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>Lesneutropénies congénitales sont des maladies
extrémement rares, définies par une diminution
permanente ou intermittente des neutrophiles
circulants dans le sang. Les bases moléculaires
de plusieurs de ces neutropénies ont récemment
été déterminées, impliquant en particulier les
génes codant pour I'élastase neutrophile €ELA2,
le proto-oncogene GFI1, la protéine WASP et la
protéine mitochondriale HAX1. Ces mutations,
transmises selon un mode autosomique domi-
nant (ELA2, GFI1), lié a I’X (WAS) ou autosomique
récessif (HAX1) ont pour conséquence des modi-
fications de la stabilité du contenu des granu-
les - en particulier de I'élastase neutrophile -,
des anomalies du cytosquelette et possiblement
un excés d’apoptose. Les mutations ELA2 sont
associées soit a une neutropénie profonde per-
manente, soit a une neutropénie intermittente,
pseudo-sinusoidale, suggérant que ces patho-
logies sont peut-étre assez proches et que la
variation temporelle des neutrophiles peut étre
modélisée par une fonction non linéaire. Les
neutropénies congénitales, en particulier liées
a ELA2, sont caractérisées par un risque leucé-
mogeéne important (environ 15% a 20 ans). Ce
risque apparaft lié non pas a un effet oncogene
des mutations, mais avant tout a la profondeur
de la neutropénie, et par voie de conséquence a
I'intensité du traitement par G-CSF qui est pro-
posé a ces patients. <
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Granulopoiese
et leucémogenese

Ce que nous apportent
les neutropénies congénitales

Jean Donadieu, Blandine Beaupain,
Christine Bellanné-Chantelot

La granulopoiése est le processus physiologique qui
assure la production des polynucléaires neutrophiles
du sang et la régule. Les polynucléaires neutrophiles
(dénommés dans la suite du texte « neutrophiles »)
sont les cellules responsables, avec les cellules de la
lignée monocytaire, de la défense immunitaire innée,
naive. Cette action anti-infectieuse est dirigée contre
les bactéries et les champignons et repose sur le phé-
nomene physiologique de la phagocytose, pour lequel

M/S n® 3, vol. 24, mars 2008

J. Donadieu : Coordinateur

du registre francais

des neutropénies,

Service d’Hémato-oncologie
Pédiatrique, Registre francais
des neutropénies congénitales,
Hopital Trousseau,

26 avenue du Docteur Arnold
Netter, 75012 Paris, France.
jean.donadieu@trs.aphp.fr

B. Beaupain : Monitrice d’étude
clinique, registre frangais

des neutropénies, Service d’Hé-
mato-oncologie Pédiatrique, Registre frangais des neutropé-
nies congénitales,

Hopital Trousseau, 26 avenue du Docteur Arnold Netter,
75012 Paris, France.

C. Bellanné-Chantelot : Département de Génétique,

Groupe Hospitalier Pitié-Salpétriere,

47/83, boulevard de I’Hépital, 75013 Paris, France.

les cellules sont armées d’un arsenal de protéases, de
peptides anti-microbiens et de réactifs oxydatifs [1,2].
Ces cellules jouent aussi un réle dans I'inflammation et
la cicatrisation. Ce systéme cellulaire n’est pas « édu-
cable », contrairement au systeme lymphocytaire, et il
est tres primitif dans la phylogenése, retrouvé chez les
mollusques comme cela a été décrit par Elie Metchnikof
des 1891 [3].

La dynamique globale du systeme et la répartition des
neutrophiles dans I’organisme ont été décrites par des
méthodes de radio-marquage dans les années 1960-
1970, permettant de calculer les ordres de grandeur de
la durée de la granulopoiése (entre 7 et 13 jours), et la
durée de vie des cellules (demi-vie entre 4 et 7 heures
pour les granuleux dans le sang périphérique). Les
neutrophiles circulants ne représentent que 1 a 5%
de la totalité des granuleux et leur nombre total est
d’environ 35 x 107 par kilo de poids [4]. A partir des
années 1980 et jusqu’a la fin des années 1990, les
substances contrélant ce processus, dénommées les
cytokines, sont décrites de méme que leurs mécanis-
mes d’action et leurs interactions. Ces découvertes
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ont permis d’aboutir a des succés pharmaceutiques comme celui du
G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) et de I’érythropoié-
tine, dont l'usage thérapeutique a modifié la prise en charge des
patients dans de trés nombreux domaines de la médecine, comme la
néphrologie, "’ensemble de la cancérologie et I’"hématologie.

La derniere «strate » de connaissance vient de la découverte des
bases moléculaires de plusieurs neutropénies congénitales. Ces
anomalies se situent dans un axe de connaissance bien distinct des
précédentes connaissances et obligent a reconsidérer la physiologie
de la granulopoiése.

Généralités sur les neutropénies congénitales

La neutropénie se définit par un nombre de neutrophiles mesurés
dans le sang circulant inférieur a@ 1500/mm?®. La neutropénie est
qualifiée de sévere lorsque ce nombre est inférieur a 500/mm°.
€lle est chronique si la neutropénie persiste au dela de trois mois.
La neutropénie est dite permanente si elle persiste sur tous les
hémogrammes répétés sur une période de temps assez grande (au
minimum de 3 mois). Elle est intermittente s’il existe des périodes de
correction spontanée de la neutropénie. Si la périodicité des épiso-
des de neutropénie et de récupération est de 21 jours, la neutropénie
est dite cyclique. La neutropénie est dite « centrale » s’il existe une
diminution du compartiment de réserve médullaire des neutrophiles,
objectivée par une diminution des stades tardifs de maturation sur
le myélogramme (en particulier diminution de la proportion des
neutrophiles matures de la moelle en dessous de 10 %), et la neutro-
pénie est dite « périphérique » si la maturation des neutrophiles est
normale dans la moelle osseuse.

Les conséquences cliniques de la neutropénie sont infectieuses:
si la susceptibilité aux infections est faible lorsque le nombre de
neutrophiles excéde 1000/mm?®, et augmente modérément entre
1000 et 200/mm?, elle devient trés importante pour des nombres
inférieurs a 200/mm?®. Les sites les plus fréquents ciblés par ces
infections sont cutanéo-muqueux, ORL et pulmonaires. Les mani-
festations stomatologiques, quasi-constantes en cas de neutro-
pénie centrale profonde, sont la gingivite, avec parodontopathie,
associée a des aphtes. Les germes rencontrés sont des bactéries et
des champignons.

Pratiquement dans toutes les neutropénies, I"administration thé-
rapeutique de G-CSF augmente le nombre de neutrophiles et abolit
le risque infectieux. Dans les neutropénies congénitales, le schéma
thérapeutique est en regle personnalisé, certains patients ne recoi-
vent du G-CSF qu’a petites doses « & la demande » (< 5 pug/kg/jour,
moins de 30 jours par an), tandis que d’autres recoivent du G-CSF a
forte dose au long cours (> 15 pg/kg/jour plus de 90 jours par an).
Dans de rares cas, la neutropénie est résistante au G-CSF. La trans-
plantation médullaire est efficace, a la fois en cas de résistance au
G-CSF mais aussi pour traiter les transformations leucémiques.

Pour affirmer le caractere congénital de la neutropénie, de trés nom-
breuses étiologies acquises (infectieuses, auto-immunes, patholo-
gies malignes...) doivent avoir été éliminées. €n dehors de I'identi-
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fication d’une anomalie génétique constitutionnelle
et causale, seule la reconstitution de I’histoire de la
maladie du patient permet d’affirmer le caractere
congénital de la maladie. €n pratique, parmi les neu-
tropénies congénitales, 3 cadres nosologiques sont
retrouvés (Tableau /) :

« les neutropénies associées a un déficit fonctionnel ou
quantitatif de la lignée lymphocytaire.

+ Les neutropénies associées a un syndrome malfor-
matif ou @ une anomalie métabolique bien définie. lci
la neutropénie est un élément parmi d’autres au sein
d’un syndrome complexe.

« Les neutropénies congénitales primitives. La neutro-
pénie est au premier plan de la maladie. Ce groupe de
maladies comporte schématiquement deux entités :
la neutropénie congénitale sévere, ou le nombre de
neutrophiles est en regle constamment inférieur a
200/mm?®, et la neutropénie cyclique caractérisée par
une fluctuation réguliere (cycle de 16 & 28 jours) du
nombre des neutrophiles.

Bases moléculaires
des neutropénies congénitales primitives :
les genes ELA2, GFI1, WAS et HAX1

€ELA2

Une analyse de liaison et un clonage positionnel chez
13 familles avec une longue histoire de neutropénie
cyclique, de transmission autosomique dominante,
révélerent en 1999 [5] plusieurs mutations hétéro-
zygotes du gene de I’élastase neutrophile de type
2 (ELA2). ELA2 est une sérine protéase clivant tout
particulierement I’élastine, et dont Iinhibiteur phy-
siologique est 'atl-antitrypsine. ELA2 est homologue
a 2 autres protéases du polynucléaire : la protéinase
3 (cible des anticorps dirigés contre le cytoplasme
des polynucléaires présents dans la maladie de
Wegener) et 'azurocidine. Ces 3 protéines, dont les
genes sont contigus sur le chromosome 19p13.3,
sont régulées conjointement. ELA2 est empaquetée
sélectivement dans les granules azurophiles des
polynucléaires des le stade des promyélocytes, mais
une partie peut étre libérée a la surface de la cellule
ou dans le cytoplasme.

Rapidement apres la découverte de I'implication d’€LA2
dans les neutropénies cycliques, des mutations du gene
ont été identifiées dans les neutropénies congénita-
les sévéres (45 mutations répertoriées), contribuant
a rapprocher ces 2 entités auparavant considérées
comme distinctes. Cette anomalie génétique est pré-
sente dans 35 % a 70 % des neutropénies congénitales
séveres et 40 % des neutropénies cycliques [6].

285



286

Certaines mutations, entrainant I"apparition d’un codon stop préma-
turé et par conséquent la synthése d’une protéine tronquée (absence
du dernier exon), ne sont observées que dans les neutropénies congé-
nitales séveres et permanentes. Quelques mutations sont communes
aux deux types de neutropénies, cyclique et permanente.

U'effet des mutations sur la protéine est encore mal compris. La souris
dont le gene ELA2 est inactivé n’est pas neutropénique, ni la souris
porteuse d’'une mutation de ELA2 responsable de neutropénie congéni-
tale sévere chez ’lhomme [7]. De méme, il n’a pas été retrouvé de cor-
rélation entre les mutations et I'activité enzymatique de la protéine.
€n revanche, des anomalies de conformation de la protéine et son
accumulation au niveau intracytoplasmique [8, 9] ont été décrites.
Un taux excessif de la protéine entrainerait une mort cellulaire par
apoptose. Notre connaissance des conséquences des mutations d’€LA2
sur le trafic intracellulaire de la protéine, et tout particulierement sur
son empaquetage dans les granules, a bénéficié de I’exploration d’une
pathologie génétique ayant des conséquences tres proches et impli-
quant le géne codant pour la protéine AP3. Cette protéine « cargo »
est responsable du trafic intraluminal des protéines de I'appareil de
Golgi vers les lysosomes, dont les granules du polynucléaire sont un
exemple. Les mutations de la sous-unité 3 du tétramére AP3 sont res-
ponsables chez I’lhomme du syndrome d’Hermansky-Pudlak de type 2

comportant un albinisme partiel et chez le chien « grey
collie» d’une neutropénie cyclique considérée comme
le modele animal par excellence de la neutropénie
cyclique. De fagon remarquable, les mutations d’ELA2
entrainent une inhibition de la liaison avec la protéine
AP3, et donc une limitation de son empaquetage [10].

GFI1

GFI1, une protéine nucléaire, est un facteur répresseur
d’un proto-oncogene impliqué dans la formation de
lymphomes T et dans le développement des progéni-
teurs T. Son implication dans la granulopoiése et I'acti-
vité des macrophages a été démontrée dans un modeéle
de souris knock-out, associant aussi une atteinte de
I’oreille interne. Puis, a partir d’une approche gene
candidat, implication de mutations hétérozygotes de
ce gene a été mise en évidence chez 2 patients atteints
de neutropénies congénitales qui présentaient égale-
ment une lymphopénie modérée [11]. Les mutations
de GFI1 entrafnent une augmentation de I'expression
d’€LA2, rapprochant cette mutation des conséquences
des mutations d’ELA2.

Classification de Nom de la maladie Code Localisation Géne Fonction normale
la neutropénie et Références OMIM* du géne (alias) du géne
Déficit immunitaire Cartilage hair hypoplasia [30] 250250 9p21-pl2 RMRP €ndoribonucléase
WHIM [31] 193670 2q21 CXCR4 Récepteur d’une chimiokine CXCL12
i , ) Glycogénose SLC37A4 Transport intracellulaire
Maladies métaboliques 232220 11923.3
type Ib [32] (GSD1b)  du glucose 6-phosphate
) Tafazzin : homéostasie des
Maladie de Barth [33] 302060 Xq28 TAZ (G4.5) L
membranes phospholipidiques
Neutropénies avec ' Mulc.Jdie d.e Shwachman- 260400 7q11.21 SDBS Protéine rib?somique, régulation
syndrome malformatif ~ Bodian-Diamond [34] de I’expression de I’ARN
: VPS13B Transport de protéine intra-
Maladie de Cohen [35] 216550 8922-q23 o )
(COH1) cellulaire a travers le Golgi
Syndrome d’Hermansky- Trafic des lysosomes et interaction
608233 5ql4.1 AP3BI
Pudlak type 2 [36] avec ELA2
Neutropénie congénitale , ) L
L o . . . 202700 Elastase neutrophile avec activité
Neutropénie primitive sévere et neutropénie cyclique 19p13.3 ELA2 .. )
162800 protéasique extracellulaire
(5, 6]
Neutropénie congénitale Facteur transcriptionnel régulateur
. 202700 1p22.1 GFI1 .
sévere [11] d’oncoprotéine
Neutropénie congénitale , .
R 301000 Xpll.4-pll.21 WAS Homéostasie du cytosquelette
sévere [12]
Neutropénie congénitale Transduction du signal, apoptose,
202700 1921.3 HAX1

sévere [13]

homéostasie

Tableau I. Principaux génes impliqués dans les neutropénies congénitales.
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Protéine du syndrome de Wiskott-Aldrich

A partir d’une étude de liaison dans un pedigree évoquant une trans-
mission génétique liée au sexe, des mutations du gene WAS (Wiskott-
Aldrich syndrome protein) ont été identifiées dans une famille de
patients porteurs d’une neutropénie congénitale sévere [12], et plus
récemment dans deux autres cas sporadiques.

Le phénotype de ces patients est complétement distinct de celui
de la forme classique du syndrome de Wiskott-Aldrich qui com-
porte un eczéma, une thrombocytopénie a petites plaquettes
et un déficit immunitaire. Les conséquences fonctionnelles des
mutations observées du géne WAS sont également différentes dans
ces deux entités : activation de la protéine dans les neutropénies
congénitales et défaut d’activité de la protéine dans le syndrome
classique.

La protéine WAS étant impliquée dans la polymérisation de I'actine
intra-cytoplasmique, les mutations observées dans les neutropénies
aboutissent a une augmentation de la polymérisation de Iactine,
avec en particulier une augmentation du taux de podosomes et une
augmentation de I'apoptose cellulaire.

HAX1

Le dernier gene identifié dans les neutropénies congénitales est
HAX1 (HSI associated protein X1) [13]. Une analyse de liaison
génétique classique dans trois familles kurdes (dont deux consan-
guines), suivie d’une cartographie fine de la région d’intérét sur le
chromosome 1q, a conduit a I'identification de HAXI. Ce dernier a
été sélectionné parmi les 275 genes présents dans I'intervalle de
liaison sur plusieurs arguments: la protéine est impliquée dans
la transduction du signal, I’apoptose et I’organisation du cytos-
quelette d’actine. Le séquencage du gene a révélé une insertion
nucléotidique unique, homozygote, créant un codon stop. Uinser-
tion existait dans le génome de 16 des 63 autres patients étudiés,
dont ceux de la famille décrite par R. Kostmann en 1956 (mais dans
ce cas, il s’agit d’une mutation distincte de celles des familles
kurdes). HAX1 (35 kDa) est une protéine mitochondriale connue,
ubiquitaire, ayant de multiples partenaires, anti-apoptotique par
son réle de stabilisation du potentiel membranaire mitochondrial.
Les neutrophiles des patients, mais aussi leurs fibroblastes, sont
trés sensibles aux stimulus apoptotiques, et cette anomalie est
corrigée in vitro par la restauration d’un taux normal de la pro-
téine dans les progéniteurs myéloides CD34* médullaires, et in vivo
par la fonction anti-apoptotique du G-CSF. HAX1 est d’expression
ubiquitaire, on remarque que dans les familles suédoises, issues du
pedigree décrit par Rolf Kostmann, une atteinte neurologique est
retrouvée chez 5 des 6 patients [14].

Ce que nous apporte la connaissance
des bases moléculaires des neutropénies congénitales

La connaissance des bases moléculaires des neutropénies congé-

nitales apporte trois informations importantes concernant la
granulopoiése.
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Un mauvais empaquetage des granules
intracellulaires

entraine un déficit des granuleux

Le(s) défaut(s) d’empaquetage des enzymes cellulaires
dans les granules (dans le cas des mutations ELA2, GFI1,
HAXI) et les modifications du cytosquelette (WASP)
modifient ainsi la dynamique de la granulopoiese, pos-
siblement par exces d’apoptose ou défaut d’engagement
cellulaire dans le processus de maturation [15, 16].
Cela rapproche ces pathologies de plusieurs tableaux
cliniques comportant un albinisme et une neutropénie et
caractérisant le syndrome d’Hermansky-Pudlak de type
2, le déficit en AP14 [17] (protéine ayant des fonctions
similaires & AP3), le syndrome de Chediak-Higashi et le
syndrome de Griscelli, ces 2 derniéres entités présentant
en plus un syndrome d’activation macrophagique [18,
19]. On retrouve aussi la mise en cause d’une protéine
transmembranaire de I"appareil de golgi dans d’autres
pathologies comportant une neutropénie comme la gly-
cogénose Ib et la maladie de Cohen, mais dont "expres-
sion phénotypique met en cause d’autres systemes.

La stabilité intracytoplasmique

et les conditions du transport

intracellulaires d’ELA2 apparaissent déterminantes
Les modifications conformationelles directement
induites par les mutations de la protéine ou indirec-
tement par des anomalies induites par des mutations
d’AP3 ou de GFI1, contribuent a ces modifications.

La neutropénie cyclique et la neutropénie
permanente reflétent le caractéere chaotique

(au sens mathématique) de la granulopoieése

Le lien entre un défaut de production de neutrophiles
ou un exces d’apoptose des précurseurs des neu-
trophiles et la neutropénie permanente se congoit
facilement. Mais I"aspect cyclique apparalt a priori
comme incompréhensible, sauf a évoquer I’existence
d’une horloge biologique cachée concernant la granu-
lopoiése, que des mutations précises révéleraient.
Pour unifier ces aspects (cyclique et permanent), il est
utile de reprendre les notions les plus anciennes sur la
dynamique de la granulopoiése.

Tout d’abord on doit rappeler que le chiffre de neu-
trophiles, chez le sujet sain, varie dans le sang d’une
fagon importante (entre 1800 et 4 500/mm®), impré-
visible et chaotique [20].

Par ailleurs, les facteurs «extrinséques» qui modi-
fient en plus ou en moins le nombre médian de neutro-
philes, aboutissent a changer le rythme de variation
des neutrophiles dans le sang par rapport au sujet
sain. Ainsi, le G-CSF non seulement augmente le nom-

&
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bre de neutrophiles dans le sang, mais entraine des irrégularités,
pseudo-cycliques, du nombre circulant des neutrophiles [21]. €t
a contrario, une drogue cytostatique comme le cyclophosphamide
transforme, lorsqu’elle est administrée a petite dose, les variations
chaotiques des neutrophiles du sang en variations pseudo-cycliques
[22], alors que de fortes doses entrafnent une neutropénie perma-
nente profonde.

L'ensemble de ces faits peut étre intégré dans un modele mathé-
matique non linéaire. Ainsi, ce type de modele permet de décrire
les variations temporelles de la taille d’une population depuis une
variation chaotique, sans rythme précis, mais entre des bornes fixes,
jusqu’a une abolition compléte de la population, en passant par
une variation quasi-sinusoidale de I'effectif de cette population, a
partir de la variation d’un seul coefficient correspondant au taux de
reproduction de la population, qui est le rapport entre la production
et la mort des individus qui composent cette population [23]. Dans
le cas de la population des neutrophiles, un exces d’apoptose, dans
une proportion variable que "on ne sait pas quantifier finement,
qui peut varier en fonction des mutations précises et du contexte
épigénétique [24], contribue a I’excés de mort cellulaire [16]. Cette
modélisation qui reste théorique permet ainsi d’intégrer la situation
physiologique et des entités pathologiques impliquant une altéra-
tion de la granulopoiese.

Neutropénie et risque leucémique

’augmentation tres importante du risque de leucémies est une don-
née majeure chez ces patients. Ainsi, I'incidence cumulée des leucé-
mies parmi les patients porteurs de neutropénie congénitale sévéere
est d’environ 15 % a I’Gge de 20 ans [25].

Ces leucémies présentent des caractéristiques particulieres. Il s’agit
principalement de proliférations de cellules trés peu différenciées
et 'anomalie cytogénétique la plus constante est une monosomie
7. Un grand nombre de ces leucémies est précédé par I’apparition
d’anomalies acquises du récepteur du G-CSF [26]. Ces mutations ne
sont pas retrouvées dans les leucémies aigués myéloblastiques ou
lymphoblastiques de novo.

L'étude des patients porteurs de mutations ELA2 montre que le fac-
teur de risque principal d’apparition d’une leucémie est la sévérité
de la neutropénie et non pas les mutations ELA2 par elles-mémes.
Ainsi le risque leucémique est nul ou tres faible dans les neutro-
pénies cycliques. Il est maximum si la neutropénie est permanente,
inférieure @ 100 neutrophiles/mm®. Plusieurs facteurs sont de fait
associés a cette sévérité, comme le nombre d’infections, mais aussi
I'utilisation du G-CSF, en particulier lorsque les doses sont élevées (>
15 pg/kg/jour) et le traitement prolongé [25].

Le lien entre les anomalies du récepteur au G-CSF, régulierement
observées chez ces patients avant et lors de la transformation mali-
gne, et la monosomie 7 n’est pas connu; a I'inverse, il a été montré
que les lignées de cellules blastiques porteuses d’une monosomie 7
sont particulierement sensibles au G-CSF qui sélectionne les cellules
porteuses de cette anomalie [27]. Uabsence d’effet oncogénique
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direct d’€LA2 et I'impact a la fois de la profondeur de
la neutropénie - qui modifie fortement les conditions
d’homéostasie médullaire et entrafne une hyperstimu-
lation compensatrice de la lignée monocytaire - et des
fortes doses du G-CSF démontrent qu’une stimulation
médullaire au long cours peut étre responsable d’une
transformation leucémique. La présence du risque
leucémique pour les patients recevant les doses les
plus élevés de G-CSF fait envisager, pour eux unique-
ment, I'indication d’une transplantation médullaire
[25, 28, 29].¢

SUMMARY

Granulopoeisis and leukemogenesis :

lessons from congenital neutropenia

Congenital neutropenia are extremely rare diseases,
defined by a permanent or cyclic decrease of blood
neutrophils. Molecular basis of several congenital neu-
tropenia has been recently determined, involving gene
coding for the neutrophil elastase gene (ELA2), GFI1,
WAS protein and mitochondrial HAX1 protein. These
mutations, dominant (ELA2, GFI1), X-linked (WAS) and
autosomal recessive (HAX1), result in instability of the
contents of the granules- particularly the neutrophil
elastase- or in abnormalities of the cytoskeleton, and
possibly, in an increased apoptosis. ELA2 mutations
resulting both in profound and permanent neutrope-
nia, and in cyclic - pseudo sinusoidal - neutropenia
lead to consider that time pattern is very close in the
two apparently distinct phenotypes. This observation
suggests that temporal variations of neutrophils could
be represented by non linear functions. Congenital
neutropenia, specifically ELA2 mutated, are also cha-
racterized by a high rate of leukemia (about 15 % at
20 years of age). Leukemia risk does not appear to be
related to an oncogenic effect of ELA2 mutations, but
much likely to the deepness of the neutropenia, and
the intensity of G-CSF therapy. ¢
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