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Importance du diagnostic

J Parfois des TH sont pris pour des PTI ce qui peut conduire a la splénectomie ou a des
traitements immunosuppresseurs (corticoides, rituximab, imurel)

J Les thrombopénies modérées ne sont habituellement pas explorées, alors que les
FPD/AML qui prédisposent aux leucémies ont souvent le chiffre de plaquettes
>100x103/uL si bien que le diagnostic n’est souvent fait qu’au stade leucémie

J Certaines TH (comme pour les mutations d’ANKRD26) peuvent conduire a une
dysmégacaryopoiese avec une faible présence de blastes dans la MO ce qui peut conduire
au diagnostic erroné de SMD avec des traitements de type chimiothérapie



Identification de nouveaux variants

Test de séquencage a haut débit
ThromboGenomics a été établi pour le

diagnostic des pathologies plaquettaires
héréditaires: ~ 100 genes

Simeoni | et al, Blood 2016

Molecular diagnostic yield is dependent on disease class in patients with bleeding, thrombotic and platelet disorders
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- 745 variants uniques, 50% desquels sont nouveaux
- Chez certains patients on trouve hérédité oligogénique
- Cause génétique chez plus de 50% of patients reste nonidentifiée

Downes K et al, Blood 2019.




Mégacaryopoiese
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Genes mutés dans des thromopénies héréditaires
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Régulation de la ploidisation MK : Entrée dans I'endomitose

Dimunition de MYH10 est nécessaire au passage

de la mitose a I'endomitose

HCS MPP

e

Proliferation

MYH10

MK

progenitor

L — ‘f’%&—> T — @ —_— %‘ : C— e
N ' R . ¥ 2 : =4 ' iy

Imature MK

230kDa

230kDa

Endomitosis

~ e s @ VYHO

o,

De D9

D12

MK Platelets

-

MYH10

Maturation

Platelet release

e@

MYH10

HSC70

PLT

2N-4N

57% de cellules

N
®

|

&

p—

0

X

4N-8N

29% de cel

~

MYH10 est directement régulé

par RUNX1

Région promotrice de MYH10

*

MYH10

Iluy

MYH10_A
—
MYH10_B
—
4 :ss MYH10_C ATG
I T Luc
GCGAccaCAGATCC pMYH10_luc
GCGAggcCAGATCC pMYH10mut_luc
ChIP dans les MKs
*x mIP_IgG
_= 020 BIP_RUNX1
qc) 8. 0 15 * ok
E e
L o
£ g o010
- ]
S E
L s 0.05
= | W
0<
N
\Qy \Q? \09 <\\@

S
k Lordier et al, Nature Comm., 201}/




MYH10 dans FPD/AML

FPD/AML: Trouble plaquettaire familial avec prédisposition a la leucémie aigué myéloide

Mutations germinales de RUNX1

Transmission autosomale dominante
Volume plaquettaire moyen normal
Thrombocytopénie modérée

Défaut de la fonction plaquettaire
Présence de petits mégacaryocytes
hypoploides dans la moelle osseuse
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Prédisposition aux hémopathies
malignes myéloides

@ Frameshift mutation

@ Stop-gain mutation

@ Missense mutation

@ Splice site mutation

@ In-frame duplication

m (partial) gene deletion

m (partial) gene duplication

@ Chromosomal translocation

™ indicates a family in this manuscript

(2) indicates the mutation is described twice

Whole gene deletion (17)

(LAM, SMD, LMMC, LAL-T)
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Translocation t(16;21)



MYH10 : origine des MK hypoploides chez les patients FPD/AML

FPD/AML: Trouble plaquettaire familial avec prédisposition a la leucémie aigué myéloide

controle Patient FPD/AML
DAPI vWF
e Transmission autosomale dominante Blebbistatin
. Chemical inhibitor of myosin Il
* Volume plaguettaire moyen normal ATPase activity

 Thrombocytopénie modérée
* Défaut de la fonction plaquettaire
* Présence de petits mégacaryocytes

merge
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v MYH10 est présent dans les MK des patients
v l'inhibition de son activité restaure le niveau de ploidie

Bluteau et al, Blood 2012



MYH10 : biomarqueur de FPD/AML

FPD/AML: Trouble plaquettaire familial avec prédisposition a la leucémie aigué myéloide

e Transmission autosomale dominante

* Volume plaguettaire moyen normal

 Thrombocytopénie modérée

» Défaut de la fonction plaquettaire

* Présence de petits mégacaryocytes
hypoploides dans la moelle osseuse

Prédisposition aux hémopathies malignes
myéloides
(LAM, SMD, LMMC, LAL-T)
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Antony-Debré et al, Blood 2012




MYH10 : biomarqueur des TH liées a RUNX1, FLI1 et GATA1

Thrombocytopénie Paris-Trousseau
FLI1 deletion
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MYH10 : biomarqueur des TH liées a RUNX1, FLI1 et GATA1

Thrombocytopénie Paris-Trousseau

FLI1 deletion

o N

-- 0O 0O

Lo N 3 A A= 2

w v v - == a0 a o

I oo oo oo oo O O O
MYH10 | ——

HSC70 | e G > S gy T

Antony-Debré et al, Blood 2012

QXI - QAZ

FLI1 GATAl

"

SCL

Tijssen MR et al,
Dev Cell, 2011
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Nouveaux variants (VUS) de RUNX1: cause ou pas de thrombopénie?

Patients suivis a ’Hopital Trousseau

MYH10
a-tubuline Controle neg 7. p.N248T (VUS)
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h 03N )

10min MYHIO ajusté jpg, Uncalibrated

c.509 -2A>T (site d’épissage, VUS) 10. Contréle neg
c.509 -2A>T (site d’épissage, VUS)  11. HEL (lignée)
p.N248T (VUS)
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TH associées aux altérations génétiques de la voie TPO/MPL

Thrombocytopénie modérée avec les mutations
monoalléliques de THPO

Thrombocytopénie sévere (CAMT) avec
mutations bi-alléliques de THPO

CAMT:
thrombocytopénie — MPL -
congénitale ~
ameégacaryocytaire

Cytoplasme

Thrombocytopénie 2
(ANKRD26-related
thrombocytopenia)

\ - ANKRD26: régulateur négative de
I’internalization de MPL
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Ancétre de la famille de genes POTE
spécifiques aux primates

Expression accrue dans le cancer

Localisation a la membrane
cellulaire

Role dans lI'adipogenese, le
développement du cerveau et les
centrosomes

Répétitions ANK et le domaine
coiled-coil jouent un réle important
en tant qu'adaptateurs dans les
réseaux protéiques

ANKRD26

+ | NNNY

ANK repeats

\

Coiled-coil
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(Hofbrucker-MacKenzie et al., 2021)
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(Bera et al., 2008)

Non-publié



ANKRD26-Related disease/ Thrombocytopénie 2

* Transmission autosomale
dominante

* Volume plaquettaire moyen
normal

* Thrombocytopénie modérée

* Non syndromique

Prédisposition aux hémopathies
myéloides malignes (LAM, SMD,
LMMC, LMC)

Décrit pour la premiéere fois en 2011
(Noris et al, 2011, Pipucci et al, 2011)
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ANKRD26-Related disease/ Thrombocytopénie 2

Formation de proplaquettes

—»ﬁi — Production de plaquettes

Défaut de formation de proplaquettes

:M — Thrombocytopénie

.83@’ |_>ANKRD26 MAPK/ERK ——————
Bluteau&Balduini et al, JC, 2014/
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Comment ANKRD26 affecte la signalisation TPO/MPL ?
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ANKRD26 régule-t-il la sighalisation des récepteurs homodimeériques

des cytokines de type 1 ?

MPL EPOR G-CSFR

(adapté de Vainchenker & Kralovics, 2017)

* Certains patients THC2 présentent une
Conserved Cys residues leucocytose et une érythrocytose (Noris et al.,
2011)

Conserved Cys residues

* Caractéristigues communes :
» Signalisation dépendante de JAK2

* Voies STAT/PI3K/MAPK : stimulent la survie et
la prolifération cellulaires

* Lasignalisation est réprimée par
I'internalisation du récepteur et des protéines
régulatrices négatives



ANKRD26 module la signalisation G-CSF/G-CSFR
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ANKRDG6 : nouveau régulateur de la signalisation des récepteurs des

cytokines de type | dans I'"hématopoiese normale et pathologique

Normal haematopoiesis

THC2

Early stages of

Terminal maturation
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|

Terminal maturation

Terminal maturation

i ANKRD26 expressed
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JAK/STAT,MAPK,PI3K

¥

Defect in terminal maturation

Basso-Valentina F & Donada A, et al. Haematologica 2023



Thrombocytopénie amégacaryocytaire congénitale (CAMT)

transcript protein

(NM_005373.2) (TPOR_HUMAN P40238)
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Thrombocytopénie amégacaryocytaire congénitale (CAMT)

9
LOF = pas de liaison de la TPO ‘ ¥ o2

LOF - défaut de trafic
(mauvaise glycosylation
et faible expression a la
surface)

LOF - stabilité altérée

(Geddis, 2008)

A: mutations non-sens, de décalage et celles induisant la
perte totale du site d’épissage: absence totale de MPL a |a

surface

B/Mix: mutations faux-sens ou les mutations hétérozygotes
composites: expression variable de MPL a la surface

Arg102Pro et Arg102Cys provoquent un
phénotype sévere et perturbent le trafic
intracellulaire du MPL.
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MPLR4646G est responsable de la CAMT dans une famille consanguine
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MPLR4646G est faiblement exprimé a la surface des plaquettes de

patients et des lignées cellulaires

Plaguettes de patients Lignées cellulaires
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MPLR4646G est un récepteur immature retenu dans le réticulum

endoplasmique
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Surexpression de CALR 9852 ne restaure pas le trafic de MPLR464G yers

la surface cellulaire
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Combinaison de CALRY!52 et d'Eltrombopag restaure la prolifération

des cellules MPLR4646G
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Surexpression de CALRY'>2 + ELT corrige la différenciation MK a partir
des cellules CD34* des patients

mCherry

Cellules CD34* de patient
CTRL

MSS+ SCF/TPO/FLT3/IL3/IL6

Transduction avec
CALR®>2/mCherry

48h post-transduction: tri de cellules CD34*

-2

~
7

Culture en MSS + SCF/ELT
pendant 10 jours

CD34
Seules les cellules mCherry+ ont pu se différencier

Basso-Valenitna et al, Blood 2021



Protéine mutante CALR corrige la réponse du variant MPL p.R464G

associé a la CAMT a l'eltrombopag

MPL CAMT: MPLR464G
normal trafficking defective trafficking, no response to Eltrombopag
responds to TPO, Eltrombopag + CALRdels2 = Eltrombopag response
Extracellular \2 V v \
Cytosol m0 Q Q %

si nalng mo f f @DSTAT

Vesicle @
@\) e

Golgi < )
&D\
X
ER Nucleus A
gene expression

- 13

5\

: TPO \ : MPLWT e : immature N-glycan
© : Eltrombopag \ * MPLR464G + : mature N-glycan
Basso-Valenitna et al, © : CALRéeis2

Blood 2021




TH liées aux mutations des régulateurs du cytosquelette et de la signalisation.

; t mature !
immenure megakaryocyte
megakaryocyte 9 W;’t ,- *
HSC megakaryoblast /(/ﬁ \’R\ | P
\ i |
, A&
.
d | A&
TPO/MPL Transcription Metabolism Cytoskeleton Receptor Sialylation
signaling factors granule MYH9 signaling GNE
GATA1 biogenesis, TUBB1 GP1BA SLC35A1
THPO FLI1 ion channels ACTN1 GP1BB GALE
MPL GFI1B NBEAL2 FLNA GP9 BAGALT
ANKRD26 RUNX1 KDSR TPM4 ITGA2B
ETV6 ABCG5 DIAPH1 ITGB3
SLNF14
IKZFS ABCGE cbcaz Plaquettes de grande taille (géantes)
HOXA11 CYCS WAS PRKACG . -
MECOM STIM1 ARPC1B VWF Plaguettes de petite taille
MEIS1, 4 TRPM7 FYB SRC Plaquettes de taille normale
Splicing factor WIPF1 PTPRJ
RBMS8A MPIG6B



Signalisation des récepteurs GP

Receptor signals a2 B1 allb B DEP1 (PTPRJ
ceprorsigna ; GPIbf GPIbp ( )
GDP GPI P GPIX
GPIba. GPIba

RhoA
l IQGAP1

WIPF1 Profilin
SRF/MKL1/2
l ARP2/3,
v ARPC1B
MYLS, GEF-H1 ADF, N-COFILIN, C
@ OO : Twinfilin1
Microtubules
stabilization
Transcription Actomyosin

assembly, contractility
I I I |

Cytoskeleton remodeling




Effecteurs de RhoA: DIAPH (mDia)

/ : \ GBD DID DD CC FH1 FH2 DAD
/ \ GTP//\ i . S
([ reguaton | e Rarnert sseevin i)
ROCK Diaphanous- | Microtubule stability |
: v related formins ‘ RhoC-DGTP
o n S R —
MLC \ el | I e = -
phosphata se LIM Pi ) autoinhibited / inactive partially active
Kinase Actin Faix, J., and Grosse, R. Developmental cell. 2006
\ Polymerization
MLC Pi Microtubule
stabilisation
Pi
/ Cofilin .
_ DIAPH/mDia:
Myosin I J_ .. L. .
Activity P I: Catalyse la nucléation et la polymérisation de
Severing I’actine pour former des filaments d’actine non
l ramifiés.
Actin Il: Stabilise et dirige les microtubules.
Stabilization

DIAPH sont dans une position idéale pour coordonner les fonctions qui dépendent de la coopération
étroite entre l'actine et le cytosquelette de la tubuline, comme la formation des proplaquettes.



Inhibition de DIAPH1 augmente la formation de proplaquettes

Différenciation mégacaryocytaire

D6 D9 D12
DIAPH1 = ISy S

HSC70 e e e

DIAPH1/Tubulin/TOTO
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**p<0.005
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sh8

Pan et al, Blood, 2014



DIAPH1 régule négativement la formation de proplaquettes

 Inhibition de DIAPH1 diminue la formation . In,hibition de DIAPH1 accélére
de fibres de stress I’élongation des microtubules
- Adhésion sur collagene | a-Tubulin B -Tubulin Merge

ED)
Scr sh7 sh8

SCR

sh7

40

35

30

 DIAPH1 peut contréler la formation de

2° l ] ‘ l ‘ proplaquettes en régulant la balance entre | .

Percentage of

10

le complexe d’ actomyosine et le systeme
de microtubules.
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Pan et al, Blood, 2014
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Des études fonctionnelles au diagnostique

A gain-of-function variant in DIAPH1 causes dominant
macrothrombocytopenia and hearing loss

Simon Stritt,"* Paquita Nurden,2** Emest Turro,*”* Daniel Greene,*®7 Sjoert B. Jansen,*® Sarah K. Westbury,?

Romina Petersen,*® William J. Astle,*® Sandrine Marlin,® Tadbir K. Bariana,'®'" Myrto Kostadima,** Claire Lentaigne,'>'?
Stephanie Maiwald,** Sofia Papadia,*’ Anne M. Kelly,** Jonathan C. Stephens,*® Christopher J. Penkett,*” Sofie Ashford,*”
Salih Tuna,*” Steve Austin,'* Tamam Bakchoul,'® Peter Collins,'® Rémi Favier,'”'® Michele P. Lambert,'®2° Mary Mathias,?’
Carolyn M. Millar,'>"™ Rutendo Mapeta,*’ David J. Perry,® Sol Schulman,?® lienia Simeoni,*’ Chantal Thys,>* BRIDGE-BPD
Consortium, Keith Gomez,'' Wendy N. Erber,?® Kathleen Stirrups,*” Augusto Rendon,? John R. Bradley,>*” Chris van Geet,**
F. Lucy Raymond,”?® Michael A. Laffan,''2 Alan T. Nurden,>*® Bernhard Nieswandt,' Sylvia Richardson,® Kathleen Freson,?**
Willem H. Ouwehand,*>721 and Andrew D. Mumford®'

R1213*
1 1272
' 1|]|3 (4|5 |6(7| 8 |9(10{11|12 1314 15 16 17||19/20(21| 22 |23 |24 | 25 |26 |27 28 L S i |
ENST00000398557
e

Human (060610) 1158 TEEKMRRAKLAKEXAEKERLEKQQKREQLIDMNAEGDETGVMDSLLEALQSGAAFRRKRGPROAN--RKAGCAVTSLLASELTKDDAMAAVPAKVSKNSETF-=m~-~ PTIL 1261

Rat (F1M775) 1106 TEEKMRRAKLAKEKAEKERLEKQOXREQLIDMNAEGDETGVMDSLLEALOSGAAFRRKRGPROVN--RKAGCAVTSLLASELTKDDAVAASSAKVPKKSEGV - mnn TTIL 1209

Mouse (ODBBOB) 1141 TEEKMRRAKLAKEXAZKERLEKQOKREQLIDMNAEGDETGVMDSLLEALOSGANFRREKRGPROVN--RKAGCAVTSLLASELTKDDAMAPGPVKVEKKSEGV=mmwm PTIL 1244

Cow (FINOWL) 1162 TEEKMRRAKLAKEXAEKERLEKQOXREQLIDMNAEGDETGVMDSLLEALOSGAA GPROGV~~RKAVCAATSQLVSEL TKEDAMTCVPARMPK ~SEEV == mnn PTIL 1264

Fugu (H2TAT5) 1074 AEEKTKRAKLAREKAEKEKEEK-LKRSKLPDMNTGDDETGIMDGLLEALOSGAN GPROAANHRRAGOAVTNILAKEL TQEDKPSKPPRRVAEPKLEG-—~-AESLE 1179

Xenopus (F6UXX7) 1173 AEEKMKRAKLAKEKAEKERLEKQOKKEQLIDMNAEGDETGVMDSLLEALNSGAA GPRQAN--RKAGCAVTSLLASEL TKEDAMTSVPTKKKKPAETDLMETDVGLH 1281

Drosophila (P4B608) 988 ELEKKRRLQEAREQSAREQQERQQRKKAVVDMDAPQTQEGVMDSLLEALQTGSAFGRRNR--QARRQRPAGAERRAQLSRSRSRT--—~RVT-— -~ NGQLMTREMI-- 1083

Blood. 2016 Jun 9;127(23):2903-14.



Plaquettes des patients DIAPH1 R1213*

- augmentation de |'actine filamenteuse et des microtubules stables, indiquant une activation constitutive de DIAPH1

DIAPH1 F-actin  a-tubulin  merge

poly-L-lysine- immobilized resting platelets Fibrinogen
Stritt et al, Blood, 2016



MYH9-Related Disease

P8 and P9 P11 P3 P1 P6 P10 P4 P5 P2
c. 287C>T, c¢.2105G>A, c.2680G>A, c287T, c.4270G>A, c.4336T>C C.4423G>A, c.5765+2T>A €.5799/5800 A del,
exon 1 exon 16 exon 21 exon25 exon 30 exon 30, exon 31 (Splice donor site exon 40
2p.S96L = p.R702H =»p.ES94K =» p.I1155T 2p.D1424N = p.P1446L Dp.E1475K of intron 39) =2 p.Met1934TrpfsX14
W)L e\ |
- exon 30
*\ = p. D1424E

Tail Domain

Motor Domain

Chen Yetal JTH, 2013



MYH9-Related Disease

° Les mutations localisées soit dans le domaine moteur de la téte, soit dans
le domaine de la queue du gene MYH9 ne modifient pas la différenciation et la
ploidisation des MK

.. mais conduisent a

- une diminution du nombre de proplaquettes portant MK - un défaut dans la formation des proplaquettes
control s Mean area
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Pecci A, et al, ] Thromb and Haemostasis, 2009 (dans les MK humains) R Patient

Zhang Y, et al, Blood, 2012 (modele murin) Chen Yet al. JTH. 2013
en Yy etai, ,



MYH9-Related Disease

® Les mutations MYH9 induisent une augmentation de I'adhésion MK et
de la formation de fibres de stress grace a des forces contractiles accrues

Adhésion des MK sur le substrat polylysine Microscopie de force de traction Inhibition de I'activité
ATPase MYH9 et ROCK1/2

Control P2 P9 L
= .'

Control m 30 iﬂ
Phalloidin k& '

E10{ e
M P+B

w
?

Myosin IIA

% of Proplatelet bearing MK
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0

P P +Y27

Merge

restaure la formation des
proplaquettes




Identification d'un variant conduisant a un nouveau type de macrothrombocytopénie

l Q « Il-1etll-2: 5-8 x10%/L
* Cosanguinité parentale
-1 \ 1-2 -3
C * Imposition d'un mode de transmission autosomique récessif :
-1 -2

Recherche de mutations homozygotes chez les patients et

I1-5 -3 -4 . . .
hétérozygotes chez les autres membres de la famille. : deux genes
identifiés GNE et PRKACG

-2 n-1 \
GNE:
* Enzyme bifonctionnelle qui initie et régule la biosynthese
yme birone g g y PRKACG:
des acides sialiques ., i .
e Sous-unité catalytique y de la protéine
* avant 2014: Mutations de GNE associées a une myopathie et kinase A (PKA).

une sialurie (Argov Z et al, Neurotherapeutics, 2008)




PRKACG

i Platelet tip size
phalloidin VWE DAPI Proplatelet formation P
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* Rétablissement de la * Diminution de la taille des de
formation des proplaquettes futures plaquettes

La surexpression de PRKACG WT corrige partiellement le phénotype

Manchev et al, Blood, 2014



PRKACG

Substrats de la PKA dans les plaquettes

oO

oo
e oe ]y
FLNA mutations: macrothrombocytopénie u @

associée a la Filaminopathie A

GPIBB mutations : macrothrombocytopénie S‘*‘@”%
‘®9r2152

associée au Syndrome Bernard Soulier ‘ \

Protection de la dégradation
GPIB/V/IX et FVW interaction

de protéine
Inhibition des fonctions plaquettaires



PRKACG/FLNA

MKs (D12) PLT
1 12 C1 C2 4 -2 C1 C2
Filamin A - ‘ -‘ Filamin A — - - o .
‘ e Diminution profonde de la
Actin --M HSC70 | PN N ot v FLNa dans les MK et
25 - * » plaquettes
1,8
_ 7 o . * PRKACG et responsable de la
= o b .
g 157 § 12 phosphorylation de la FLNa, la
; . E 0; pr’otegeant ainsi de la
5 € o6 dégradation
L 05 - = 04
A_n
O - 0 |
c1/C2  l-1/11-2 c1c2 11 12

Manchev et al, Blood, 2014



Aprés 2014: GNE mutations ont été trouvées étant
associées aux thrombopénies héréditaires (Mori-
Yoshimura et al, Orphanet J Rare Disease, 2014; Izumi et al,
Neuromuscul Disord. 2014; Futterer et al, Blood, 2018;
Revel-Vilk et al, Blood, 2018; Paul&Liewluck, J Neurol Sci,
2020)

Les mutations de GNE affectent profondément le nombre
de plaquettes circulantes (Lee-Sundlov et al, J Thomb
Haemost, 2020)

La clairance hépatique accrue des plaquettes hyposialylées
explique la thrombocytopénie liée au GNE (Noordermeer
et al, Blood Advances 2022)

Sialyiated Glycoprotein
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GNEmut: défaut de sialylation

Garcon de 13 ans présentant une thrombopénie sévere (13G/L) découverte lors de son hospitalisation pour
détresse respiratoire néonatale au CHU Rennes (Dr Sophie Bayart)
pas de consanguinité

présente ecchymoses, pétéchies

macrothrombopénie

nombreux MK d’allure normale

"5‘\&., -

‘ c&;"

NGS: mutations hérérozygotes composites de GNE p.GIn597ProfsTer9 et p.Gly547Ser
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Exposition augmentée de galactose a leur surface: désialylation plaquettaire



GNEmut: pas de défaut de MK-poiese in vitro

% de mégacaryocytes ploidie % de MK formant des proplaquettes
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Filaminopathie A

° Liée au chromosome X — L'hémizygose est |étale

° Patientes € : mutations/délétions hétérozygotes dans le géne FLNA localisé sur le
chromosome Xq28 codant pour la protéine de liaison au cytosquelette

° Manifestations cliniques multiples, dont une macrothrombocytopénie

Hypothese de travail : inactivation aléatoire
du chromosome X au cours de
I'embryogenese

Modele iPSC isogénique

Mixed

%opulation

E Hematopoietic
E Stem Cells

Megakaryocytes

Normal . O
size 9T oo Platelets U O O Macroplatelets

&
platelets v .

C!onal FLNAWT 2
lines

Donada et al. Blood 2019




Expression de la filamine A

FLNa

(280 kDa) |.

Actin
(40 kDa)

® Pas d’expression de FLNa dans les cellules FLNA™ut

Donada et al, Blood, 2019

Megacaryocytes

FLNa F-actin Nucleus



Filamine A et mégacaryopoiese
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Filamine A et mégacaryopoiese

FLNa (répétition 5 de type Ig) et tyrosine kinase
SYK (signalisation du GPVI)

FLNa (répétition de type Ig 17) et GPlba
(adhésion sous taux de cisaillement élevé)

FLNa (répétition de type Ig 21) et allbf33
(régulateur négatif de I'activation de allbf33)

FLNa (Ig-like repeat 24) et petites GTPases
ﬂm \E impliquées dans 'adhésion cellulaire, la motilité,

la migration, le cycle cellulaire,...
Dimerization domain

Falet et al, JEM, 2010 - Cranmer et al, Blood, 2011 - Liu et al, Nat Struct Mol Biol, 2015 —Begonja et al, Blood, 2015



Qu'en est-il de la fonction FLNa dans les MK ?

FLNA WT

FLNA Dell: pas de liaison a l'actine

1861-2132
N- -W-C FLNA Del2: pas d’interaction avec GPlba
2224-2324
N- -WC ¢ FLNA Del3: pas d’interaction avec [33

2552-2639

" - e oW FLNA Del4: pas de dimérisation/interaction

avec les petites GTPases

Les constructions ont été introduites dans une lignée iPSC FLNA™! par recombinaison homologue dans le
locus AAVS1 transcriptionnellement actif



L'interaction FLNA-GPIba ne semble pas étre cruciale pour la

formation des proplaquettes

1861-2132 FLNA Del2: pas
-C d’interaction
avec GPlba

(C-term)
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allbB3-FLNa-RhoA, un nouvel axe ?

2224-2324 FLNAWT MKs

N- ——W—W—‘ “C FLNA Del3: pas d’interaction avec 3

2552-2639
FLNA Del4: pas de

N- o .
——W—W—N‘” dimérisation/interaction avec les

petites GTPases

FLNA™Y* MKs
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Activation de la voie RhoA sur le fibrinogene

Forster resonance energy transfer (FRET)

Pre-bleach  Post-bleach high
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Inactivation de la voie RhoA : nécessaire a la génération de

plaquettes

-Y27632
Y-27632: ROCK1/2 inhibitor ° P1
< 207
N% o) 2HCI (o)
P § £
o £
oy G
Q o
ROCK mDia 2
©
N

MLC / \ ; l
phosphatase Lm Pi _
S Actin
\ Kinase

MLC

Myosin Il
Activity

Polymerization

l

Pi
Cofilin

il

Actin
Severing

|

Actin
Stabilization

Donada et al. Blood 2019

% of proplatelet forming MKs




Mécanisme physiopathologique

Condition normale Absence de FLNa

activation ROCK1/2

contractilité
normale de
I'acto-myosine

augmentation de
la contractilité de
I'acto-myosine

}
|
.2

formation normale de plaquettes macrothrombocytopénie

Donada et al. Blood 2019



TH lié a la signalisation du récepteur GPlb-GPIX

e une maladie hémorragique autosomique récessive rare e il existe également une forme
avec des mutations homozygotes bialléliques ou monoallélique de BSS (mutation Alal56Val
hétérozygotes composées dans GP1BA, GP1BB et GP9 Bolzano)
Disulfid N
isulfide _f_ff:ff
GPlbo. 35 gt v
Leu-rich :L (L’::i;
repeats ;lL 3P
= :‘ — Bolzano
200 M 4169180 (E81K
Disulfides L caoos ax
S-Tyr
282 —
GPV T
Sialomucin
GP IX GP Ibp GP Ibp GP IX [ vaa3
Disulfides :Qﬁ“ 1
to GPIbp — Y492
TMBl — waes
P-Ser
610
C

Berndt et al, Haematologica, 2011



Syndrome de Bernard-Soulier: mutation hétérozygote GPlbo/N103P

e Patient porteur d'une mutation hétérozygote du gene GP1BA:

c.307A/G, p. Asn103Asp

Exon 2: ¢ 307 A>G, Asn 103 Asp

mw

QPBA201 probin coding

140 %0 1
G GATCTATCCCACAATCAGCTGCAAAGC

Macrothrombocytopénie modérée : 95-105 G/L
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|7 Y Tradd

AAMMMMM&MMM&M
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Expression de GPlbaN'%3°/GPIb/GPIX et maturation des MK:

CD41 (allb) CD42a (GPIX) CD42b (GPlba)
| —cNT1 1005 — CNT1 1001 - CNTl CNT  GPIboMI00
120- CNT2 7 o(N103D
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Lordier et al, Haematologica 2025



Formation anormale de plaquettes par les mégacaryocytes

Bioreacteur basé sur la soie

Milieu liquide Fibrinogene
" 2 60 Fax MK seeding Perfusion
x 507 = . FLOW CHAMBER & @ Flow
S g . : =, proplatelet g platelet. U platelet cytometry
00 40- . - ) — ! ] formation fJSZx ¢ collection (- || _count
E S QO 40- > Yl ‘.. ‘
530- i ol Q?DD ° . ) \\/é i ..J‘
: _.T_ I ?:D < N =\ \ ¥
g | g5 (| | RS SR e | e A7 R N |
[ . L " = = % ountin:
& £ < 20 = e . P AN | Teais’y :
._S- = \\ R N— \\v/wg¥‘\2\ éoo X4 “ Platelets
S S ‘ GPIbaN103 -
° CNT  GPIbN1030 CNT  GPIbaN1030 peristalticipump SILK BONE MARROW
Nombre de plaquettes Taille de plaque
8- 4 3k 3k k. ) & ;
x104
607 =

—;— el T 1 =
o T 2 ©
Q | Q AN . . °
g0 | 5, Modeéle iPSC reproduit la pathologie
c 4+
4 (a)
% 20 - "%: l g
+— E 4 =
s T z g

- s S
o- . .
0 0 O Lordier et al, Haematologica 2025

CI\IIT GPIb('xN1°3D CNT GPIbgN103D



Le mutant GPlbaN1%3P induit une préactivation du complexe allbf33

e Fixation du fibrinogene augmenté apres l'activation par thrombine
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GPlbaN193D induit une activation accrue de la voie RhoA
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Inhibition de ROCK1/2 restaure la formation des fibres de stress

GPIboN103D

RHO A
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Inhibition de ROCK1/2 restaure la formation des plaquettes
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GPlbaN193P induit une augmentation de P-SRC Y419

Analyse de phosphoproteome
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Inhibition de ROCK1/2 restaure la production de plaquettes par les
MK avec mutation monoallélique GP1BA'°%" ou GP1BAN1>%
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Mais pas par les MK avec mutation biallélique GP1BB®%*% ou
GP1BA13%
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Activation accrue de la voie RhoA en aval de allbf3/SRC contribue au

syndrome hétérozygote de Bernard Soulier
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Signalisation des récepteurs GP
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CONCLUSION

I. Une meilleure connaissance de la régulation de la mégacaryopoiese
normale pourrait étre informative sur de nouveaux genes impliqués
dans la physiopathologie des thrombopénies héréditaires

ll. La pertinence fonctionnelle des nouveaux variants (surtout de
signification inconnue) découverts dans les TH doit étre vérifiée a l'aide de
tests/modeles appropriés
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