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I. INTRODUCTION

Le syndrome de Ghosal (OMIM 231095), décrit pour ka premiere fois en 1988 par SP
Ghosal [1], est ure entité rare, transmise sur un mode autosomique récessif, &
caractérisée par I'association d’'une dysplasie diaphysaire et d’anomalies
hématologiques. Ce syndrome appartient au groupe des maladies osseuses
ostéocondensantes (MOC). Celles-d sont caractérisées par des anomalies de densité
osseuse et résultent d’'un déséquilitre entre la production osseuse (ostéoblaste) et la
résorption osseuse (ostéoclaste). Elles sont dassées en fonction de la locdisation de
l'ostéosclérose : diaphyse, métaphyse ou généralisée. A ce jour, leur physiopathogénie
reste encore mal comprise.

Le but de ce travail est la localisation puis l'identificaion du géne responsable de la
dysplasie diaphysaire de Ghosal (DDG). Pour cela, une analyse clinique préalable a
permis le recrutement de 4 familles consanguines. La technique de cartographie par
homozygotie a été choisie pour localiser le géne puis une stratégie génes candidats
par leur fonction dans la région d’homazygotie a été adoptée.

Présentation du sujet

Le syndrome de Ghosal, appartient au groupe des MOC avec atteinte diaphysaire qui
comprend en outre la dysplasie craniodiaphysaire et le syndrome de Camurati
Engelman (CED). Il se distingue de la dysplasie craniodiaphysaire par 'absence
d’atteinte du créne et la présence des anomadies hématologiques etdu CED par le
mode de transmission, et I'atteinte hématologique.

Les signes cliniques habituels sont une hyperostose accompagnée d’'une paleur ou
asthénie liées a 'anémie. Sur k plan biologique, ce syndrome se caractérise par une
anémie centrale, et parfois une thrombopénie en rapport avec une fibrose médullaire.
Sur le plan radiologique, I'atieinte osseuse comprend essentiellement une dysplasie
diaphysaire. Les lésions des os longs sont hilatérales et symétriques, associées une
hyperostose corticale et a une cavité médullaire élargie (figure 1).

Sous traitement par corticoides, les anomalies hématologiques régressent
habituellement en quelques semaines.

Ces derniéres années ont été marquées par l'identiication de plusieurs génes a
l'origine de MOC. Ces genes sont impliqués soit dans la bnction ostéoclastique soit
dans la différenciation des ostéoclastes (tableau1). Dans le cadre des MOC
diaphysaires, les génes identifiés codent pour des protéines impliquées dans la
différenciation des ostéoblastes.

Cependant, un grand nombre de MOC restent sans base moléculaire a ce jour et leur
physiopathogénie reste mal comprise.



Figure 1 :Aspects radiologiques du syndome Ghosal.

Radiographie des membres inférieurs chez tois patients de la méme famille
A noter, I'épaississement rrégulier de la corticale au niveau des diaphyses, 'anomalie
de modelage des os longs et le respect des épiphyses.

Tableau 1: Liste des génes identifiés dans les maladies ostéocondensantes.
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Il. MATERIEL ET METHODE

1. FAMILLES

Nous disposons de prelevement dADN issus de 4 familles consanguines, comportant
au total 6 sujets atteints (figure 2). Tous ces prélevements ont été réalisés apres
signature d’un consentement éclairé par les familles.

Les caractéristiques cliniques € biologiques des patient sont résumées dans les
tableaux 2 et 3. lIs répondent tous aux critéres diagnostiques du syndrome de Ghosal:
atteinte hématologique et ostéosclérose diaphysaire.

La famille 1 est dorigine marocaine (f=1/16 et 5/64), et comprend 3 individus atteints
Oussama, Mohammed et Slimane. On dispose des prélévements des trois sujets
atteints, de leurs parents et de la sceur du sujet V1.:

-Zaragan a été inifialement adressé dans le service pour le bian étiologique d’une
anémie chronique. Cet enfant était suivi pour une anémie normocytaire sévére
associée a une thrombopénie diagnostiquées a I'dge de 16 mois. Lensemble du bilan
etiologique était négatif hormis I'andyse morphologique des plaquettes révélant en
microscopie électronique des plaguettes présentant des granulations alpha identiques
a celles retrouvées dans le syndrome Paris-Trousseau. Une délétion 11923,
habituellement associée a ce syndrome, n’ a pas été retrouvée. Le myélogramme a
montré une moelle hypoplasique et la biopsie ostéomédullaire une myélofibrose. |l
alors été initialement suivi dans le cade d’'une myélofibrose idiopathique pendant un
an, traité par des transfusions réguléres de culot globulaires jusqu’a que les
radiographies des membres révelent une dysplasie diaphysaire. Une corticothérapie a
alors été débutée a la dose de 1 mg/kg/j permettant une amélioration rapide:
apparition d’une forte réticulocytose, résolution de 'anémie et de la thrombocytopénie
en 4 semaines.

Un an plus tard, la corticothérapie a été arrétée mais rapidement reprise a cause de la
rechute de I'anémie. A ce jour, il est toujours sous corticothérapie a la dose de 0.1
mg/kg/jour.

-Mohammed A est un homme de 34 ans, onde de Zaragan. Un bilan effectué pour
pneumopathie a permis de révéler une anémie microcytaire normochrome a 6g/dl
associée a une leucopénie et a une thrombopénie. Devant 'histoire familiale de
syndrome de Ghosal des radiographies des membres ont été réaisées mettant en
évidence un épaississement cortical de la diaphyse des tibias et une
ostéocondensation généralisée des vertebres et des métatarses. Ce paient souffre
également d’'un syndrome inflammatoire chronique compliqué d’'une amylose rénale
AA. Une corticothérapie a la dose de 0.5 mg/kg/j a entrainé une réponse rapide avec
une élévation du taux d’hémoglobine de 6 a8g/dl en 5 jours, le paient devenu moins
asthénique et décroissance du syndrome inflammatoire avec une diminution du taux de
CRP de 53mg/l a 13mg/I.



-Oussama, frére de Mohammed. Cet homme présente une atteinte osseuse
asymptomatique découwerte sur des radiographies réalisées dans le cadre d’un
dépistage familial. Aucune atteinte hématologique associée na été retrouvée.

La famille 2 est dorigine Tunisienne (f=1/32). On dispose des préléevements des deux
enfants atteints, Naim et Nadim, de I'enfant sain et des parents.

Chez le frére ainé, Naim, le bilan réaisé pour une pdeur a I'age de 2 ans a @nduit a
la découverte d’une bicytopénie (anémie et thrombopénie) avec fibrose médullaire. Les
radiographies des membres ont révélé une dysplasie diaphysaire des tibias et fémurs.
Toutes les anomalies hématologiques ont régressé spontanément en quelques mas. A
ce jour son bilan hématologique est normal, mais cet enfant présente toujours une
hyperostose corticale des os longs.

Chez son frére, Nadim, 'anémie a été décowerte de fagon fortuite a 'dge de 18 mois
lors d’'un bilan systématique pour une intervention chirurgicale. Devant la persistance
de 'anémie malgré ure supplémentaion en fer, un bilan plus complet a été effectué.
Celui-ci retrouvait une anémie centale microcytaire (VGM=69) normochrome
(CCMH=32) associée a une thrombopénie, sans carence en fer ou vitaminique, ainsi
qu’une hyperlymphocytose. Aucune étiologie infectieuse ou immunologique n' a été
retrouveée.

L’ anémie s’est ensuite progressivement aggravée et une thrombopénie est
secondairement apparue (100 000/mm3).

Le bilan radiologique a révélé un épaississement cortical de la diaphyse des os longs
des membres inférieurs et supérieurs permettant le diagnostic de syndrome de Ghosal.
Une corticothérapie a alors été débutée permettant une élévation du taux
d’hémoglobine en moins de 15 jours. Par contre, a 10 mois du début du fraitement il
persistait toujours un épaississement de la corticale des os longs.

La Famille 3 est d'origine Tunisienne. Lenfant atteint, Ali, est le sixieme enfant d’'une
fratrie de 6 de parents consanguins (f=1/32) en bonne santé. On dispose des
prélevements de I'enfant atteint, des freres et sceurs, et des parents.

A I'age de 14 mois, il est hospitalisé en raison d’un tableau clinique asscciant une
paleur cutanéo-muqueuse, des ecchymoses et une splénomégalie. Lhémogramme
réalisé révele une anémie nomocytaire normochrome arégénérative (hémoglobine a
3g/dl) associée a une thrombopénie (35 000/mm3), sans leucopénie ni neutropénie
associées. Le myélogramme réalisé montre une moelle riche avec un blocage de la
maturation granulocytaire au stade myelocyte/métamyelocyte, une maturation
érythroblastique normale, de trés rares mégacaryocytes, et la présence de nombreux
ostéoblastes et ostéoclastes, sans infiltrat blastique. Deux bigpsies médullaires
réalisées par la suite mettent en évidence une moele pauvre hypoplasique. Lenfant
est alors transfusé a plusieurs reprises en culots globulaires et plaquettes.

Sur le plan osseux, kes radiographies des os longs révélent une dysplasie diaphysaire
avec anomalie de remodelage diaphysaire.

En décembre 2002, une corticothérapie est débutée a la dose de 1mg/kg/j permettant
la correction de I'anémie et de la thrombopénie en mains de 4 semaines avec
disparition des besoins transfusionnels et une régression quasi compleke de



I'hépatosplénomégalie. Sur le plan osseux on note une discrete amélioration avec
diminution de I'épaisseur de la corticale.

La Famille 4 est dorigine Pakistanaise (f=1/16). Lenfant atteint, Amin, est la derniére
fille d’'une famille de 5 enfants nés de parents cousins germains. On dispose des
prélevements de I'enfant atteint, des freres et sceurs, et des parents.

A l'occasion d’une bronchiolite, a I'dge de 14 mois, une anémie sévere a 6 g/dl
(VGML=61.5, réticulocytes=70 000/mm3), associée a une thrombopénie (100
000/mm3) sont déoouvertes. Conjointement a ces anomalies hématologiques, on
constate une hypertrophie osseuse prédominant aux niveaux des fémurs, des tibiss et
des avant bras.

Les radiographies de squelette réalisées retrouvent un épaississement des arcs
costaux, un épaississement cortical de la base du sphénoide, des diaphyses des 0s
longs des membres supérieurs et inférieurs avec une cavité médullaire élargie.

Le myélogramme retrouve une richesse cdlulaire globalement trés dminuée
prédominant au niveau de la lignée mégacaryocytaire sans dystrophie cellulaire
majeure, ni infiltrat blastique.

Devant ce tableau, le diagnostic de syndrome de Ghosal est évoqué et une
corticothérapie est débutée a I'adge de 1 an & 5 mois a la dose de 2mgkg/j de
prednisolone. Sous traitement, 'anémie et la thrombopénie se sont améliorées en
moins de 15 jours permettant par la suite une décroissance progressive de la
corticothérapie. A I'age de 3 ans, it aprés 1 an et demi de traitement, les diaphyses
des os longs restent tres remaniées avec une incurvation et un élargissement
métaphysaire important. Une ostéodensitomeétrie effectuée a I'age de 3 ans apes 2
ans de traitement montre une DMO trés largement augmentée a 0.7 g/cm2 (hormale a
0.5) correspondant a un Zscore de +3.9 DS.

Actuellement, a 'age de 3ans et demi, toujours sous corticothérapie a la dose de 0.15
mg/kg/j de prednisolone I'enfant a une hémaglobine stabilisée aux alentours de 10g/dl
et un taux de plaguettes d’environ 125 000/mm3.



Figure 2: Généalogie des familles de notre échantillon
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Tableau 2 : Renseignements cliniques et radiographiques sur les patients de notre

Famille 1 Famille 2 Famille 3 Famille 4
Patients Mohammed [ Oussama | Slimane Nadim Naim Ali Amin
Origine Maroc Maroc Maroc Tunisie Tunisie Tunisie Pakistan
Coefficientde. | 44¢ 5/64 116 1/32 1/32 1/32 1/16
consanguinité (f)
Age au diagnostic | 34 ans 1 mois 24 ans 18 mois 2ans 14 mois 14 mois
Sexe M M M M M M F
Retard

. non non non non non non non
saturopondéral
Développement Retard a la
normal normal normal normal normal normal

psychomoteur marche
Anémie + + + + + + +
Thrombopénie + - - + + + +
Leucopénie - - - - - - -
Dysplasie + + + + + + +
diaphysaire
Corticothérapie + + - + - + +

échantillon.

Tableau 3 : Renseignements bidogiques sur les patents de notre échantillon.

Famille 1 Famille 2 Famille 3 Famille 4
Patients Mohammed Nadim Ali Amin
Hb (g/dl) 6.0 7.2 3.0 6.3
réticulocytes 57 500 31 000 35000 23000
VGM 71 65 80 63
Plaquettes /mm3 155 000 172 000 10 000 93 000
Leucocytes/mm3 7 300 12 600 8 500 9 300
I9G (g/l) ? ? 7.8 17.3 (N<9.1)
IgA (g/l) 4.7 ? 0.56 1.95 (n<1.0)
IgM (g/1) ? ? 0.6 1.47 (n<1.45)
Ferritine (ng/ml) 342 179 880 51
lono/P/Ca normal normal normal normal
Myélogramme/biopsie | Non fait myélofibrose moelle Moelle
médullaire hypoplasique/ | hypoplasique

myélofibrose




2. METHODES

A/ Extraction dADN

Apres obtention des consentements des familles, les prélevements sanguins des
patients et de différents membres des 4 familles ont été dbtenus. LADN est obtenu par
hémolyse des leucocytes, digestion des protéines membranaires par la protéinase K,
extraction d’ ADN au phénol saturé, puis lavage avec un mélange chloroforme-alcool
isoamylique. LADN ainsi obtenu est alors repris dans I'eau.

B/ PCR (polymerase chain reaction)

Les conditions d’amplification des marqueurs miaosatellites ou des exons sont les
suivantes : 100ng ADN, 0.2mM dNTP, 1.5mM MgClI2, 0.8 mM amorces sens et
antisens, 2.5ul tampon 10X, 0.15 uTaq Invitrogen(Ul.ul-1), dans un volume total de 25
ul. Les PCR sont réalisées dans un thermocycler Perkin EImer 2400 par une
dénaturation de 5 minutes a 94 C suivie de 35 cycles d’amplification (30 secondes a %4
°C : dénaturation, 30 secondes a b température moyenne d’hybridation des 2
amorces, et 30 secondes a 72 °C: élongation), puis une extension finale a 72 °C
pendant 7 minutes. Les amorces choisies et utilisées pour amplifier les exons sont
répertoriées en annexe.

C/ Cartographie primaire

La technique de cartographie par homozygotie a été adoptée afin de localiser le(s)
gene(s) candidat responsable du syndrome de Ghosal. Elle repose sur le recrutement
de familles consanguines pour localiser des maladies récessives rares. Les sujets
atteints héritent de deux copies identiques par eur ancétre commun et sont
homozygotes par descendance pour le locus morbide mais aussi pour las marqueurs
flanquants. Elle a été décrite pour la premiére fois en 1987 par Lander et Bostein.
Dans un premier temps un tour de génome complet a été réalisé en
collaboration avec le centre National de Génotypage d’Ewry (CNG) pour tous les
membres des familles 1 et 2. |l a consisté en I'étude de 382 marqueurs micosatellites
répartis tout au long du génome e espacés de 10 cM environ. Les microsatellites sont
caracterisés par un nombre variable de répétition di ou tri nucléotidique. Cette grande
variabilité de nombre de répétitions au sein de | population donne un caractere
informatif a ces marqueurs physiques du génome. Les microsatellites les plus
nombreux sont des répétitions de (CA)n.
Lanalyse de cette étude nous a conduit a étudié finement les régons d’homozygotie a
'aide d’autres marqueurs micosatellites. Les amorces de ces marqueurs sont
couplées a un photophore de type 6-FAM (fluorescence bleue), ou HEX (verte), ou
NED (jaune). Les produits de PCR sont melangés avec un marqueur de taille: e 400
HD ROX (applied biosystems) permettant la détermination de la taille des fragments.
Le mélange est déposé sur un séquenceur automatique (ABlI PRISMtm 3100). Les
données sont ensuite analysées avec le logiciel Genescan 3.1(Applied Biosystems)
puis exploitées dans I'application GENOTYPER 2.5 (Applied Biosystems).



D/ Etude des régions chromosomiques et des genes candidats par les banques
de données

La méthode de Lod score permet de tester I'hypothese de liaison génétique
entre 2 loci, pouvant étre 2 marqueurs anonymes, deux genes ou bien un marqueur de
localisation connue et un géne dont k localisation chromosomique est inconnue. On
étudie ainsi dans un ou plusieurs pedigees la ségrégation du gene et du marqueur
polymorphe. On calcuk ensuite le rapport entre la probabilité que le géne et le
marqueur soient liés et la probabilité qu’ils soient indépendants. Il est exprimé en
logarithme décimal par le Lod-score Z dont la valeur est maximisée par une valeur 0
dite fraction de recombinaison qui équivaut au rapport de gametes réarrangés sur les
gameétes totaux. On admet que deux loci sont liés si Z=+3 pour un 6 donné, signifiant
que I'hypothese de liaison est 1000 fois plus probable que I'hypothése d’indépendance.
On exclura la liaison si Z est inférieur a —2 signfiant que hypothése de liaison est 100
fois moins probable que I'hypothése d'indépendance. La fraction est corrélée a la
distance génétique ente le marqueur et le géne. La formule de Haldane permet de
convertir la fraction de recombinaison 6 en distance génétique exprimée en cM. Elle
n'est pas égale a la distance génétique exprimée en bases ou kb mais la dstance
génétique sera d’autant plus grande que les loci seront éloignés 'un de l'autre.

Les données (nombre et fréquence des dleles) des microsatellite sont rentrées dans
un logiciel dbase Il &in d’utiliser le programme M-Link (analyse en bi-point) de la
version 5.41 du logiciel LINKAGE. Lanalyse en liaison bipoint permet d’évaluer
I'étroitesse de la liaison génétique etde la valeur de la fraction de recombinaison qui
estime la distance entre le marqueur et le géne.

En utilisant la méthode de cartographie par homozygotie, 2 familles consanguines
avec un malade par famille si les parents sont cousin germains peuvent suffire pour
obtenir un Lod-score supérieur a 3. Nous avons pu utiliser cette méthode dans cette
étude.

E/ Séquencage des genes candidats

Il s’agit par cette technique de synthétiser, a partir du produit de PCR du
fragment étudier, le brin a séquencer a patir de son amorce spécifique. Elle dérive de
la technique décrite par Sanger en 1981.

Le produit d’amplification est purifié grace a une enzyme digérant les dNTP, les
amorces et autres réactifs (EXOSAP IT). 2ul sont additionnés a aul de produit
d’amplification et placées 15 minutes a 37 °C puis 15 minutes a 80 °C.A 4 pl de ce
produit est ajouté 2ul d’'amorces sens ou anti sens 2uM), 2ul de BIG DYE (Kit de
séquencage ABI PRISM Big Dye Terminator V2) et 2ul d’eau.Le BIG DYE est un mix
comprenant la Taq ,le tampon, le MgCI2, les dNTP et les ddNTP marqués par des
fluorophores (T:rouge, Avert, C:bleu, G:noir).

La réaction de séquence seffectue dans un thermocycler Perkin Elmer 2400 :
dénaturation 3 minutes a 96C, suivie de 30 cycles d’amplification n (20 secondes de
dénaturation a 96°C, 20 secondes ala température d’hybridation de la PCR, 1 minute
d’élongation a 60°C). Les réactions de s2quence ainsi obtenues sont purifiées sur
colonne de sephadex selon le protocole fourni (SIGMA), puis déposées dans un
séquenceur automatique (ABI PRISMtm 3100).
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F/ Etude des régions chromosomiques et des genes par les banques de
données.

Les sites utilisés en ligne pour vérifier fordre des marqueurs € leurs caractéristiques,
la présence et 'organisation des génes sont indiqués ici :

http:/www.ensembl.org/

http:/www.infobiogen.fr/services/deambulum/fr/
http:/mwww.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query

http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

http:/mwww.genome.ucsc.edu/

lIl. RESULTATS

1- GENOTYPAGE

Lanalyse des marqueurs miaosatellites répartis sur tout le génome a permis de mettre
en évidence différentes régions d’homozygotie communes aux familles 1 et 2. Létude
plus détaillée de ces différentes régions, a I'aide de microsatellites proches, nous a
permis d’identifier une région d’homozygotie commune a ces deux familles en 7g33-
34. La taille de la gion d’homozygotie est de 8.7 Mb pour la famille 1, et de 3.4 Mb
pour la famille 2 (figure 4). La faille de la région d’homozygotie commune aux deux
familles est de 34 Mb, comprise enre AC091742 et D7S2560 (figure 4).

Pour les familles 3 et 4, cette région a été exclue : aucune région d’homozygotie n’ été
mise en évidence pour I'enfant atteint de la famille 3 et, celui de la famille 4 est
génoidentique aux enfants sains pour les marqueurs de cette région (figure 3).

Le Lod score a été calculé a partir des haplotypes des familles 1 et 2. Le Lod score
maximal en analyse bipoint est dbtenu avec le marqueur D7S2513: Zmax=4.21 pour 6
=0 (tableau 4).

Par la suite, une deuxiéme région d’homozygotie située sur le chromosome 19 en
19913 a été identifiée pour la famille 3. Cette région de 6.94 Mb est bornée du ddté
centromérique par le marqueur D195223 et du c6te télomérique par un marqueur
microsatellite intragénique a CRX ( figure 5). Les marqueurs de cette région ont alors
été testés pour la famille 4. Nous avons pu déterminer une région d’homozygotie de
4.3 Mb, comprise entre les marqueurs D19S417 et D19S420, pour I'enfant atteint, ainsi
que pour une sceur dont le statut est inconnu ( figure 5).

2-RECHERCHE D’UN DESEQUILIBRE DE LIAISON

Les familles 1 et 2 liées au chromosome 7, originaires d’Afrique du Nord, partagent
pour le microsatellite D7S2513 le méme allele 6 dont la fréquence est faible dans la
population générale (3.6%). Nous avons donc recherché un déséquilitre de liaison
dans 'hypothése d’un effet fondateur. Lanalyse détaillée des marqueurs de la région
(DL1, DL2, DL3, DL7) nous a pemis d’identifier un haplotype commun de 0.8Mb stué
entre le géne BRAF et AC0933638 (figure 6).

1
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Figure 3: Haplotypes des familles 3 et 4 en 7q33-34
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Figure 4: Région commune d’homozygotie en 7933-34
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Figure 5 :Haplotypes des familles 3 et 4 en 19g13.
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Tableau 4: Méthode de Lod-Scores: total des LOD-SCORES pour les quatre
marqueurs de la région d’intérét

fraction de recombinaison

Marqueurs Distance 0.0 0.05 0.1 0.20 0.30 Zmax
génétique (cM)

D7S2560 - -3.57 -0.88 -0.26 0.13 0.12 0.13

D7S684 0.035 224 193 1.62 1.03 0.51 2.24

D7S2513  0.28 4.21 3.7 3.2 2.27 1.41 4.21

D7S688 0.71 - -0.81 0.97 0.76 0.44 0.97

Figure 7: Région commune d’homozygotie initiale localisée en 7933-34
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Figure 6: Déséquilibre de liaison en 7934
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Figure 8: Région d’homozygotie initiale localisée en 19913
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La région d’homozygotie est comprise entre les génes CYP2B6 et CRX désignés par

les 2 fleches.
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3. GENES CANDIDATS DANS LA REGION 7Q33-34

La région située en 7933-34 comporte 25 genes et 18 prédictions de génes. Parmi
eux, nous nous sommes intéressés aux genes candidats par leur fonction car jouant
un réle dans la différenciation des ostéoclastes et/ou ostéoblastes ou dans le
fonctionnement des ostéoclastes. Si la fonction du gene est inconnue, nous avons
recherché une expression dans los (ostéoblastes, ostéoclastes),soit par RT-PCR, soit
a partir de I'analyse de banques de données (unigen). Ainsi, 11 génes ont été
considérés comme candidats :

-ATPase, H+ TRANSPORTING, LYSOSOMAL, VO SUBUNIT A, ISOFORM
4;ATP6VO0A4 (NM 130841)

ATP6VOA4 est une pompe a potons, particulierement exprimée au niveau des cellules
corticales rénales au elle participe a I'acidification des urines [2]. La protéine
ATP6VO0A4 partage 47% d’identité avec une autre pompe a protons OC116
responsable dostéopétrose maligne (MOC généralisée avec pancytopénie).

Jusqu’ ici, aucune expression de ce géne navait été retrouvée dans l'os [3].

Nous avons tout d’abord \érifié son expression dans fos, et en particulier au niveau
des ostéoclastes, par RT-PCR (figure 9).

ATPV6

GAPDH

Figure 9: Profil d’expression d’ATPV6 par RT-PCR F :Fibroblastes,

C :Chondrocytes, O :Ostéoclaste, K :rein, T :témoin négatif.

Ce géne étant exprimé par les ostéoclastes, il est apparu comme étant un excellent
candidat. Le géne ATP6VO0A4 est constitué de 22 exons et couvre approximativement
une région de 92 kb.

- HOMEODOMAIN-INTERACTING PROTEIN KINASE 2;HIPK2 (AF 208291)

HIPK2 est une seline/thréonine kinase nuckaire qui interagit avec ’lhoméodomaine de
facteurs de transcriptions. Hofmann et al. [4] ont montré que HIPK2 ntervient dans la
voie du TGFp par l'intermédiaire de c-Jun: une surexpression d’HPIK2 actie la voie c-
Jun alors qu’un KO par RNAi inhibe la c-Jun NH2-terminal kinase (JNK). Le gene
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HIPK2 est constitué de 15 exons et couvre approximativement une région de 59 ko.
Son expression nayant pas été étudiée dans fos [5], nous avons montré son
expression dans deux lignées dostéoclates par RT-PCR (figure 10).

Figure 10: Profil d’expression d’HIPK2 par RTPCR. O 1 et O2:
Ostéoclaste, Fb :fibroblastes, T-:témoin négatif

- MYELOID DAP12-ASSOCIATING LECTIN,;MLD1/CLECSF5 (AF139768)

La protéine Clecsf5 est une protéine constituée d’'un domaire transmembranaire
capable de se lier avec DAP12. Des souris déficientes pour DAP12 présentent une
ostéopétrose sévere secondaire a un défaut de différenciation des ostéoclastes [6].
Lassociation de MDL-1 avec DAP12 en fait un bon candidat. Le gene MDL-1 est
constitué de 7 exons et couvre approximativement une région de 20 kb.

-PLEIOTROPHIN; PTN OSF-1/PTN (D90226)

Ce géne code pour une protéine de 136 acides aminés initialement décrit comme
heparine growth factor [7]. Dans los, PTN est synthétisée par les ostéoblastes a un
degré précoce de dfférenciation [8]. Des faibles concentrations de PTN in vitro sont
capables de stimuler la différenciation ostéaoblastique [8]. Il existe également un
modeéle animal de souris transgéniques surexprimant OSF-1. Ces souris ont un
accroissement de masse osseuse (environ 10%) secondaire a une augmentation de
I'activité ostéoblastique [9,10] . Le gene PTN est constitué de 5 exons et couvre
approximativement une région de 116 kb.

-V-RAF MURINE SARCOMA VIRAL ONCOGENE HOMOLOG B1; BRAF
(NM 002880)

B-raf est une sérine thréonine kinase qui intervient au niveau de la cascade des MAP
kinases (Raf/MERK/ERK) en assurant la transduction du signal mitotique de la
membrane cellulaire au noyau [11]. Le réle de ERK dans la survie des ostéoclastes
étant connu [12], B-raf pourrait également intervenir dans la différenciation
ostéoclastique par l'intermédiaire de cette voie des MAP kinases. Le gére B-raf est
constitué de 18 exons et couvre approximativement une région de 190 kb.
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-MAKORIN 1; MKRN1 (NM 013446)

Le gene de la Makorin ring finger protein-1 (MKRN1) est un géne exprimeé de fagon
ubiquitaire, appartenant a une nowelle classe de protéines en doigt de zinc [13]. Les
souris avec une mutation dans un pseudogéne régulant l'activité e MKRN1 ont un
phénotype comportant une augmentation de la densité osseuse [14]. Le géne MKRN1
est constitué de 8 exons et couvre approximativement une région de 28 kb.

-FLJ 10842/MuLK:Multple substrate lipid Kinase

C’est essentiellement par sa position au sein de la région en déséquilibre de liaison
que ce géne est apparu comme candidat. MULK est une lipide kinase, protéine
membranaire, exprimée de facon ubiquitaire, capable de phosphoryler de nombreux
substrats : diacylglycerol, ceramide, sphingosine et acyl glycérol [15].

Ce géne est constitué de 16 exons et couvre approximativement une région de 103 kb.
-RAB19B

Les protéines Rab appartiennent ala famille des GTPases. Elles sont localisées au
niveau de la partie cytosolique des membranes intracellulaires, ou elles agissent
comme des régulateurs des différentes étapes du trafic vésiculaire intracellulaire. Au
niveau des ostéoclastes, ces protéines participent a la résorption osseuse en
permettant la résorption des lysosomes [16]. Le géne RAB19B est constitué de 2 exons
et couvre approximativement une région de 14 kb.

-FLJ 40852

Cette prédiction de géne est située au niveau de la région en déséquilibre de liaison.
Elle partage 100% d’homologie avec le facteur de transcription ATF4 qui intervient
dans la différenciation des ostéoblastes [17,18]. La souris KO pour ATF4 a une anémie
sévere secondaire a une anomalie de la différenciation érythropoiétique [19]. De plus,
des souris transgéniques pour FIAT, un répresseur de ATF4, ont une diminution de la
densité et de la minéralisation osseuse secondaire a une diminution de I'activité
ostéoblastique[20]. Ce FLJ40852 est constitué de 5 exons et couvre
approximativement une région de 4 kb.

4. GENES CANDIDATS DANS LA REGION 19Q13

- TRANSFORMING GROWTH FACTOR, BETA-1; TGFB1 (BT 007245)

TGFB1 est une protéine contrlant la prolifération, la différenciation, et d’autres
fonctions dans de nombreux types cellulaires [21]. Des mutations de TGF31 ont été
identifiées dans ke syndrome de Camurati-Engelmann (CED)[22], principal diagnostic
différentiel de la dysplasie diaphysaire de Ghosal. |l sen distingue par le mode de
transmission autosomique dominant et 'absence d’atteinte hématologique. Nous avons
fait 'hypothése que des mutations de ce géne, paurraient également étre responsable
du syndrome de Ghosal. Le gene TGFp1 est constitué de 7 exons et couvre
approximativement une région de 23 ko.

-ETS2 REPRESSOR FACTOR ;ERF (NM 006494)

ERF appartient a la famille des génes ETS, déja impliquée dans des laicémies et
dans I'érythropoiese normale [23]. Cette famille de génes intervient également dans le
développement osseux: ERF ®prime la transcription d’ETS [24] et est régulé par
MAPK, effecteur du récepteur tyrosine kinase de la wie Ras/Erk.

Le géne ERF est constitué de 4 exons et couvre approximativement une région de 8
kb.

20



Le séquencage direct de ces différents génes localisés en 733-34 et 19913 a été
effectué sur ADN génomique en choisssant des primers pemettant I'amplification des
jonctions intron-exon chez un patient par famille associé a I'un de ses parents (soit 4
échantillons au total). Aucune mutation dans ces genes(ATP6V0A4, HIPK2, MLD1,
PTN, BRAF, MKRN1, MuLK, RAB19B, FLJ40852, TGFB1, ERF) n'a été identifiée.

Le séquencage du FLJ40B52 est en cours.

IV. DISCUSSION

Dans ce travail, nous présentons tout d’abord la locaisation d’'un géne responsable du
syndrome de Ghosal. Lutilisation de la méthode de cartographie par homozygotie nous
a permis, a partir de 4 familles consanguines, d’identiier une région commune aux
familles 1 et 2 en 7q33-34, ainsi qu’une autre région sur le chromosome 19 en 19q13
pour une troisieme famille.

La présentation clinique de tous ces patients est homogéne et analogue au cas déciits
dans la littérature, puisque tous les patients ont les signes principaux de ce syndrome,
la dysplasie diaphysaire et 'anémie. Cette homogéneité clinique contraste avec une
hétérogénéité génétique avec au moins au moins 2 lod différents identifiés, un sur le
chromosome 7 en 7q33-34 et un sur le chromosome 19 en 19q13.

Lanalyse des marqueurs pdymorphes situés dans k région en 70933 et la présence
d’éléments de recombinaison distincts dans les familles nous a permis de réduire cette
région commune d’hamozygotie a 3.4Mb définie en proximal par le marqueur D7S2560
et en distal par AC 091742-GT. Le Lod score maximal est obtenu pour le marqueur
D7S2513 (Z=4.21 pour 6=0).

Lidentification d’une région en déséquilitre de liaison pour les familles 1 et 2, toutes
deux originaires d’Afrique du Nord, nous a fait considérer avec une plus particuliére
attention les génes situés dars cette région de 0.8Mb. Cette région contient 5 génes
connus et 2 prédits.

Pour la région située en 19q13, nous ne pouvons affirmer avec certitude que la famille
4 soit liée a cette région puisqu’un enfant dont le statut est indéterminé est
génoidentique a I'enfant atteint. Les données diniques et radiologiques dans cette
famille seront complétées.

La deuxiéme partie de ce travail a consisté en I'étude mokEculaire des génes présents
dans la région d’intérét.

Nous nous sommmes tout d’abord intéressés aux genes candidats dont le profil
d’expression et la fonction étaient compatibles avec I'association caractéristique de ce
syndrome : 'ostéosclérose et I'atteinte hématologique. Nous avons considéré frois
approches physiopathologiques différentes :

1) Une premiére hypothése est un défaut de I'un des constituant de la matrice
extracellulaire. Les protéines (collagéne, acine, intégrine...), participant a la
composition et la structure de la matrice extracellulaire osseuse interviennent dans la
différenciation ostéoclastique [25,26]. Un défaut d’'un de ces constituants pourrait
expliquer la diminution du nombre d’'ostéoclastes observée sur certaines biopsies
ostéomédullaires de patients atteints du syndrome de Ghosal. Aucun gene connu situé
dans la région en 7933-34 ne codant pour une protéine de la matrice extracellulaire,
nous n‘avons pas séquencé de genes cardidats comrespondant a cette hypothese.
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2) Lexces de densité osseuse peut étre en rapport avec un défaut de résorption
osseuse en rapport avec :

- une altération d’'une protéine de la bordure en brosse des ostéoclastes : c’est
dans cette hypothése que nous avons exclu, apres avoir vérifié son expression dans
l'os, la pompe a protons ATP6VOA4 qui appartient a une classe de protéines ayant un
réle majeur dans la résorption osseuse .

- un défaut d’endo et/ou exocytose vésiculaire : nous avons identifié deux

GTPases pouvant correspondre a cette hypothése: Rab19 situé en 7933 et RABAC1
en 19g13. Les GTPases sont impliquées dans de multiples wies de signalisation
intracellulaire, notamment le trafic vésiculaire et 'organisation du cytosquelette des
ostéoclastes [16,27,28]. Si Rab19 et RABAC1 n’ont pas encore été étudiées au niveau
des ostéoclastes, leur appartenance a cette famille de GTPases en fait de bons
candidats. Le géne RAB19B a été exclu.

- un défaut de différenciation ostéoclastique. Hématies & ostéoclastes dérivent de
précurseurs myélomonocytaires communs [29].Un défaut de différenciation de ces
précurseurs expliquerait donc les deux versants, osseux et hématopoiétique, de cette
pathologie. Trois génes susceptibles d’intervenir dans la dfférenciation ostéoclastique
HIPK2, BRAF et MKRN1 ont été séquencés et exclus.

3) Une derniere possibilité serait que cette pathologie soit secondaire a une altération
de l'activité ou de la différenciation ostéaoblastique, responsable d’'un exces de
formation osseuse. Les ostéoblastes dérivent de cellules souches mésenchymateuses
qui entretiennent des rapports étroits avec les cellules souches hématopoiétiques. Ces
interactions, médiées par la synthése de cytokines (G-CSF,M-CSF,IL1,IL6), participent
a I'érythropoiése [30]. Un défaut de différenciation de ces cellules pourraient donc étre
responsable d’'une aromalie du modelage osseux ainsi que d’'une anémie. C’est dans
cette hypothése que le géne PTN aété séquencé et exclu.

Dans un deuxiéme temps, nous avons considéré les génes candidats présents dars la
région de 0.8Mb en déséquilibre de liaison. Cette région comporte 3 récepteurs du
godt et 2 protéines mitochondriales qui nont pas été considérées comme candidats.
La premiére protéine prédite, MULK, est une lipide kinase. Ce gene a é€ séquence et
exclu.

La deuxieme protéine prédite correspond au FLJ 40852 dont ke séquengage est en
cours.

V. PERSPECTIVES

A court terme, le séquengage des géres candidats situés en 19q13 va se poursuivre
en espérant que le recrutement de nouvelles familles permettra de définir une région
d’intérét de taille inférieure.

Il existe un petit gap de 0.16 kb en 7g33. Linterrogation des bases de données est
effectuée régulierement afin de mettre en évidence de nouveaux génes a séquencer.
A plus long terme, nous chercherons tout d’abord a déterminer la fonction du géne
identifié. Dans 'hypothése ou ce gene jouerait un réle dans la différenciation des
cellules souches mésenchymateuses ou hématopoiétiques, fobtention de lignées
cellulaires ostéoclastiques ou ostéoblastiques a partir de cellules souches des patients
nous permettrait de déterminer le profil d’expression de ce gene ainsi que les wies de
signalisation dans lesquelles il est impliqué. Ces lignées cédllulaires permettrait
également d’étuder le mécanisme d’action des cotticoides dans cette pathologie.
Leffet des corticoides sur le métabolisme osseux demeure imparfaitement connu, les
résultats des études n vitro apparaissant en contradiction avec leur effet observé en
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pratique courante [31]. Létude de la différenciation dostéoblastes et d’ostéoclastes, de
témoins et de patients, en présence et absence de corticoides permettrait d’analyser
leur mécanisme d’action sur la différenciation de ces deux lignées.

Dans une perspective thérapeutique, ces lignées cellulaires nous permettraient de
rechercher une molécue capable de réactiver la voie de différenciation et d’envisager
une thérapie cellulaire a partir de cellule souches mésenchymateuses ou
hématopoiétiques.

VI. CONCLUSION

Ce travail a permis de localiser un gene responsable du syndrome de Ghosal en 7933-
34 dans un intervalle de 3.4 Mb. L identification d’un déséquilitre de liason au sein de
la région d’homozygotie 7g33-34 nous a permis de définir, une région de 0.8Mb
commune aux familles 1 et 2.

Nous avons exlus 11 génes candidats par leur position et leur fonction. Le séquencage
des genes candidats se poursuit.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence une hétérogénéité génétique en identifant
une deuxiéme région localisée en 19g13.

Lidentification des bases génétiques e la dysplasie diaphysaire de Ghosal permettra
de contribuer a la compréhension de la physiopathologie des maladies
ostéocondensantes en identifiant de nouvelles protéines participant a la différenciation
des précurseurs communs awx cellules osseuses et aux cellules hématopoiétiques.
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VIIl.Annexe :Liste des amorces
ATP6VOA4

ATP6VO0A4-25’ cccacagtgtigggattatagg
ATP6V0A4-23’ ctcagcacacgaccacctcatt
ATP6V0OA4-35’ gtctcctaaaatcagaagtg
ATP6V0A4-33’ tcgattccagcetcacggcetect'
ATP6VO0A4-45’ tggcagctgttgctactaacat
ATP6V0A4-53’ cggaatctgcaagtggctctca
ATP6V0A4-65’ ctgcaatcatgttatgtgct
ATP6V0A4-63’ atggcctagccatggaacaga'
ATP6VO0OA4-75’ tctggccaggagceactcetgt
ATP6V0A4-73’ tgcatccatgggaaacagtc'
ATP6V0A4-85’ ggtgtgtcttcacgtcctaca
ATP6V0A4-83 ggagaacgaagcgcttctgct
ATP6VO0A4-95’ atggccttgctctcaactgt
ATP6V0A4-93’ tctagaagccacagtcgtgty'
ATP6V0A4-105’ tctaggataggctggccatct'
ATP6V0A4-103’ cagggcttgtatgaaaacagc'
ATP6VO0A4-115’ cagccacaggtcaaaggagec
ATP6V0A4-113’ agccaacaccttctgagagecc'
ATP6V0A4-125’ aagttcgctcagtgagggac
ATP6V0A4-123’ gattcccacagctactacce
ATP6V0OA4-135’ cgtggagctgtggcagggaate
ATP6V0A4-133 acggcaccaaaccatccaa
ATP6V0A4-145’ gctcttcctgtctggatgat
ATP6V0A4-143’ tagacctaggtgtagactcc
ATP6VOA4-155’ ttcgtgactggtggtatt
ATP6V0OA4-153’ tcttctctectccagaggtet
ATP6V0OA4-165 gtatgcattgagctggactgaa
ATP6V0A4-163’ aggtgctgccatticcagccaa
HIPK2

HIPK2-A25 ggatctgttgagtttactigtacc
HIPK2-A23 cttgccecggtgacagaagtgetge
HIPK2-25" ggtcacctcagcaagcagca
HIPK2-35’ ctgatcatactccgaagcetc
HIPK2-45" gccagcagagccattagtat
HIPK2-43" acggccctcttcectaageg
HIPK2-55’ ccagtgatgaggagctaagt
HIPK2-53’ ctattgcagaagtcttgctge
HIPK2-65’ cttgagagatcaggaggaagtt
HIPK2-65’ ctgggcctttaaagtttgccga
HIPK2-75’ catcccacgttaccctctt
HIPK2-75’ tcaagtcctgaggctcacactg
HIPK2-85’ cccaacatgccacctccctcat
HIPK2-85’ ccagaggccgttctgtaagaag
HIPK2-95’ ccagctgttcacagcgtctcagcta
HIPK2-95’ gaagcacctaactcattactaggg
HIPK2-105' gtgattagcaaacatggtcattgc
HIPK2-103' tgtgttggcagtggacgtgcctc
BRAF

BRAF-15 caatccectcaggeteggcetg
BRAF-13 aaggtggctgagggcatcaagcc
BRAF-25 ggcagttactgtgatgtagttgt
BRAF-23 cccacctcctazaataatcaagat
BRAF-35 gttaatgtcaggacaaagtccg
BRAF-33 caacaactgatctgtctgaa
BRAF-45 gtaatttgctccctttacct

BRAF-43 ccctaggttttggtaaagatcc
BRAF-55 catatcttcagcatgaggt

BRAF-53 caactgatttcaactcagg

BRAF-65 caagagagtagatacgtcagt
BRAF-63 gacatcgtagcttcacattaag
BRAF-75 tggtatatgaagcttctgggt
BRAF-73 gcggttcaagtagcatgtcge
BRAF-85 cctttatatcgttactctg

BRAF-83 ggcacttatttctgatctaag
BRAF-95 cagtgttatcgctactctctg
BRAF-93 ctctgtgtctgttactiga

BRAF-123 ccactgggaaccaggagctaat
BRAF-135 ccgacagactactitggttct
BRAF-133 gaatagcagccaaaacctt'
BRAF-145 cacccccaagtatgttctgt
BRAF-143 cctgctctcctatacatge
BRAF-155 ctcttcataatgcttgctctgatag
BRAF-153 gtaactcagcagcatctcagggc
BRAF-165 gcattgctctaggaattatag
BRAF-163 ccttcacgcttacccaggagt
BRAF-175 caacttatctacaaggttg
BRAF-173 gtgctcagaaatctgtcta
BRAF-185 gggactcttaaagatttataccacc
BRAF-183 accacacaagtgttctttggt

RAB19

RAB19-15 ccccagatctactgggtctga
RAB19-13 tgcccggcetgceatcacttacact
RAB19-25¢gcatgcatgcctatigaagaacta
RAB19-23aacactacggtatcctggctacct

MKRN1

MKRNT1-15ccggaccggaactatgtgatcc
MKRN1-13 ctcectecececgegecgeaggctt
MKRNT1-25 caaggattggttitaatccag
MKRNT1-23 cctccaacccacccctgpacaa
MKRNT1-35 tgagccaccacgactggccgac
MKRN1-43 caaatggatgaactgctatcc
MKRNT1-55 gttcatgccttatctatttggacc
MKRNT1-53 cacacacatctccctaaag
MKRNT1-65 caatgactggattccacttg
MKRN1-63 ggcacaagttactaaattcttccc
MKRNT1-65 gcattgcagcctgttcatt
MKRNT1-63 gctctgttgggctcttcge
MKRNT1-75 cactgtgaataagggttgc
MKRN1-73 gcaggactcaactgatacctt
MKRNT1-85 gacagtgccatccctatcatgg
MKRNT1-83 aggcactgccacaccaccacag

ERF

ERF-15 gggagaggctctgagaggcga
ERF-13 cccaaagtttctccgttcggt
ERF-25 acccagagccctggacttggca
ERF-23 caggcaaggggctgtgcaac
ERF-45a agacctgggtcccacgtacciga
ERF-43a aagatgaagatgaagagcaggct
ERF-45b caacgccctcecgaggtgetgteg
ERF-43b ccgtttcatgtcctcagggctg
ERF-45¢ gagcccgatgtaccccagtggtg
ERF-43c tccgactcgecttcagagatgg
ERF-45d cgcccccgecaccacagatca

ERF-43d ggaagagacaagagagctgccctcac

MLD1
MLD1-25 gagaggctgggatatgtcctagt

MLD1-35’ ccctgtgctgatacttgtttgt
MLD1-33 gaaggtctctaggaattcagc
MLD1-45 cacacagcccatactctgatgtt
MLD1-43’ ctctaagaattcagtgcatgag
MLD1-55 cactgtticatgacttagttgcag
MLD1-53 gccagcecacctctccatcectcac
MLD1-65" ggatcagatataatcatgggcac
MLD1-63’ ccagggtgaacccagcaatctca
MLD1-75 aggaagaggctgggctaaaatga
MLD1-73 ggaccgctactggtagacagat

PTN

PTN-25’ catcaagggttcaatgaatcttcc'
PTN-23’ gcaggtaattagactagatggac'
PTN-35’ ggttatatctggaagttaagg
PTN-33’ tgagaattatctcagagtagga
PTN-45’ atatacctttattatcctacaaa

TGFB1-3f cgtgacaccatctacccactgtc
TGFB1-3r caggacaaacaatggggtggacc
TGFB1-6f catgtggcttctatggtggt
TGFB1-6r caagcgcatctcgtageecg
TGFB1-7f cgaagtgagagaggctggcgceggta
TGFB1-7r cttaaatacagcccccatgggcaa

MULK

MULK-15 gcggcggaacccgagggeggeggea
MULK-13 ggctctcggeccagegegactcca
MULK-25 gaatggaagacagagtaatagg
MULK-23 cctgaggccctttggggcetgtt
MULK-35 gagaagaggtgcctatatt
MULK-33 gcaagacactgtgcaagt
MULK-45 gataccttatgtgctgcaagtacat
MULK-43 tagctgcctgatagtctgtgat
MULK-55 gccctgaagaagattgtaag
MULK-53 ctaagaagccaagagaagag
MULK-65 ctttaaccttgtggctctagg
MULK-63 caacataccattgctctagg
MULK-75 ggagtaagtttatggtctatg
MULK-73 cgtgttctatgacatgggtagce
MULK-85 ttgtcatagtggacacacc
MULK-83 ttcattcccagtctogctca
MULK-95 gtgtttgtgcatgagtgcatgtgg
MULK-93 cattataacctcatttgaactgct
MULK-105 gtaggccatgaacatttgctga
MULK-103 ttcccagaagatcactgtgaa
MULK-115 gtctgccatgaatggtatctat
MULK-113 gcatgccacattcatctgtage
MULK-125 ctcccagagtggaattgtacat
MULK-123 cacttctaaactgaccagggc
MULK-135 cagctagcagctagccgtccg
MULK-133 ttagtgggagaggactatagc
MULK-145 tgaaccatcaaagctgaggat
MULK-143 tcttagacttcatggggcactctg
MULK-155 gctacattgttgcaacctagtgc
MULK-153 caggccgatgacgaacgaatca
MULK-165 gagacctccaactccagtagge
MULK-163 agtccgtgtttaggagggccaacc
FLJ40852

CDI1-25 gctggcaggctgtgcaatttaagg
CDI1-23 caagctccattcatggtaagegcee
CDI1-35 ccaagatggatgactgtatatcc
CDI1-33 cctacacatgtgggcttgtattc
CDI1-45 cattgtgagtagtgctcagattc
CDI1-43 ctggtgctaccagacatggacaatc
CDI1-55 gaagcgactatctccttcttcact
CDI1-53 accttagtagtctatgtccacac
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BRAF-105 atcccccaaccttctacce
BRAF-103 ggctgtgacttctaagaaga
BRAF-115 caggcataaggtaatgtacttaggg
BRAF-113 gcgaacagtgaatatttcctttg
BRAF-125 ggtatggagttagggctatg

Etude Génétique du Syndidme de Ghosal

La Dysplasie hémato-diaphysaire de Ghosal est une malade ostéocondensante de
transmission autosomique récessive responsable d’'une condensation daphysaire et
d’'une anémie arégeénérative corticosensible. A ce jour, les bases moléculaires de ce
syndrome demeurent inconnues.

Le but de cette étude était de locdiser le géne responsable du syndrome de

Ghosal en utilisant la méthode de cartographie par homozygotie.

Une étude de liaison a été rédisée a partir de LADN de 6 patients provenant de 4
familles consanguines.

Les résultats de cette étude montrent que le géne de b dysplasie diaphysaire d e
Ghosal est localisé sur le chromosome 7 en 7q33-34 avec un lodscore maximal de
4.21 pour 8=0 pour le marqueur microsatellite D7S2513. Lanalyse d’évenements de
recombinaison a permis de définir un locus de 3.4Mb contenant 25 génes connus et 18
prédictions de genes. Un région en déséquilibre de liaison a éé identifiée définissant
ainsi une région de 0.8Mb contenant 5 génes connus et 2 prédictions de génes.
Lexclusion du locus 733 dans une famille a permis l'identification d’'une autre
localisation en en 19q13 et la mise en évidence d’'une hétérogénéité génétique. Les
génes candidats dans les deux régons, 7q33 et 19q113 ont été séquences selon leur
position et leur fonction. Au total, 12 genes ont été exclus par séquengage direct. Le
séquencgage se poursuit pour les autres genes de la région.

Mots clés: Dysplasie hémato-diaphysaire, anémie, étude de liaison par homozygotie.
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