; C) Représentation du résultat du séquencageegen’4 du généTGA2B
chez le patient GT57 montrant un remplacement T>&tat hétérozygote a la position ¢.571
(fleche bleue); D) Les produits des PCR obtenugsafmansfection des minigénes montrent des
amplicons de taille similaire; E) Le séquencagetdasscrits retrouvent une délétion de 4 pb dans

le minigéne muté entrainant un décalage du cadréectare et I'apparition d’un codon stop

prémature.

surface de ses plaquettes (Tableau III).

La délétion ¢.550 625-35 induit un saut de I'exoetdune délétion de I'exon 5,
conduisant a la perte de 72 résidus localisés mndeuxiéme et troisieme blades {u
propeller.

La variation ¢.2348+5G>C, présente dans l'introndd3GA2B pouvait induire la
perte du site d’épissage natif et entrainer un daudtexon 23, tout en conservant le cadre
de lecture du transcrit (Tableau V). De maniér@rggsante, cette variation, présente a

I'état homozygote, concernait un patient atteining' TG de type Il. La perte de 28 résidus
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et linsertion d'une arginine, induites par cetteutation, pourrait donc permettre
'association dip et Bz et son expression partielle a la surface des ptéegi L'exon 23
contient les acides aminés 756 a 783 de la sowé-upi et nous avons supposé que ces
résidus, présents dans les domaines calf-1 eRadéfda protéine, étaient importants, mais
pas cruciaux pour la formation et la stabilité dmplexe. L'analysén vitro de I'effet de
cette variation a donc été entreprise par minigafie de confirmer tout d'abord
'hypothése d'une anomalie de I'épissage. L'amgdifion par PCR des transcrits
montraient clairement la synthése d’'un amplicortaiée diminué dans le minigéne muté
par rapport au minigéne sauvage (Fig. 14 B) ettpiencage de ce fragment raccourci a
confirmé qu’il y avait bien une délétion de I'exd@8 (Fig. 14 C). Afin de mieux
comprendre et d’étudier I'effet de la délétion a# exon sur la formation du complexe,
nous avons exprimé celui-ci, apres mutagéneseédirigans des cellules Cos-7 (Fig. 15).
L’expression du complexe a la surface des cell@es-7, mesurée par CMF, était quasi
nulle et 'analyse par WB du contenu cellulaire tmam un blocage complet de maturation
de la sous-unitéy, induite par la délétion de I'exon 23 (Fig. 15 A@}. Ces résultats
n’expliquent donc pas pourquoi il persistait chezphtient une expression résiduelle du
complexe a la surface de ses plaquettes. En utildas primers spécifiques, nous avons
vérifié s'il persistait une expression du transontmal dans le minigene muté, et celui-ci a
été retrouvé a I'état de trace (Fig. 14D). Nousagons alors déduit que probablement
persistait une expression résiduelle d'un complexenal dans les plaguettes du malade,

du fait d'un épissage normal partiellement conservé
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Figure 14. Analysein vitro de l'effet pathogene de la mutation ¢.2348+5G>€niifiée dans
ITGA2B chez un patient présentant une TG de type IIRAdultat du séquencage de I'’ADN du
patient révélant une transition homozygote c.2343*5. B/ Apres transfection des minigéenes dans
des cellules Cos-7, un produit de 219 pb a étérebsegour la forme sauvage, alors que pour le
minigéne muté, un transcrit d’'une taille plus ceustait obtenue. C/ Séquengage du cDNA muté
montrant une délétion de I'exon 23. D/ A l'aide glémers spécifiques et par PCR en temps réel,
nous avons mesuré semi-quantitativement I'expresses différents transcrits dans les minigénes.
Courbe bleueTranscrit normal amplifié avec des primers spgeés des exons 22 et Zdourbe
rouge. Transcrit anormal amplifié a I'aide de primers dfigues des exons 22 et 2€ourbes
vertes.Transcritsnormaux amplifiés a I'aide de primers spécifiques dxons 22 et 23, montrant

une expression a I'état de trace du transcript abdans le minigéne muté.
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Figure 15. A) Analyse par cytométrie en flux de cellules Cos-dhsfectées. Les histogrammes
représentent les résultats obtenus a partir dalegllCos-7 transfectés avec les cDNAg’et B3
(WT), avec le cDNA diy, muté AE23 : délétion de I'exon 23) et le cDNA normalfieet enfin le
cDNA muté def; (R63C) et le cDNA normal dj,. Les MFI sont exprimés sous la forme de
moyennes +/- e.t. (n= 3). B) Etude de la fonctiarcdmplexe, a l'aide de I'anticorps PAC-1, aprés
activation par du Mf, montrant un défaut de fonction du complexe muigRG3C); C)
Identification par Western-Blot des sous-unitgs et Bz dans des cellules Cos-7, en condition

réduite ou non.

Enfin, la derniére variation intronique c.777+1G>pkésente dang GB3 survenait
en position +1 aprés I'exon 5. Cette mutation @iuentrainer un gain de 27 nucléotides a
la  suite de cet exon, et créer une insertion de f nerésidus
(p-Asp259_ Glu260insMSLEDLECQ) dans le domafiik de la sous-unitdd;, domaine

essentiel a 'association des deux sous-unités.
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Figure 16. Analyse de I'effet sur I'épissage par une technidaaninigéne de la mutation c.1440-
13 _c.1440-1del identifiée dan¥GA2B A/ Résultat du séquencage de I'ADN d'un des pédie

retrouvant une délétion de 13 pb a I'état hétéromyguste en amont de I'exon 15. B/ Produits
d’'amplification des transcrits générés dans letulesl Cos-7, retrouvant des tailles d’amplicons
similaires. C/ Séquencage direct des cDNA obtenastrant une délétion de deux pb dans le

transcrit muté résultant de I'utilisation d’un sitépissage cryptique.

Délétion récurrente de 13 pb dans l'intron 14 d’IAZB.La variation génotypique la plus
frequemment retrouvée (7 familles) était une deétintronique de 13 pb (c.1440-
13 c.1440-1del) (Tableau IllI). Comme cette mutattmmcernait des patients d’origine
différente, I'nypothése la plus probable de songine était celle d’'un «hot spot »
mutationnel. Dans un article précédemment pubbiésravions montré que cette mutation
pouvait éventuellement affecter I'épissage du gém&A2B en activant un site

normalement cryptique [88]. Afin de vérifier cettgpothése, nous avons utilisé une
technique par minigene sur cellules Cos-7 (Fig. L6} résultats montraient effectivement
I'apparition d’un nouveau site d’'épissage entrafinare délétion de 2 pb dans le transcrit

muté, conduisant a un décalage du cadre de leetundéapparition d’'un codon stop
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prématuré 105 résidus en aval, confirmant défiaitient I'effet pathogéne de cette

variation récurrente.

Mutations faux-sens(Tableau VI)

Sur les 20 mutations faux-sens identifiées da@A2B 12 mutations concernaient
le domaing3-propeller, une mutation se situait dans le dom#iigh, six mutations étaient
localisées dans les domaines calf-1 et -2 et unéatioo concernait le domaine
cytoplasmique (Fig. 10, Tableau VI). Sur les 16 atiohs identifiees dang GB3 toutes
concernaient la partie extra-cellulaire de la pr&g¢ avec quatre mutations dans les
domaines PSI et hybrid, sept mutations dans le dwnfal, quatre mutations dans les

domaines EGF, et une mutation située au niveategtide signal.

(a) Mutations concernant le domaiepropeller doy,. Nos résultats confirment que les
mutations survenant dans ce domaine sont une @a@agente de TG. Sur les 12 mutations
identifiées, huit mutations n’avaient jamais ét@p@tées auparavant (Table VI). La
plupart des mutations retrouvées dans ce domaieetaitnt des structures trés conservées
de la protéine et la majorité des patients avaierd forme de type | de la maladie.
Seulement, trois patients présentaient une formgme Il avec une expression résiduelle
du complexe (GT11, GT18 and GT55).

La figure 17 représente les modifications strudasrainduites par quelques
mutations sélectionnées. La plupart des acides émimpliqués concernaient des
structures dont la modification interférait averdanisation en feuillgt anti-paralléle des

"blades". Quatre nouvelles mutations : la Gly44§&13V), la Gly201Ser (G170S),
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FG-GAP motif

Ca2+ loop

Figure 17
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Figure 17. Modélisation 3 D représentant quelques mutatiang-tens présentes dans le domaine
B-propeller, vu de face (région en contact avemlmaine domaing-1 de la sous-unit@s) (en haut)

et de dos (en bas). Les feuill§tsles blades sont représentés en bleu péle, letssR@GAP en
vert clair et les sites de liaisons du®Can rouge foncé. Sur le c6té gauche de la figuret s
représentés plus précisément les motifs FG-GABsesites de liaisons du Tales cercles rouges
au centre de la figure correspondent aux acidesésrsubstitués. Les changements structuraux
induits par la Gly44Vval (G13V), la Gly201Ser (G1J08Ala216Val (A185V) et la Gly321Trp
(G290W) touchant des motifs FG-GAP sont présera@s ¢& haut de la figure. La G44V induit un
encombrement stérique (disques rouges) respondaltéerupture de liaisons H (lignes pointillées).
Des changements similaires sont observés pour A &2A'A216V et la G321W. La Val286Asp
(V255D, au centre) survient dans le core du bladet 4ette substitution autorise I'accés aux
molécules d’eau (spheres bleues) qui rompt desoligi H et entraine des modifications importantes
de la structure d@-propeller. La Gly401Cys (G370C) survient a proxémi’'un site de liaison du
C&* comprenant quatre acides aspartiques ('atomeattéum est représenté sous la forme d’'une
sphére grise) et le changement structural entraginmerte d’'une liaison H. Les acides aminés
engagés dans des liaisons H (lignes pointilléepa@issent sous la forme de batonnets avec les

atomes C en blanc, les atomes N en bleu, les atOneesrouge et les atomes S en orange.

'Ala216Ser (A185S) et la Gly321Trp (G190W) concaent des motifs « FG-GAP »,
empéchant l'interaction des sous-unitgset .

Le remplacement d'une glycine par une valine aoktion 44 (G13V) provoque
une interférence stérique empéchant les blades d@tteragir correctement entre eux, ce
gue nous avons confirmé par modélisation dynamifneeffet, celle-ci retrouvait une forte
instabilité de l'intégrine induite par cette mutati se traduisant par une augmentation
importante des RMSD en présence dé& (Rig. 18).

Les substitutions suivantes : Gly201Ser, Ala2168&eGly321Trp rompaient des
liaisons hydrogenes indispensables a la structiee llades. En effet, les résidus
hydrophobes sont présents en exces dans les b&dsas particulierement ceux situés au
centre de la structure dapropeller. L'exclusion des molécules d’eau peraeiconserver

les liaisons hydrogenes qui structurent le domaméeuilletsp anti-paralléles.
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Figure 18.(A) Vue sélective des blades 1 et 7 avec la chialiéeale de la Gly44 (fleche). (B) Le
remplacement d'une glycine par une valine a latipasi44 (G13V) provoque une interférence
stérique empéchant les blades 1 et 7 d'interagjie enx et entrainant leur éloignement, alors gu'il
sont censés refermer la structurepepropeller ; En (C) est représenté le RMSD (rooamsquare
deviation, en A) traduisant 'amplitude des mouvataede la protéine, et donc son instabilité, en
fonction du temps (en ns) pour les formes sauvé@bgt4) en présence de £au non, ainsi que

pour la forme mutée (Vald4).
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La mutation Val286Asp (V255D) introduit un élémeplus polaire dans cet
environnement hydrophobe provoquant la déstahisatle la structure et augmentant
notamment’écart entre les blades 3 et 4 (Fig. 17). Ainsg imolécules d’eau, qui ont accés
a cette structure normalement protégée, vont déstabes liaisons hydrogénes existantes.
De fagon surprenante, ce changement d’acide amapparait pas comme délétere selon
les logiciels de prédictiom silico que nous avons utilisés (Tableau VI). Cet acideném
apparait peu conservé entre les espéces, maidimtion d’'un acide aspartique, dont
I'écart physico-chimique avec la valine est trépamant, semble le plus déterminant.

La mutation Val420Ala (V389A) a un effet similaieela Val286Asp, mais cette
fois-ci, ce sont les blades 6 et 7 qui sont repeaiss

Enfin, concernant la Gly401Cys, le mécanisme pathegest différent. En effet, ce
changement d’acide aminé se situe au niveau diendsi fixation du CH trés conservé
gu’elle va perturber en empéchant la formation d'limison hydrogene avec un acide

aspartique.

(b) Mutations affectant les domaines « thigh » eak» do,,. Sur les sept mutations
impliquant ces domaines, deux avaient déja étéorédgs dans la littérature : la Cys705Arg
(C674R) et la Val934Phe (V903F). La majorité desepdés de ce groupe présentaient une
TG de type I. La figure 19 représente la modélisatde trois nouvelles mutations
identifiées dans le domaine calf-2 : la Gly823GRly792Glu), la Leu955GIn (Leu924GlIn)
et la Thr984Lys (Thr953Lys).

La glycine 823 se situe au niveau d’'une boucle stomcturée de la protéine reliant
deux feuillets constitutifs de calf -2. Son remplaent par un acide glutamique, qui est un

acide aminé de plus grande taille, chargé négamenentraine un écartement de I'angle
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Figure 19. Représentation structurale de trois nouvelles tiams faux-sens identifiées dans le
domaine calf-2. Les localisations des acides amaoésernés sont représentées par des cercles
rouges. Les atomes C apparaissent en blanc, leestN en bleu, les atomes O en rouge et les
atomes S en orange. Les encombrements stériquesegpoasentés par des disques rouges. Les
acides aminés engagés dans des liaisons H (ligoegillpes) apparaissent sous la forme de
batonnets. L'E823 écarte I'angle formé par les dopgcalf-1 et -2 et augmente la distance avec
I'E776. A droite de la figure est représentée tacitire en forme de tonneau du domaine calf-2,
composé de 9 feuillet8 anti-paralléles. La L995Q et la T984K entrainentupture d’un motif
composeé de cing résidus polaires partageant desriaH dans une région tres hydrophobe.
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formé par ces deux domaines et provoque un resziresd de la partie distale du bras long
d’opp-

Les substitutions Leu955GIn et Thr985Lys survienrgeproximité d’'une séquence
conservée de cing résidus polaires et organisésuraute liaisons hydrogenes. Ces
mutations introduisent un encombrement stérique rgoipt ces liaisons hydrogénes et
entraine une perte de rigidité de la structure ¢yyldobe et en forme de «tonneau » du

domaine calf-2.

(c) Mutations faux-sens affectant la sous-ufigéQuinze mutations ont été identifiées au
niveau de la partie extra-cellulaire de la protéalers qu’'une mutation affectait le peptide
signal (Fig. 10). Onze de ces mutations étaientveites, I'Arg119GIn (Arg93GIn), la
Leu222Pro (Leul96Pro), la Cys601Arg (Cys575Arglaetys624Tyr (Cys598Tyr), ayant
déja été rapportées dans la littérature.

La mutation Arg63Cys (R37C), située dans le domdiSl de la protéine et
retrouvée chez un patient présentant un phénotgpgpe Il (GT7), était particuliéerement
intéressante. Dans la structure tertiaire de laépre, cet acide aminé polaire se situe a
proximité de la Cys52, qui forme elle-méme un pdisulfure avec la Cys75 (Fig. 20).
L’introduction d’'une cystéine a la position 63 flg rend possible la création d’'un pont
disulfure avec la Cys52, un réarrangement qui taisane boucle essentielle a la structure
du domaine PSI (Fig. 20). Afin d’évaluer l'effet dette mutation sur la biogénése du
complexeo B3, NOUs avons co-transfecté transitoirement dealesliCos-7 avec du cDNA
normal codant pout, et du cDNA muté codant pofs. L'analyse par cytométrie en flux
des cellules transfectées montrait une réductioB5% de I'expression du complexe par
rapport a la normale (Fig. 15A). D’autre part, apagtivation du complexe par I'addition

de MnC}, nous n'avons pas mis en évidence de fixationAlg-B, suggérant que ce
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SyMBS MIDAS adMIDAS
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Figure 20. Représentation structurale de certaines mutatiang-$ens identifiées dans la partie extra-
cellulaire deBs. Les résidus du domaine SyMBS sont représentéauee, ceux du MIDAS en vert olive et
ceux de 'ADMIDAS en marron. Les atomes de’Cat de Mg* sont représentés respectivement sous la
forme de sphére grise et de sphere bleu pale. B2@ys (R37C), situé dans le domaine PSI, est k&ali
proximité de cystéines intervenant dans des postdfdres essentielles a la structurefdelL’introduction
d’'une cystéine a la position 63 rend possible tanftion d'un pont disulfure avec la Cys52. L'ArgB3b
(R105P) et la Leul18His (L92H) sont localisées dardmaine hybrid. L’Arg131Pro introduit une déica

au niveau du segment qui relie le domafliie La Leull8His intervient sur la structure enrteau du
domaine hybrid. Les résidus hydrophobes orientés leecentre de cette structure sont représentésaen

sur la figure. La Leull8His introduit un acide aéipolaire au sein de cet environnement hydrophobe e
provoque un encombrement stérique, qui donne a@grsmolécules d’eau. L'Asp314Tyr (D288Y) et la
Prol189Ser (P163S) ont un impact sur I’Arg261B¢géreprésentée sous la forme de sphéres vert fonaées
résidu qui s’insére au cceur de la structurepearopeller doy,, et dont linteraction est essentielle a la
biogénése du complexe. L’Asp314Tyr entraine un erwement stérique qui repousse la petite hélice qui
porte I'Arg261, tandis que la Prol89Ser a une auion directe avec ce résidu. La Gly297Arg (G271R)
introduit également un encombrement stérique. La44Ser (Y318S) appartient au site de coordinaties
ions du domaing-I. Le remplacement de la Tyr344 par une serins pkitite entraine la perte d’'une liaison
H structurante (ligne pointillée) avec I'Ala252 @XI26) en contact avec 'Asp251 (Asp225) du site MED

Les acides aminés engagés dans des liaisons Hegligointillées) apparaissent sous la forme de héaten
avec les atomes C en blanc, les atomes N en ldswatbmes O en rouge et les atomes S en orange. Les
encombrements stériques sont représentés parsigedirouges.
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complexe exprimé de maniére résiduelle n'étaitfpastionnel (Fig. 15B). Enfin, I'analyse
par WB montrait un excés de la forme immatureg(pro-o,), témoignant d’'un blocage
de maturation du complexe induit par I'introductidiune cystéine a la position 63 fle
(Fig. 15C). Au total, ces résultats confirment bieffet délétere de cette mutation sur la
biogénése et la fonction du complexe, et sontéotaht compatibles avec le phénotype du
patient.

Le domaine « hybrid » dp; est constitué de feuillef® organisés en «tonneau »
avec la majorité des acides aminés hydrophobesnigticuant orientés vers l'intérieur de la
structure (Fig. 20). Deux mutations nouvellementriigés affectaient ce domaine et leur
modélisation 3D est représentée sur la figure 20.Ls118His (L92H) provoque une
instabilité de la structure en créant un encombnérs&riqgue, mais aussi en perturbant
I'environnement hydrophobe de ce domaine. L’Arg1R105) se situe a I'extrémité d’'un
feuillet B localisé au sommet du domaine hybrid. Son remplacé par une proline
entraine une déviation qui survient juste en ardamt segment qui relie le domaifid de
B3, domaine essentiel a l'interaction des deux soutgst

Par ailleurs, six nouvelles mutations ont été mese évidence dans le domapie
de Bs. Parmi-elles, la mutation Pro189Ser (P163S) anpact direct sur le résidu Arg287
(R261) deBs qui, en pénétrant dans le core de la sous-upitéest un acide aminé essentiel
a linteraction des deux sous-unités (Fig. 20).rhatation Asp314Tyr perturbe la petite
hélice qui porte le résidfisArg287, dont I'importance vient d’étre évoquée. rhatation
Tyr344Ser concerne un acide aminé qui se situeximité du site MIDAS et qui interagit
avec I'Asp277 par l'intermédiaire de liaisons hygikaes. Le remplacement de la Tyr344
par une sérine provoque la rupture de ces liaigenslant le site MIDAS instable. Enfin, la
mutaion Gly297Arg (G271R) introduit un encombremstgrique important au sein de la

structure conservée @el.
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Les domaines EGF d& constituent également des structures ou survierassez
frequemment des mutations faux-sens. Plus préciggmeux nouvelles mutations ont été
identifiées dans le domaine EGF-3 : la Gly566AspAtp578Asn. Ces deux résidus, tres
conserves entre les especes, sont situés a préximitystéines engagées dans des ponts
disulfures (Fig. 21). Leur remplacement par un ew#cide aminé pourrait rompre ces

liaisons essentielles a la structure de la protéine

566568570573 575 578 584 601
Human GHGQCSCGDCLCDSDWT. . .YYCNC..LLCSG
Chimpanzee GHGQCSCGDCLCDSDWT. ..YYCNC..LLCSG
Macaque GHGQCSCGDCLCDSDWT. . .YYCNC..LLCSG
Mouse GHGQCNCGDCVCDSDWT. ..YYCNC..LLCSG
Dog GHGQCSCGDCLCDSDWT. . .YYCNC..LLCGG
Cow GHGQCSCGDCLCDSDWT. . .YYCNC..LLCSG
Tatou GHGQCSCGDCLCDSDWT. . .YYCNC..LLCSG
Opossum GHGQCSCGDCLCDSDWT. . .DYCNC..LLCSG

Figure 21. Alignement de séquences plga I'aide du logiciel M-Coffee montrant la
trés forte conservation des acides aminés entreslgsces. En bleu, sont représentés

les résidus cystéine et leur implication dans deggpdisulfures.

Recherche de grands réarrangements génomiques

Un des éléments de notre travail a consisté a reftbedes grands remaniements
génomiques chez les patients pour lesquels nougn&apas mis en évidence de mutations
ou pour ceux pour lesquels nous n'avions mis erdeéMie qu’une seule mutation
hétérozygote par la technique de Sanger. Les aésuttbtenus sont présentés dans le
tableau IIl. lls montrent que nous avons retrouvguxd grandes délétions a I'état
hétérozygote pour les patients GT54 et GT68, ajndine duplication homozygote des

exons 3 a 12 dans le gel&sA2B pour le patient GT28. Malheureusement, pour cas tr
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patients, nous n’avons pas pu veérifier la ségrégafamiliale des mutations, ’ADN des

apparentés n'étant pas accessibles.

4.3 CORRELATION GENOTYPE-PHENOTYPE

Malheureusement, dans notre étude, aucun groupeutiions n’'a pu étre associé
de facon évidente a un phénotype hémorragiquecpheti. En revanche, sur les 15 patients
bénéficiant d'un génotypage complet et pour lesjdels anticorps antin B3 avaient été
identifiés, 11 (73%) présentaient des mutationsguantes ou des mutations faux-sens
interférant avec I'association des deux sous-unitésduisant trés probablement a leur
dégradation rapide. Ces résultats rejoignent ceiexmpus avons rapportés dans un article
publié dans le journal Haemophilia en 2012 et qigdit I'objet du second objectif de cette
thése. Nous en rapportons ici les principaux rétikt conclusions.

Dans notre laboratoire, entre 1991 et 2011, noossgpécifiquement recherché la
présence d’anticorps antjnfs chez 24 patients atteints de TG. La majorité dseetix
appartenaient a la communauté des Manouches (16/2%), comme cela est souvent le
cas en France. Ces patients sont porteurs d’'uneenméatation (c.1544+G>A) présente
dansITGA2B[18, 19]. Cette mutation est responsable d’unsigjs cryptique entrainant un
décalage du cadre de lecture et l'apparition d'wdoo stop prématuré, empéchant
'expression du complex@,ps. Dans cette étude, nous avons montré que 81%atiesns
Manouches avaient développé des anticorpsoasfts. Ce taux est extrémement élevé si on
le rapporte aux résultats des deux études précédehpubliées sur le sujet [77, 78], ou la
survenue de ces anticorps variaient entre 13% 4. 3our certains de nos patients

Manouches, nous avons pu analyser le nombre dsfusions plaquettaires administrées
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avant 'apparition de ces anticorps et, dans laoritéj des cas, celui-ci était faible. Par
exemple, pour deux patients Manouches, une sealesftrsion plaquettaire avait été
suffisante pour induire une réponse immunitairggsuant qu'il n’est pas nécessaire d’étre
fortement exposé aux concentrés de plaquettesdawaiopper des anticorps dirigés contre
le complexeopBs. De plus, un autre patient s’était immunisé seeldnhuit jours apres
avoir recu des plaquettes, délai compatible avapphrition d’'une réponse immunitaire
naturelle. Tous ces résultats suggerent que leenpat Manouches sont fortement
susceptibles de développer des anticorps capfic en cas de transfusions plaquettaires.
Cependant, bien que ces patients soient porteurssdnéme mutation, l'intensité et la
persistance des anticorps au cours du temps paotvedier d'un patient a l'autre,
suggérant que d'autres facteurs environnementawactdbes, virus) ou génétiques
(complexes majeurs d’histocompatibilité, autresegdrpourraient jouer un rdle important
dans la constitution de cette réponse immunitaire.

En revanche, seulement deux des huit patients (Z&¥eurs d’autres mutations
avaient développé des anticorps antiBs dans notre série de cas, ce qui est comparable
aux études précédemment décrites. Nous avons @éblsefermation de ces anticorps chez
deux femmes présentant une maladie de type |. émipre était porteuse d’'une mutation
faux-sens homozygote (P189S) ddi$B3 et avait été multi-transfusééa seconde
patiente était la seule a étre porteuse de deuationg non-sens et elle s’était fortement
immunisée apres avoir regu uniquement un concetdagiettaire 12 jours auparvant.

Ces résultats, bien gu’ils concernent un nombr@éigee patients, montrent que les
mutations tronquantes pourraient constituer unefactde risque non négligeable de

développer des anticorps anfips dans la TG.
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Summary. Treatment of the bleeding syndrome in Glanz-
mann thrombasthenia (GT) is often complicated by
naturally occurring isoantibodies directed against the
allbB3 integrin that cause the removal of or render
ineffective transfused donor platelets. Such antibodies
are produced after transfusion or pregnancy when the
patient’s immune system comes into contact with normal
platelets. Despite many reports of anti-allbf3 antibodies
in GT patients, there is no consensus pertaining to their
frequency, their long-term evolution in the circulation, or
their formation in relation to either (i) the extent of the
olIbB3 deficiency in the patient’s platelets or (ii) the
nature of the genetic defect (ITGA2B or ITGB3 genes).
Antibody screening was performed on a large series of 24

GT patients in South-West France dividing the patients
into two cohorts: (i) 16 patients with the French gypsy
mutation (c.1544 + 1G>A) within ITGA2B that gives
platelets totally lacking aITbp3 and (ii) 8 patients carrying
other defects of ITGA2B or ITGB3 with different
expression levels of allbf3. Our results confirm that
patients with premature termination mutations resulting
in platelets lacking ollbB3 are the most susceptible to
form isoantibodies, a finding that may be useful in
deciding the choice of therapy between platelet transfu-
sion and the use of recombinant factor VIla (FVIIa).

Keywords: isoimmunizaton, platelet antibody, rFVIla,
thrombasthenia, ollbf3

Introduction

Glanzmann thrombasthenia (GT) is a rare autosomal
recessive bleeding disorder caused by inherited defects of
the genes encoding the platelet integrin, «llbf3 [1,2]. The
disease is characterized by a lack of platelet aggregation
in response to all physiological stimuli. GT has been
classified into three subtypes, platelets of types [ and IT
show quantitative abnormalities, with olIbp3 either
absent or in trace amounts (<5%, type I) or at levels
varying from 5% to 20% of those of normal donors (type
II). Variant GT is given by qualitative abnormalities
preventing function but allowing reduced or even normal
surface expression of alIbB3 in platelets. Generally, in
GT, bleeding is largely mucocutaneous in nature and if
minor, local measures, sometimes in conjunction with
anti-fibrinolytics, are sufficient; in contrast, platelet
transfusions or recombinant factor VIla are used to
control or to prevent life-threatening blood loss [3-5].
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Platelet transfusion therapy in GT can be followed by
an immune response that is usually directed against the
deficient allbB3 (isoimmunization) and/or against
MHC-Class I molecules (alloimmunization) [6-9].
Immune-mediated foetal thrombocytopenia can also
occur in rare cases where a mother with GT bears a
child whose platelets express aollbp3 [10,11]. The
presence of anti-alIbB3 antibodies is a crucial problem
for the management of GT patients [12,13]. However, it
remains unclear how frequently they occur, whether
they are persistent or indeed why the complication
develops in some but not all transfused patients.
Previous detailed characterizations of isoantibodies
from GT patients show that they recognize epitopes
located on ollbB3 or B3 and that some can block
platelet function as well as cause platelet elimination
[14-16]. Although the epidemiology of neutralizing
antibodies (inhibitors) is well known in patients with
haemophilia A [17], it has been relatively poorly studied
in GT. Little is known of the risk factors associated with
antibody production although a direct relation between
their formation and the type of GT has been suggested
[18]. While the development of antibodies in GT
patients is a result of transfusion therapy in most cases,
the degree of exposure to platelet concentrates or red
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blood cell (RBC) transfusions has often not been clearly
evaluated and the persistence of the antibodies over a
long period poorly defined. Indeed, RBC concentrates
occasionally contain the presence of residual platelets
which can expose patients to a moderate risk of anti-
olIbB3 development or anamnestic rise [19].

In France, GT is common within the Manouche tribe,
one of the main branches of the French Gypsies [20,21].
The hypothesis of the existence of a founder mutation in
this population was recently confirmed by us showing
how a haplotype core across a 4 cM region was strongly
associated with the originally described ¢.1544 + 1G>A
French Gypsy mutation [20-22]. The clinical phenotype
of the French Gypsy patients is the same as that for
classic type I GT, with an absence of aIIbB3 and a severe
risk of bleeding. In South-West France, through the
French Reference Centre for Platelet Disorders (CRPP),
we have had the opportunity to follow many GT
patients, including a majority of Manouche origin. We
now report a retrospective study to assess immunization
in 24 of these patients.

Materials and methods

Patients and sera studied

All GT patients satisfied diagnostic criteria for the
disease by associating mucocutaneous bleeding, defects
in allbB3 expression or function and an absence of
platelet aggregation to all agonists. A total of 24 GT
patients (14 female patients, 10 male patients) belong-
ing to 21 different families were examined. After
genotyping, they were grouped into those possessing
the Manouche gypsy mutation (16 patients, Table 1)

and those with other defects affecting the ITGA2B or
ITGB3 genes (eight patients, Table2). All the 16
patients of Manouche origin showed an absence of
olIbB3 expression by flow cytometry tested according to
our standard procedures using antibodies directed
against the platelet glycoprotein allbp3 complex and
each subunit [23]. Sera from the patients and control
donors were prepared and decomplemented as described
[24]. Samples were tested for platelet antibodies
between 1991 and 2011. Our database was compiled
from clinical records of patients, biological results
obtained by the CRPP and transfusion records given
by the French Blood Establishment Aquitaine-Limousin.

Data for patients included the following information
when available: (i) age of the patient at first antibody
screening; (i) time after transfusion to antibody detec-
tion; (i) subtype of GT and residual allbf3 expression;
(iv) mutation screening of the ITGA2B and ITGB3
genes; (v) family history of GT and/or antibody forma-
tion; (vi) strong or weak antibody development; and
(vii) evolution of the antibodies (persistent or transient).

Indirect MoAb-specific immobilization of platelet
antigens

Monoclonal antibodies. The following murine mono-
clonal antibodies (MoAbs) were used: P2 (Immunotech,
Marseille, France) directed against the human platelet
ollbB3 complex; Y2/51 (Dako, Glostrup, Denmark)
specific for p3; and $222 (Immunotech) specific for allb
[25-27).

MoAb-specific immobilization of platelet antigens.
Blood from healthy donors of group O was drawn into

Table 1. Characteristics of the 16 GT Manouche patients screened for platelet antibody formation against allbp3.
Age at first
antibody Age of Follow-up

Age Platelet screening Platelet positivity period Antibody
Patient (years) Gender transfusions {years) antibodies (years) (years) MAIPA® persistence
M, 3 M Yes 1 High 2 6 5 Yes
M 4 F Yes 2 High z - 5| -
M; 12 F Yes 4 Low 10 7 3 No
My 17 F No 9 Neg - 7 2 -
M; 9 M Yes 3 High 3 - 15 Transient
Mg 37 F No 22 Neg - - 1 -
M- 44 M UNK* 33 Low 33 - 1 -
Mg 47 M Yes 28 Neg - - 1 -
M, 69 E Yes 57 High 37 - 1 -
My 37 F Yes 30 Low 33 3 4 -
My 63 M Yes 53 High 53 0.25t 2 Yes
Mya 39 F Yes 29 High 29 3 4 Yes
Mis 39 F UNK 25 High 25 8 4 Yes
My 10 F Yes 8 High 8 - 1 -
Mys 42 F Yes 27 High 32 11 18 Transient
Mg 52 M Yes 37 Low 39 11 5 No

GT, Glanzmann thrombasthenia; MAIPA, MoAb-specific immobilization of platelet antigens.

*Unknown.
"Three months.
“Number of times MAIPA tests were performed.
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13y
14y
16y
12d

No

=50
<20
20-50

p-Glu3sslys (E324K)

ITGA2B

55

GTS
GTe

G

No

66
38
10

p.-Leu222Pro (L196P)/p.Cys624Tyr (C598Y)

p.Prol89er (P163S)

ITGB3

Variant

Yes

38
10

High

B3

ITC

<)

57
10

4

High

p.Gln2285top (Q197X)/p.Arg584Stap (RS58X)

ITGAZB

<5

GT8

, Glanzmann thrombasthenia; PLT, platelet transfusions; MAIPA, MoAb-spedfic immobilization of platelet antigens.

*Number of platelet concentrares transfused.

+

G

Number of times MAIPA tests were performed.

‘Nomenclarure withour signal pepride.
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acid-citrate-dextrose formula A [24]. Platelet-rich plas-
ma (PRP) was obtained by centrifugation at 150 g for
10 min and after sedimentation at 1200 g for 10 min,
platelets were washed once before being resuspended at
2x10° platelets mL™" in phosphate-buffered saline
(PBS) supplemented with bovine serum albumin (BSA)
[24]. Volumes (20 pL) of the platelet suspension were
sensitized for 1 h with 300 pL serum from patients or
control donors and the platelets washed. After resus-
pension, each of the selected platelet glycoprotein-
specific MoAbs (see above), diluted to a predefined
optimal concentration, were added separately in a final
volume of 20 pL. The mixture was incubated for 1 h at
room temperature. The platelets were then washed once

and solubilized in 80 uL of a lysis solution composed of

0.5% Nonidet P-40 by incubating overnight at 4°C. In
parallel, microtitre plates were coated with a goat anti-
mouse IgG (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA,
USA) and incubated overnight at 4°C [24]. After four
washes, 200 pL of milk PBS-Tween buffer (blocking
buffer) was added to each well and incubated for 1 h,
then washed four times. A quantity of 70 uL of the
supernatant from lysed platelets was diluted in 200 pL
of milk PBS-Tween buffer. A quantity of 105 pL of the
respective diluted supernatants was added in duplicate
to each coated well. The plates were incubated for
90 min at 4°C and washed four times. A volume
(100 pL) of alkaline phosphatase-labelled goat antihu-
man IgG/M F(ab’2) (Jackson Immunoresearch) diluted
1:2000 in milk PBS-Tween buffer was added to each
well. After incubation for 1h at 4°C, the tray was
washed four times and 200 pL substrate (paranitrophe-
nylphosphate in diethanolamine buffer) was added as
described [24]. After 60 min in the dark, absorbance
was measured at 405 nm in a TECAN microplate

reader (Tecan Group Ltd, Minnedort, Switzerland).

Expression of results. All results for the patients are
calculated as a ratio of their optical density (OD)
compared to that of the mean value of a series of 39

control sera. For results to be considered positive, this

ratio must exceed by three standard deviarions (SD) the
mean of these controls [24]. Positive results were

classified as follows: weakly positive when the patient
ratio was up to twofold increased compared to thresh-

old and highly positive when the ratio was greater than
a twofold increase. As an additional internal control, a
day-to-day serum from a normal donor was tested in

parallel with those from the patients.

Evaluating the inhibition of platelet aggregation by

serum antibody

The capacity of patient’s platelet-poor plasma (PPP) to
inhibit the aggregation of normal platelets was also
assessed on occasion. PPP was prepared from citrated
blood centrifuged for 15 min at 2000 g. Control PRP at

Haemophilia (2012), 1-9
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a concentration of 200 000 platelets pL™" was incu-
bated for periods of up to 15 min with 200 pL of
patient’s or control PPP tested in parallel [28]. Aggre-
gation was initiated with 5.0 pm ADP in a PAP4
aggregometer (Bio/Data Corp., Wellcome Lab., Paris,
France) according to standard procedures.

Results

The majority of the GT patients screened by us were of
Manouche origin (16 out of 24 patients). Due to this
recruitment bias, two groups were analysed separately,
those with the French Gypsy mutation and those with
other defects of ITGA2B or ITGB3.

French Gypsy mutation and the development of
platelet antibodies

All the Manouche patients were homozygous for the
IVS15(+1)G>A mutation in ITGA2B and failed to
express alIbB3 on the surface of their platelets.

Of these patients, 12 had documented evidence of
platelet transfusions associated with or without red
blood cell concentrates (Table 1; the transfusion his-
tory of two patients was unavailable to us). A total of
13 of the 16 patients developed platelet antibodies. An
antibody response was not detected in only 1 of the
12 patients who received a platelet transfusion (Mg).
Two patients had never received treatment with
platelet concentrates and neither of them had devel-
oped platelet antibodies (M4 and Mg). One of these
had been treated with activated recombinant factor
VII alone.

Of the 13 patients with antibodies, nine had at least

one positive MoAb-specific immobilization of platelet
antigens (MAIPA) assay with a ratio above a twofold
increase (high responders) and the other four had a ratio
up to twofold increase compared to threshold (low
responders). Ten of these patients have been followed
for periods ranging between 3 months and 11 years.
For two patients, antibodies disappeared (patients M,
and M4) and for two other patients, antibodies were
transient as they were not detected on all occasions (Ms
and M;s) (Table 1 and Fig. 1). For four patients,
evidence was obtained that the antibodies were persis-
tent. Incubating control PRP with PPP from two
patients (M7 and M;s) for intervals up to 15 min failed
to result in inhibition of platelet aggregation with ADP
(data not shown). M- and M5 were respectively low
and high responders at the time of assays.

The relationship between the number and frequency
of transfusion with platelet concentrates (with or
without concomitant administration of RBC concen-
trates) and the natural history of antibody expression
could be assessed for six of the patients (Fig. 1). Of
these, four patients had received no more than five

Haemophilia (2012), 1-9

platelet concentrates prior to the development of
antibodies (patients M;, M3, M; and M;j,) and the
two others were exposed to less than 10 platelet
concentrates (Mg and M;s). The time between the last
platelet transfusion and antibody screening showed that
platelet antibodies against allbB3 were still present after
2-6 years for four of these patients (M, M5, M, and
Mjs). One patient developed isoantibodies against
ollbB3 after less than 10 days following platelet
replacement (M, ). Platelet transfusions, in association
with rFVIla were continued in two of high responders
(M;s and M;) because rFVIIa alone was not sufficient to
support life-threatening bleeding.

In this Manouche population, only one pregnancy has
been monitored for platelet isoantibody formation. This
woman (M) had not developed antibodies directly
attributable to pregnancy, but to platelet transfusions
during a caesarean delivery. Indeed, she tested nega-
tively 1 week before her delivery.

In three Manouche families, more than one member
was screened for platelet antibodies. Two children of the
first family tested were highly positive for serum anti-
bodies to allbB3 despite having only received one and
four platelet concentrates, respectively patients M; and
M, (Table 1). Their antibodies were detected when they
were both 2 years old. In the second family (M3 and M),
only one of the two members had been previously
transfused and possessed weakly positive antibodies
(M3). M; had received only one platelet concentrate. In
the third family, both members were highly positive, with
one member (M, 5) having received less than ten plateler
concentrates in his life, although no transfusion history
was available to us for the other one (M;;).

Developmeint of platelet antibodies in other GT cases

Eight other patients (four men and four women) were
investigated for platelet antibodies (Table 2). Of these,
five had type I disease with little or no surface
expression of allbp3, two had type Il and one had a
variant form. Genotyping revealed that three patients
had causative mutations in ITGA2B whereas five others
possessed mutations in ITGB3. All the patients had
received treatment with platelet concentrates; RBC
concentrates were also given in the event of severe
anaemia).

In contrast to the Manouche cohort, only two
patients had developed detectable platelet antibodies
(GT7 and GT8) (Table 2). These isoantibodies occurred
in patients with type I disease and they were both high
responders. GT7 has a homozygous missense mutation
in the ITGA2B gene and she had been highly exposed to
platelet concentrates. She has been followed by us for
16 years and antibodies have persisted; she has been
tested six times (GT7; Fig. 2). Incubation of a control
PRP with her PPP, taken in September 1996, resulted in

2012 Blackwell Publishing Ltd
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Fig. 1. Observations on the development of anti-allbp3 antibodies in six Manouche GT patients. Subjects could be divided in two categories. (a) In two
subjects, antibodies persisted and were repeatedly documented after their initial detection. In one case, we could not prove the disappearance of the antibody
as it was not tested after its initial detection (Mio). (b) In three subjects, antibodies were not documented on all occasions when tested during follow-up visits.
They were sometimes transiently undetectable, despite repeated platelet transfusions in one case, It should also be noted that in both groups, the antibody titre
was variable over time. Values correspond to ratios for antibodies detected with the P2 MoAb to allbf3 (See Methods). The level of positivity was given as
follows: weakly positive when the patient ratio was up to twofold greater than the threshold (orange) and highly positive when the ratio was above a twofold
increase {red). Negative results are represented in green. PLT, platelet transtfusions; RBC, administration of red blood cells concentrates.

a significant inhibition of platelet aggregation to ADP
(Fig. 3), confirming the potential of such antibodies to
block platelet function. GT8 tested positively for
isoantibodies against allbf3 less than 12 days following
her first and only platelet transfusion. She is heterozy-

© 2012 Blackwell Publishing Led

gous for two nonsense mutations in the ITGA2B gene.
Surprisingly, although she has been multi-transfused
(=50 platelet concentrates), a type I GT patient (GTS)
with a homozgous mutation in ITGA2B has never
developed platelet antibodies against olIbf3.

Haemophilia (2012), 1-9
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In our non-Manouche population, two pregnant
women were monitored for platelet isoantibodies after
their pregnancies (GT4: type Il and GTS: type I), but
neither of them tested positively. Nevertheless, both of
them were highly transfused with platelet concentrates
during their life yet neither has developed platelet
antibodies against alIbB3.

Haemophilia (2012), 1-9

Glanzmann thrombasthenia is a rare and severe haem-
orrhagic disorder. All of the 24 GT patients in our study
have experienced at least one bleeding event and almost
all of them (20/22; the transfusion history of two
patients was unavailable to us) have received platelet
transfusions. Initial studies of platelet antibody forma-
tion against allbp3 in GT were largely performed on
isolated cases and mainly concerned antibody charac-
terization [7,9,12,13,29]. However, Poon et al. in 2004
reported on the status of platelet antibodies in 54 non-
genotyped patients [5]. Sixteen (30%) were positive
against alIbp3, cight for anti-HLA (15%) and five for
both (9%). More recently, Santoro et al. investigated 17
genotyped Italian GT patients for the presence of anti-
HLA and anti-integrin oIIbf3 antibodies [6]. Of these
patients, antiplateler antibodies were present in 4/16
transfused patients (25%); two patients had antibodies
to HLA, one patient possessed antibodies to allbp3 and
one patient had antibodies to both.

We have specifically looked for antibodies reactive
with the allbB3 integrin in 24 GT patients who were
screened by the MAIPA assay between 1991 and 2011.
The majority of French GT patients belong to the
Manouche gypsy tribe, which is also the case in our
study (67%). They carry a founder disease-causing
mutation, the ¢.1544 + 1G>A substitution at the splice
donor site of intron 15 of the ITGA2B gene [20,21].
This mutation causes intron 15 to be spliced at an
alternative cryptic donor site, which produces a frame
shift and a premature TGA stop codon. The result is
platelets totally lacking ollbB3 integrin. We now show
that 81% (13/16) of the Manouche GT patients under

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
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study had developed platelet antibodies against o1IbA3.
This is a very high percentage with respect to the
previous reports discussed above [5,6]. For some of
these patients, we could analyse the number of platelet
transfusions before the development of the antibodies
and, in most cases, the number was low. For M, and
M, just a single platelet transfusion was sufficient to
induce an immune response, which means that it is not
necessary to be highly exposed to normal platelets to
develop isoantibodies against allIbf3. Furthermore, M, 5
was immunized 8 days after having received platelet
concentrates, a period compatible with a new immune
response (Fig. 2) and, in other cases, antibodies per-
sisted for years, possibly for life (Table 1). All these
results suggest that Manouche GT patients are highly
susceptible to produce antibodies against allbp3, which
is missing from their own platelets. However, although
the Manouche patients carry the same founder muta-
tion, the strength and persistence of antibodies over
time varied between individuals, suggesting that other
environmental (e.g. bacterial or viral infections) or
genetic factors (e.g. major histocompatability complex
genes, other gene polymorphisms) play key roles in the
selection of antibody repertoires.

In contrast, only 25% (2/8) of the patients with GT
as a result of genetic mutations in other regions of the
ITGA2B or ITGB3 genes developed antibodies in our
cohort. This frequency is in line with previously
published studies [5,6]. Antibody formation was
observed in two female type 1 GT patients; GT7
having a novel homozygous B3Pro189Ser substitution
(P163S without signal peptide) while GT8 was com-
pound heterozygous for two nonsense mutations in
ITGAZ2B (Table 2). GT8 was positive in MAIPA after
having received just a single platelet concentrate
12 days earlier. From a review of the literature,
Kashiwagi ef al. reported that all but one of seven
mutations known to be associated with anti-allbp3
antibodies in GT patients were homozygote or com-
pound heterozygote for premature termination muta-
tions, a finding that we have also reported for a single
but well studied patient [30]. The exception described
by Kashiwagi et al. [30] was a patient homozygote for
a missense substitution who produced anti-zllbp3
antibodies after massive platelet transfusions. Here, in
our study, GT7, who carried a different homozygous
missense mutation, had also been highly exposed to
platelet concentrates prior to antibody detection. So,
our results are concordant with previously reported
cases, and confirm that premature termination muta-
tions are a high risk for platelet antibody formation
against ollbp3.

Although she had been exposed to multiple platelet
concentrates on several occasions, GT3, a patient with
type I GT, has never developed antibodies to oIIbp3.
The molecular defect of this patient is a homozygous
single base pair substitution in exon 12 of ITGA2B,

@© 2012 Blackwell Publishing Ltd

leading to a Glu355Lys (E324K) [31]. It has been
previously shown that this mutation, repeated in several
unrelated GT patients, does not impair complex for-
mation but influences the maturation of the complex
and therefore cell surface expression [31]. The complex,
in an immature maturation state, was present in her
platelets, a sitnation that perhaps has protected her
from isoantibody development. Thus, not every patient
with type I GT and severely deficient in allbB3 will
develop platelet antibodies in their life, even if they are
multi-transfused. All of them are not equal in terms of
immunization potential. Likewise, patients with type II
or variant GT are unlikely to develop antibodies in view
of the residual integrin expression. In our study, neither
of the two patients with type II disease or the patient
with a variant form was immunized against «Ilbp3
despite the fact that all of them had received many
transfusions.

Infancy or childhood is generally accepted to be an
important risk factor for inhibitor development in
haemophilia [32-35]. However, the potenrial cause of
a higher inhibitor risk when therapy is started in early
life is still not totally understood. Our study shows that
the five GT patients less than or equal to 10 years of age
with no expression of ollbp3 had all developed high
levels of antibody. Although furthermore studies are
required to confirm the importance of age for antibody
development in GT patients, these results suggest that
starting transfusion therapy in early life might increase
the risk of antibody formation, and, if so, it should be
taken into account by the physicians.

Management of pregnancy in women with GT is also
a real challenge [29]. One of the major complications
relates to foetal immune thrombocytopenia induced by
the transplacental passage of the maternal IgG
anti-olIbB3 isoantibodies. The risk of isoantibody
development when foetal platelets, carrying the oIIbp3
glycoprotein, become exposed to the mother’s immune
system is real and can lead to severe haemorrhage and
foetal loss [29]. In our cohort, we have tested, after their
pregnancies, three different women (GT4, GT5 and
M), but we could not demonstrate any maternal
isoimmunization in these cases. In fact, GT4 was a type
II GT and GT3, as we demonstrated above, has always
tested negatively although she has often been trans-
fused. Moreover, M, also tested negatively 1 week
before her delivery. To darte, the incidence of this
complication is poorly evaluated. Nevertheless, Siddig
et al. recently analysed 40 different case reports of
pregnancies in GT and showed that antibodies (with
specificity against ollbB3 and/or HLA system epitopes)
were identified in 16/22 (73%) documented pregnancies
and that these antibodies were associated with four
neonatal deaths [11]. Nevertheless, these deaths may
also result from the mother having pre-existing anti-
bodies due to platelet transfusion prior to pregnancy
(see table I, ref. [11]).
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MAIPA assay

GT Typell or
variant form

Flow cytometry (assessment of
survival and function of
transfused platelets)

Molecular analysis
Missense mutation

Premature stop codon
or truncated protein

55

anti-allbp3

Low risk of
anti-allbf3

High risk of
anti-allbp3

Platelet transfusion

Another situation that remains unclear is the capacity
of the antibodies to inhibit platelet function by blocking
reactive sites on allbf3. Early studies showed a strong
inhibitory capacity for two antibodies both reacting
with complex-dependent determinants on «IlbB3 [16].
Here, we were only able to prove a blocking capacity
for antibodies from one of the three patients tested.
Again, more studies are needed; for example, it is not
known whether antibody specificities vary from patient
to patient or whether the inhibitory capacity is more a
question of antibody titre (or indeed both). This
underlines the importance of collaborating with other

groups to build large cohorts of GT subjects for such
studies [36].

Conclusion

To conclude, understanding the genetic and environ-
mental risk factors for platelet antibody development is
essential to tailor the treatment to each patient on an
individual basis. Recombinant FVIla (Novoseven, Novo
Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark) was approved in
France in 2004 but only for treatment of GT in patients
with iso and/or alloantibodies and a history of refrac-
toriness to platelet transfusion.

Based on our results, we can propose a risk assess-
ment algorithm and proposals for management of
platelet antibody formation against ollbp3 in GT
(Fig. 4). Although platelet transfusions remain the
choice for stopping severe haemorrhage in type II and
variant patients, in type I patients, where bleeding is
severe, activated recombinant factor VII appears to
represent a good alternative therapeutic option [§]. This
is particularly so for type I patients with nonsense or

Haemophilia (2012), 1-9

Very low risk of ‘ Normal Abnormal

Fig. 4. Platelet antibody formation against
alIbf3 in GT: risk assessment and proposals for

management.

other mutations preventing olIb3 biosynthesis in their
megakaryocytes. For those type I patients, known to
possess antibodies, the survival of transfused control
platelets can be easily followed by flow cytometry [37].
This is important as the presence of anti-ollbf3
antibodies does not always lead to an immediate
platelet removal, a finding perhaps linked to the
antibody isotype. Flow cytometric analysis can also
show whether transfused platelets retain normal reac-
tivity or not to ADP stimulation, by assessing their
function using PAC-1 binding or fluorochrome-labelled
fibrinogen [37].

Finally, identification of additional genetic factors, a
well studied phenomenon in haemophiliac patients with
inhibitors [38], will help to determine the impact of
these antibodies on platelet transfusion efficacy.
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5 DISCUSSION

La thrombasthénie de Glanzmann est la plus frégquatds thrombopathies
constitutionnelles. C’est une maladie hémorragisgseere et dans la majorité des cas, les
symptdmes sont présents des la naissance. La pligmpatients inclus dans notre série
internationale présentaient les critéres diagnosticclassiques de la TG. Quelques rares
cas de patients avaient une expression résiduelleothplexe et des profils d’agrégation
plaguettaire trés perturbés, permettant leur dlaasbon dans les formes variantes de la
maladie. Cinquante huit familles (76%), sur lesintBues, présentaient une forme de type
| de la maladie, dix familles (12%) présentaiens forme de type Il et sept familles (10%)
présentaient une forme variante; une famille n'‘apas pu étre caractérisée. Le séquencage
des deux genes par la technique de Sanger a puirfoardiagnostic génotypique complet
pour 57 familles (75%). Les patients pour lesquels seule ou aucune mutation n'avait été
retrouvée ont été étudiés dans un second tempsa pacherche de grands réarrangements
génomiques. Celle-ci a permis d'étendre le diagngénotypique pour trois autres patients
et c'est donc 60 patients (79%) au total qui ontopnéficier d'un diagnostic génétique
complet. Cependant, dans cette maladie, la misévatence de grands réarrangements
génomiques reste un phénomene isolé et quelques cas ont été décrits auparavant [89-
92]. Cette grande étude internationale a été I'siocade mettre en place cette technique
dans le centre de Lyon ou nous la réalisons encw@i@tenant pour des patients chez
lesquels le séquencage classique n’a pas perntlisrdia bout du diagnostic génétique.

Apres étude des grands réarrangements, 16 famillmst pas pu obtenir de
diagnostic génétique définitif, soit parce qu’urels mutation avait été retrouvée (cing
patients), soit parce qu’aucune mutation n’avait @ise en évidence (11 patients). Pour

expliquer ces résultats, les hypotheses que nowemoms sont les suivantes: (i) les
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variations génétiques responsables se situaierst des régions non séquencées, comme
des régions introniques profondes ou des régiogslatices des génes ; ou (ii) le gene
responsable de la maladie n’était hiGA2B ni ITGB3 Cette derniere hypothése a pu étre
observée pour deux patients (GT2 et GT4), qui ptégnt une forme variante de la
maladie et pour lesquels une seule mutation (GVdke aucune (GT2), n'avait été
identifiée. Ces patients ont fait l'objet d'invgations supplémentaires réalisées par
I'équipe du Pr MC Alessi a Marseille. Le premierlatie (GT4) était un patient issu de la
communauté des Manouches pour lequel, nous aviteigement retrouvé la mutation
gitane, mais uniquement a I'état hétérozygote.eQutitation isolée ne pouvait donc pas a
elle seule expliquer le phénotype plaquettaire atiept. D’autre part, il présentait de fagon
associée un déficit immunitaire qui restait inegpé. Cette association phénotypique
(thrombopathie et déficit immunitaire) se rencorttams une forme particuliere de maladie
plaguettaire qui touche la kindlin-3, une protéod interagit avec le complex@s,
nécessaire a sa fonction de signalisation plaquettanais aussi avec des intégrines
leucocytaires. Trés rapidement, cette hypothése aétifiée et confirmée par la mise en
évidence de I'absence de cette protéine dans lgugites du patient, rendant ainsi le
complexeapB3 non fonctionnel malgré son expression résiduele surface plaquettaire
[50]. L'étude du geneFERMT3 qui code pour cette protéine, a permis de maeitre
évidence une mutation homozygote du site acceptépissage de I'exon 3, conduisant a
une anomalie de I'épissage, un décalage du cadiectige et I'apparition d'un codon stop
prématuré. Concernant le second patient (GT2), pemuel aucune mutation n'avait été
mise en évidence, un séquencage d’exomes de différeembres de la famille a été
entrepris. Ceci a permis de mettre en évidencamutation faux-sens a I'état homozygote
(Gly248Trp) dans le genRASGRP2 qui code pour la protéine CALDAG-GEFI, une

protéine d’échange de nucléotide guanilygue activian protéine Rapl, elle-méme
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nécessaire a l'activation a@i,ps [93]. Au total, ces deux travaux ont permis de oomdr
que des défauts d'activation du réceptemgps (Inside-Out signaling) peuvent étre
responsables de phénotypes tres similaires a celx 8G et devant des formes variantes
de la maladie, si aucune mutation n’est identifiéas les gend3GA2B et ITGB3 il faut
envisager d’étudier des génes impliqués dans letifomde I'intégrine.

Concernant le spectre mutationnel des gdi€A2B et ITGB3 nous avons pu
observer que les mutations ponctuelles se répaigigs globalement de la maniéere
suivante: la moitié des mutations étaient des rnautatfaux-sens et I'autre moiti€, répartie
de maniére égale, était des mutations tronquaniedes mutations affectant I'épissage.
Parmi les mutations affectant I'épissage, nous saymnconstater que la délétion intronique
€.1440-13_c.1440-1 était une mutation récurrenteefiet, nous I'avons observé chez sept
familles provenant de trois pays européens dift&r€@T21, GT49, GT64, GT67 et GT74,
France; GT10, ltalie; GT36, Espagne). Notammentr pa famille d’origine espagnole,
cette mutation a été détectée chez tous les membtaists (GT36a, GT36b et GT36¢),
suggérant fortement son association a la maladiiti2 part, dans notre étude, nous avons
montré par minigéne que cette délétion était biékétdre. Bien que la nomenclature
associée a cette mutation était |Iégerement différee la notre, cette délétion est tres
certainement celle déja rapportée par Jallu é8@].chez des patients du Nord-Ouest de la
France, confirmant la récurrence de cette mutatiansein des patients Glanzmann.
L’hypothése d'une mutation fondatrice reste pelbaite, devant la présence de celle-ci
chez des patients d'origine trés différente. Cependl serait intéressant de le vérifier, en
étudiant notamment les polymorphismes associédléaieprésents en amont et en aval
sur le méme chromosome 17, & la recherche d'unotyg@ commun. En effet, nous

I'avons déja fait pour démontrer que la mutaticiamg, retrouvée chez différentes familles

101



Manouches, provenait bien d'un ancétre commun, dons avons pu dater l'origine au
XVI-XVIII *Msiecle [5].

L’analyse attentive des mutations identifiées demsravail a permis de confirmer
que des mutations exoniques survenant a proxingtgodction exon-intron étaient une
cause possible d’'altération de I'épissage dans@a @ était le cas pour trois mutations,
dont deux variations avaient déja été rapportéestadiées auparavant. La variation
€.1878G>C située dans I'exon 18Td5A2B entrainait un saut de I'exon 18 et la variation
€.1260G>A située dans I'exon 91T8GB3 provoquait un saut de I'exon 9 [86, 87]. La
variation ¢.571T>G, nouvellement identifiée et prite dans I'exon 4 tFTGA2B, code
pour un remplacement d’acide aminé de la phényitadaa la position 191 par une valine.
Les logiciels de prédiction faisaient de cette stiifon d’acides aminés, une variation non
pathogene, ce qui nous a amené a nous interrogér mecanisme physiopathologique de
cette variation, située par ailleurs a proximitér@ jonction intron-exon. Les logiciels de
prédiction d'épissage montraient effectivementtilization possible d'un site cryptique a
cette position, ce que nous avons finalement aoéfipar minigéne. Bien que ce résultat
montre, comme les mutations précédemment rapportges des mutations exoniques
peuvent avoir un impact sur I'épissage, le mécaeimis en jeu était Iégerement différent
dans la mesure ou dans notre cas, il n'y avaitdeasaut d’exon, mais utilisation d’un site
cryptique situé 4 pb en amont.

A l'exception des groupes ethniques, notre étuddirote que la majorité des
familles présentaient des mutations qui leur étgieopres. Ce travail nous a donc permis
d'identifier 57 nouvelles variations génétiquesoasges a cette maladie, étendant ainsi son
spectre mutationnel. Parmi elles, notre intéréstsfgarticuliérement focalisé sur les
mutations faux-sens. La majorité d’entre-elles (»4Uvenait dans le domaifiepropeller

d’ayp OU le domaings-I de B3, alors que ces deux régions protéiques constiteirts de la
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moitié des acides aminés du complexe. Ce n'esspgmenant quand on sait que ces deux
domaines ultra-conservés constituent l'interfadaeqgipale entre les deux sous-unités. En
effet, ces deux domaines vont s’associer pour fortaetéte du complexe protéique,
notamment grace a I'’Arg261 ¢e qui va venir pénétrer dans le corefdpropeller doy, &
travers une poche essentiellement constituée @aadinés aromatiqgudsa majorité des
mutations survenant dans ces deux domaines enitaioié un défaut de formation du
complexe, soit un blocage de maturation de celet-de son trafic intra-cellulaire [94, 95].
Afin de mieux caractériser les mutations nouvellenéentifiées dans ces domaines, notre
approche a consisté a étudier par modélisationingpact sur la structure tridimensionnelle
du complexe. Le domaingpropeller dby, est composé de 7 "pales d'hélices", appelées
"blade”, organisées en quatre feuillets béta amiifeles et reliés entre eux par des
boucles, comportant les motifs « FG-GAP ». La riéipétdes motifs "FG-GAP" jouent un
réle clé dans cette organisation structurale daddd, ainsi que les quatre sites de fixation
du calcium qui sont présents a la surface du doen@itades 4 a 7). Dans la majorité des
cas, les mutations retrouvées dans notre étudeenmient des motifs FG-GAP ou des sites
de fixation du C&, ou elles rompaient des liaisons hydrogénes dsilesta la structure de
ces régions.

Le domaineB-1 comprend six feuillet§§ centraux, entourés de huit hélicesl!
contient les sites bien connus : MIDAS, ADMIDASSMBS [16]. Nous avons identifié
sept mutations dans ce domaine, pour la plupadcasss a une forme de type | ou Il de
TG, et une seule fois a une forme variante. Finalgmles mutations survenant dans le
domaine -1 pouvaient étre diversement associées a des am@m@lantitatives ou
qualitatives dipB3. Les mutations faux-sens P189S, D314Y et Y344Rmdttoutes trois
associées a une forme de type | de la maladie.deex résidus P189 et D314 sont

extrémement conservés entre les espéces et oéd siproximité de 'R261 d& au sein
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de la structuréertiaire. Cet acide aminé est essentiel a I'assioci des deux sous-unités et
toutes mutations affectant sa position est fortdrpathogéne. L'Y344 se situe a proximité
du site MIDAS, dont on connait le réle essentiegidia fonction de I'intégrine. C’est au

niveau de ce site qu'a été identifiée la mutatidil®y chez un patient présentant une
forme variante de la maladie [96], mais la mutat844S était associée a une forme de
type |. Ceci confirme que ce site joue égalementdla essentiel dans la formation du

complexe et pas uniguement dans sa fonction.

Au niveau de la sous-unitéy,, nous avons pu observer que le domaine calf-2 étai
une région protéique ou survenait également agsgudmment des mutations faux-sens.
Sa structure est moins bien connue que celle dwnh@f-propeller et les mutations faux-
sens identifiées dans notre étude apporte donc imfesmations essentielles a la
compréhension de son organisation. Ce domaineé gilgste en amont de la partie
transmembranaire de la protéine, est constitu@uiidtsf anti-parallele organisés sous la
forme d’'un « tonneau ». Sa structure est maint@mupartie grace a cing résidus polaires,
trés conservés, et reliés entre eux par des ligispdrogénes. Le remplacement de la L955
ou de la T984, situées a proximité de ce résediaidens, crée une instabilité au niveau de
la structure dont la rigidité assure normalemenstébilisation du complexe a la surface
membranaire. Les études précédemment publiées aemttique des mutations faux-sens
survenant dans le domaine calf-2 n'empéchaientlgpasrmation du complexe, mais
retardaient sa maturation [97, 98].

A l'exception d’'une mutation située au niveau dutjse signal, toutes les
mutations retrouvées dafig concernaient la partie extra-cellulaire de la preté@vec pour
principal effet d’empécher la biogénése du compléeemutation ¢.187C>T, responsable
du remplacement d’'une arginine a la position 63 mae cystéine, est située dans le

domaine PSI de la protéine. Jusqu’'a présent stoisanutations faux-sens ont été décrites
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dans ce domaine et dans tous les cas, il s'agideaiésidus cystéine. La co-transfection
transitoire du cDNA muté d@s et du cDNA normal dij, a permis de montrer que
I’Arg63Cys reproduisait un phénotype de TG de tifgauisque nous avons pu détecter par
cytométrie en flux une expression résiduelle auldase des cellules Cos-7 de I'ordre de
15%. Le Western-Blot montrait un retard de matoratie la sous-unité,, probablement
en lien avec la rupture d'un pont disulfure C52-Of®sent dan$s. Cette anomalie
structurale du domaine PSI empéchait donc le complg,f; de maturer normalement et
entrainait sa rétention intra-cellulaire, confirmdimportance de ce domaine dans la
biogénése du complexe.

En aval du domaine PSI se trouve le domaine hydeigs, composé de feuilletd
organisés sous la forme d’'un « tonneau » avecaddssaaminés hydrophobes orientés vers
le centre de la structure. Parmi les mutations snise évidence dans notre étude, la
Lys118His, I'Argl19GIn et I'Argl31Pro, interféraientoutes avec I'expression du
complexe, rompant des liaisons hydrogenes esdestilla structure de ce domaine. Plus
particulierement, I'Arg131Pro située sur le borgpé&tieur du domaine hybrid introduisait
une courbure juste en amont du segment qui reli®heaineB-I, confirmant I'importance
de la conformation originelle du domaine hybridcessaire a la biosynthése normale
d’ouyipa.

Un point essentiel est a noter concernant nodtaésuAucune nouvelle mutation
dans les domaines transmembranaires ou intra-agopdues du complexe n'a été mise en
évidence. Cependant, aucune mutation n'a jamaigagtgortée jusqu’a présent dans le
domaine transmembranaire. En revanche, cela estspigprenant pour le domaine intra-
cytoplasmique, car quelgues mutations ont déjadétgites. Ces mutations peuvent étre
associées a des formes variantes de la maladie [88]s notre étude, seulement sept

patients présentaient une forme variante de TGteClirme est peut-étre la plus
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intéressante a aborder car elle peut permettre @eixncomprendre les mécanismes
fonctionnels de l'intégrine. Malheureusement, ses kept patients inclus, une seule
mutation a été nouvellement identifiée et celler@té retrouvée de maniere isolée (1 seul
allele muté), ne permettant pas de tirer de réelbexlusions sur son implication dans la
fonction de lintégrine. Au total, notre travail agte donc essentiellement des
informations sur la structure du complexgfs, plus que sur les mécanismes fonctionnels

de celui-ci.

Bien que la sous-unit; soit exprimée dans des tissus largement différents
finalement, c’est le phénotype hémorragique quierds plus déterminant dans la TG.
Malheureusement, notre travail n'a pas permis direnen évidence d’association évidente
entre le génotype des patients et leur phénotypmirdgique. En revanche, dans un travail
paralléle que nous avons effectué sur 24 patidots, le génotype était bien identifié, nous
avons pu montrer une corrélation entre certaingstions et le développement d’anticorps
anti-oypps. Sur la base d'une revue de la littérature, Kaapiwet al. ont également rapporté
que la plupart des mutations (7/8) associées &kepce d’'anticorps antjnfs, étaient des
mutations tronquantes [65, 73]. L’exception coneérmin patient homozygote pour une
mutation faux-sens qui avait développé des anticapres avoir été massivement transfusé
en plaquettes. Dans notre étude, un des patienisup® d’'une mutation faux-sens avaient
également été fortement transfusés avant de déelates anticorps. Nos résultats sont
donc en accord avec ceux précédemment rapport&ondirment que les mutations
tronquantes constituent un facteur de risque ngtigeable de développer des anticorps
anti-opps. En revanche, les patients présentant une forntgpeell ou une forme variante

ont peu de chance de s'immuniser au regard derbsson résiduelle de l'intégrine dans
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leurs plaquettes. En effet, dans notre étude, adearpatients présentant une de ces formes
ne s’était immunisé malgré le fait que tous avaétattransfusés a plusieurs reprises.

Les anticorps anti-plaquettes ont la capacité d@kicer la clairance des plaquettes
transfusées, mais aussi dans certains cas, d’inkebe fonction en bloquant le site de
liaison du récepteua,nps [69]. Dans notre étude, nous avons pu mettre etdeéee cet
effet inhibiteur chez un seul patient sur les ttestés, ce qui est beaucoup trop limité pour
en tirer des conclusions. Il reste encore un aertaimbre d’énigmes concernant la
physiologie de ces anticorps, notamment en terraespdcificité et de pouvoir d’inhibition.
Ceci souligne I'importance de mettre en place dedes plus larges, incluant un plus grand
nombre de patients, afin de mieux comprendre lasaniémes de l'impact de ces anticorps
[100]. L'étude des facteurs de risque environnementet génétiques impliqués dans la
survenue de ces anticorps sont des éléments edsenta mise en place de thérapie ciblée
chez ces patients. Depuis 2004, le facteur Vllvéctiecombinant (Novoseven, Novo
Nordisk A/S, Bagsvaerd, Denmark) a obtenu I'Autatiisn de Mise sur le Marché pour le
traitement des patients Glanzmann présentant deoigs anti-plaquettes associés a une
inefficacité des transfusions plaquettaires. Subdae des résultats de notre travail, un
algorithme décisionnel a pu étre proposé pourikepmn charge de ces patients. Chez ceux
présentant une forme de type Il ou variante, lemsfusions plaquettaires restent le
traitement de référence. En revanche, chez lesntatprésentant une maladie de type |, le
rFVlla constitue une bonne alternative thérapewticet plus particulierement pour ceux
présentant des mutations tronquantes [77].

Finalement, probablement que l'identification dtastfacteurs génétiques, comme
c’est le cas dans I'hnémophilie, permettront de miéualuer le risque d’apparition de ces
anticorps au cours du temps. La perspective sdiaitlure un plus grand nombre de

patients. En France, on estime qu’il existe enviB@® cas de TG, et I'inclusion d'une
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centaine de cas permettraient de mieux apprécite céelle association. D’autre part,
I'inclusion d'un grand nombre de patients pourérmettre d’évaluer d’autres facteurs
génétiques avec des poids plus modestes, au sajerds de I'immunité par exemple.
Actuellement, le développement des techniques dees€age haut débit est tel que le
nombre de patients a génotyper n’'est plus unedimit soi. Ce projet aurait le deuxieme
avantage d’étendre encore plus, le spectre mutatiade cette maladie et ainsi, de mieux

appréhender, la relation structure-fonction deriagipale intégrine plaguettaire.
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