
famille consanguine algérienne dans laquelle 5 enfants atteints présentent 
un RMNS. Mettant à profit la stratégie de cartographie par autozygotie, 
nous avons mis en évidence une région unique d'homozygotie de 6,5 M b 
en 6q22.31-q23.2, avec un LOD score maximum de 4,16 au locus 
D6S3136. Cette région contient 44 gènes connus. Nous avons identifié une 
variation homozygote dans le gène MED23 (p.R611Q), qui co-ségrége 
avec la maladie et n'a pas été retrouvée chez 608 chromosomes contrôles 
(dont 242 chromosomes de la même origine ethnique), suggérant qu'elle 
est vraisemblablement à l'origine du RM. MED23 code une des sous-unités 
d'un large complexe multiprotéique : le Médiateur (MED). Ce complexe 
est un élément clef de la machinerie générale de transcription qui sert 
d'interface dynamique entre les facteurs de transcription spécifiques et 
l'ARN polymérase II (Ryu et al.. Nature, 1999). De façon très intéressante, 
des mutations faux sens de la sous unité M E D 12 sont associées aux syn­
dromes d'Opitz-Kaveggia (Risheg et al. Nature genetics, 2007) et de Lujan 
(Schwartz et al, Journal of Médical genetics, 2007), qui sont deux syn­
dromes de R M liés à l'X. Des expériences de RT-PCR sur des ARNs de 
tissus adultes et fœtaux montrent une expression ubiquitaire de MED23. 
Par ailleurs, des études de RT-PCR quantitative réalisées dans des cellules 
de patients, suggèrent une anomalie d'expression de certains des gènes 
régulés par le complexe MED. Enfin, des études par immunoprécipitation 
de chromatine sont maintenant en cours pour tenter de corréler ces ano­
malies à un éventuel défaut d'assemblage des différents partenaires de la 
machinerie transcriptionnelle. En conclusion, nos résultats confirment 
l'efficacité de la cartographie par autozygotie pour identifier de nouveaux 
gènes responsables de pathologies autosomiques récessives rares. Ils appor­
tent également un nouvel argument en faveur du rôle majeur du complexe 
M E D dans l'étiologie des retards mentaux. Enfin, les analyses en cours 
devraient nous permettre de mieux caractériser la fonction de MED23 au 
cours du développement du système nerveux central. 

Mots-clés : retard mental, complexe mediator, transcription. 

•P544. MALADIES GÉNÉTIQUES EN TUNISIE: U N E R E V U E 
SYSTÉMATIQUE 
L. Romdhane, I. Manai, S. Romdhane, S. Abdelhak 
Investigation Moléculaire des Maladies Orphelines d'Origine Génétique, 
Institut Pasteur de Tunis, Tunisie 
Contact : sonia.abdelhak@hexabyte.tn 

La Tunisie est un pays Nord Africain situé à un carrefour entre l'Afrique et 
l'Europe. Les données concernant les maladies génétiques dans les pays en 
voie de développement, tel que la Tunisie, sont peu disponibles bien que les 
pathologies héréditaires y sont considérées comme un réel problème de santé 
publique à cause du taux élevé de la consanguinité qui peut atteindre 60 %. 
L'objectif de cette présente étude est d'évaluer l'ampleur des maladies géné­
tiques affectant la population tunisienne à travers une revue de la littérature 
scientifique. Une recherche dans les textes d'OMIM a été effectuée. Une 
revue systématique des publications de PubMed en utilisant les mots-clés 
« genetic disease Tunisia » et « Tunisian patient » a été aussi réalisée. Les 
données de la « littérature grise » ont été récupérées à partir des rapports de 
meetings nationaux et internationaux, journaux locaux, thèses de médecine et 
de biologie ainsi que de monographes. Les rapports comprenant les données 
épidémiologiques, cliniques, génétiques et moléculaires ont été sélectionnés. 
Les données concernant les maladies génétiques affectant la population tuni­
sienne concernent des patients vivant en Tunisie et à l'étranger. Une liste non 
exhaustive de 251 de désordres génétiques a été identifiée. Parmi eux, 66,93 % 
sont autosomiques récessifs, 21,51 % autosomiques dominants, 5,18% liés 
au chromosome X, 0,4 % liés au chromosome Y , 0,8 % à transmission mito­
chondriale, 2 % à transmission mixte, 2,4 % sporadique, et 0,8 % de mode 
de transmission inconnue. Cinquante cinq pour cent de ces maladies généti­
ques ont une étiologie moléculaire connue et sont due à au moins une muta­
tion. Un effet fondateur a été noté dans 7,17 % des maladies dont 50 % sont 
spécifiques à la population Tunisienne, le reste étant communs à d'autres 
populations nord africaines. Pour plusieurs cas, l'hétérogénéité est responsable 
pour leur fréquence élevée. L'hétérogénéité allélique est aussi marquée et 
conduit à l'expression du même phénotype morbide. Étant donné les taux 
élevés de consanguinité et endogamie en Tunisie combinés avec un effet 
fondateur, plusieurs désordres génétiques ont émergé, ceux qui sont transmis 
selon le mode récessifs comptant pour la majorité. Actuellement en Tunisie, 
il existe plusieurs études sur la prévention de l'handicap à travers les réseaux 
pluridisciplinaires. Les programmes d'éducation sur la santé tôt pendant le 
cursus scolaire semble être un excellent moyen de prévention de telles patho­
logies pour un pays en voie de développement comme la Tunisie. Pour des 
raisons géographiques, socioculturelles et historiques, notre étude a un impact 
au niveau régional, étant donné que la structure de la population tunisienne 
est très similaire à celles des pays voisins. 

Mots-clés : maladies génétiques, Population Tunisienne, consanguinité. 

•P545. D É V E L O P P E M E N T D U DIAGNOSTIC M O L É C U L A I R E 
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S. Chakroun, F. Cherif, L. Chérif-Ben Abdallah, W. Chérif, I. Chouchane, 
I. Dorboz, K. Lasram, O. Messaoud, H. Messai, S. Nouira, F. Ouechtati, 
H. Ouragini, L. Romdhane, F. Talmoudi, M. Majdi Zorgati), M. Mokni, 
S. Boubaker, M.F. Ben Dridi, L. Elmatri, F. Warda, K. Monastiri, H. Ben 
Abid, N. Miladi, S. Kachboura, N. Kaabachi, F. Amri, A. Ayadi, M. Tahar 
Sfar 
Exploration Moléculaire des Maladies Orphelines d'origine Génétique-
Institut Pasteur de Tunis, Tunisie 
Contact: rym.kefi@pasteur.rns.tn 

En Tunisie, comme dans tous les pays nord africains, la fréquence des 
maladies génétiques est relativement élevée, notamment pour les maladies 
à transmission autosomique récessive, à cause de la consanguinité et de 
l'endogamie. Au cours de ces dernières années, nous avons contribué à la 
caractérisation moléculaire de plusieurs maladies génétiques rares telles 
que l'anémie de Fanconi, les BCGites, l'anémie mégaloblastique, la kéra-
todermie palmo-plantaire et la granulomatose septique chronique. Une stra­
tégie standardisée a été adoptée. Dans un premier temps, le génotype des 
patients et de leurs familles est déterminé par des marqueurs moléculaires 
polymorphes de type microsatellites, flanquant les gènes candidats connus 
dans la littérature. L'implication ou non du ou des gènes candidats est 
mise en évidence par homozygotie par descendance. Dans le cas d'une 
liaison génétique, la recherche des mutations est réalisée par séquençage 
direct de la région codante et de la jonction exon/ intron du gène d'intérêt. 
L'étude de ces affections a montré une hétérogénéité clinique et génétique 
reflétant une grande richesse du patrimoine génétique de la population 
tunisienne. Ce haut degré de polymorphisme est dû aux flux migratoires 
multidirectionnels qu'a connu l'Afrique du Nord tout au long de son his­
toire. La valorisation de ces résultats de recherche s'est traduite par la mise 
en place du diagnostic moléculaire pour plusieurs maladies rares, handi­
capantes sur le plan physique et social, telles que la maladie de Gaucher, 
les glycogénoses type la et type III et les maladies cassantes de l'ADN. 
Ce qui a permis une meilleure prise en charge des patients et de leurs 
familles. 

Pharmaco-génétique 
•PS46. EST-IL PERTINENT D'INTEGRER LE TEST GÉNÉTIQUE 
D E K R A S À L'ARBRE DÉCISIONNEL THÉRAPEUTIQUE D U 
C A N C E R C O L O R E C T A L M É T A S T A T I Q U E ? 
S. Kury (1,2), C. Bossard (2), F. Airaud (1), I. Maury (1), P. Jamet (3), 
H. Senellart (4), T. Matysiak-Budnik (3). J.F. Mosnier (2), S. Bezieau (1, 
2) 
(/) CHU de Nantes, pôle de Biologie, service de Génétique Médicale, 
Nantes, France : (2) Université de Nantes, Faculté de Médecine, EA 4273 
Biométadys, Nantes, France ; (3) CHU de Nantes, Institut des Maladies 
de l'Appareil Digestif, Service d'Hépato-Gastroentérologie, Nantes, 
France ; (4) Centre de Lutte Contre le Cancer Nantes Atlantique 
René Gauducheau, Nantes, France 
Contact : sebastien.kury@chu-nantes.fr 

Introduction : Des études récentes ont montré que les patients atteints d'un 
cancer colorectal (CCR) métastatique dénué de mutation du gène KRAS 
pouvaient bénéficier d'un traitement associant à une chimiothérapie 
conventionnelle un anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur à l'EGF 
(Epidermal Growth Factor). Or, il apparaît que seuls 20 à 50 % des patients 
non mutés présentent une réponse objective à ce traitement. L'hétérogé­
néité tumorale pourrait être l'une des raisons de cette « résistance » théra­
peutique. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons comparé les statuts 
mutationnels des gènes KRAS et BRAF entre la tumeur primitive et les 
métastases correspondantes, synchrones et/ou métachrones, de patients 
atteints de CCR métastatique. Méthode : Le statut mutationnel des gènes 
KRAS (codons 12 et 13) et BRAF (mutation V600E) a été analysé rétros­
pectivement dans les tumeurs primitives (n = 24), les métastases viscérales 
synchrones et/ou métachrones (n = 33) et les récidives locales (n = 1) de 
20 patients atteints d'un CCR métastatique et traités par un anticorps anti-
EGFR. Pour chaque patient, le nombre de métastases analysables était 
compris entre 1 et 4. Au total, 17 appartements entre tumeur primitive et 
métastase(s) ou récidive ont pu être étudiés. L'analyse mutationnelle a été 
réalisée par séquençage direct des amplicons PCR d'ADN génomique 
extrait de coupes paraffinées. La zone d'intérêt était systématiquement 
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macrodisséquée et seuls les échantillons contenant au moins 50 % de cel­
lules tumorales ont été examinés. Résultats : Une mutation KRAS a été 
identifiée dans 10 des 20 tumeurs colorectales primitives (50 % ) , 16 des 
31 métastases (51 % ) , ainsi que dans la récidive locale. Aucune mutation 
BRAF V600E n'a été mise en évidence. Alors que le profil mutationnel 
entre tumeur primitive et métastase(s) était concordant chez 10 patients 
(59 % ) , une discordance était observée chez sept autres patients (41 %) : 
dans 2 cas, la tumeur colorectale primitive était mutée et la métastase 
synchrone non mutée ; dans 1 cas, une mutation était détectée uniquement 
dans la récidive locale ; dans 1 cas, la tumeur colorectale et une métastase 
synchrone étaient non mutées, par opposition à deux autres métastases 
mutées, l'une synchrone et l'autre métachrone ; dans 1 cas, une mutation, 
identifiée dans la tumeur colorectale primitive et dans une métastase syn­
chrone, n'était pas retrouvée dans une métastase métachrone ; enfin, chez 
deux patients présentant un CCR synchrone multifocal, des résultats dis­
cordants ont été observés à la fois entre les tumeurs primitives, entre les 
métastases et entre les tumeurs primitives et les métastases. Conclusion : 
Cette étude démontre une hétérogénéité génotypique significative dans les 
CCR entre les tumeurs primitives et les métastases correspondantes. Ces 
données posent le problème de la valeur de l'information apportée par le 
test de KRAS dans le choix des options thérapeutiques concernant les 
patients atteints d'un CCR métastatique. 

Mots-clés : KRAS, cancer du côlon métastatique, hétérogénéité 
génotypique. 

•P547. ORIGIN A N D QUANTIFICATION O F CIRCULATING 
D N A F R O M C O L O R E C T A L C A N C E R M O U S E X E N O G R A F T S 
M O D E L A N D PATIENTS 
A.R. Thierry* (1), F. Moulière (1), J. Ollier (1), B. Robert (2), C. Gongora 
(2) M. Del Rio (2), F. Molina (1) 
(1) Sysdiag UMR3145, CNRS/BIO-RAD, Montpellier, France; (2) U896 
INSERM-Université Montpellier 1, IRCM CRLC Montpellier, France 
Contact : alain.thierry@sysdiag.cnrs.fr 

Although circulating D N A (ctDNA) appears as an attractive tool for aid 
in early détection, diagnosis, prognosis, disease monitoring or prédiction 
of response to thérapies, knowledge on origin, form and rate of release is 
still poor and often display discrepancies in the literature. W e describe the 
use of an animal model System and molecular tools enabling systematic 
side by side examination of those critical aspects. Nude mice were xeno-
grafted with human HT29 or SW620 colorectal carcinoma (CRC) cells 
and ctDNA were analyzed by RT-qPCR at différent time post-graft. This 
expérimental model allowed us to discriminate ctDNA deriving from 
normal cells (murine), and mutated and non-mutated tumor cells by tar-
geting KRAS or PS ATI gènes spécifie séquences to both species and upon 
the présence of KRAS G12V or B-RAF V600E mutation. W e optimized 
sample acquisition, handling and préparation to hinder expérimental varia-
bility. Q-PCR primer Systems were selected to obtain high spécifie and 
sensitive ctDNA quantification. Our results suggest that plasma vs. sérum 
appear as a better blood fraction for discriminating temporal ctDNA by 
qPCR analysis. Human-derived ctDNA level significantly increased with 
tumor growth, and total ctDNA amount (human- plus mouse-derived 
ctDNA) reached a 12 ng/ml plasma range corresponding to 2,800 copies/ml 
plasma in mice bearing high tumor weight (1 to 2 g). In contrast, a slightly 
significant increase of mouse (non-tumor) ctDNA level was only observed 
in high weight tumor xenografts. Tumor (human origin)/non tumor (mouse 
origin) ctDNA ratio significantly increase with tumor size (49%, 70% and 
87%, and 0%, 57% and 91% in low, médium and high tumor weight 
bearing HT29 and SW620 xenografts, respectively). This animal model 
underscores the proportion of tumor-derived ctDNA facilitating its exami­
nation, especially when studying mutant ctDNA. W e designed an original 
primer set System making possible to directly compare ctDNA degree of 
fragmentation by calculating an index, we termed D N A Integrity Index 
(DU). Data confirmed the high prédominance of mononucleosome-derived 
fragments from CRC tumor and, as a conséquence, of apoptosis as a source 
of ctDNA. Similar data were obtained when examining CRCm plasma 
samples (n = 20) in a comparative study with using healthy individuals 
(n = 9). Hence, our results strongly suggest that ctDNA size may vary with 
CRC tumor development and that such an animal model might provide 
clue to observe, among other parameters, the variation of ctDNA pattern 
upon the type of release. It may facilitate in scrutinizing the kinetics, fate 
and forms of ctDNA, in particular for designing spécifie tumor-derived 
ctDNA analysis. Ultimately this animal model might be useful to develop 
accurate and sensitive diagnostic tests for SNPs détection which are now 
required for predicting good response to new potent anticancer compounds, 
and to inspect whether ctDNA have any function or pathological effects. 

Mots-clés : A D N circulant, cancer, mutation. 
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S É Q U E N Ç A G E P O U R LA DÉTERMINATION DES M U T A T I O N S 
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TRAITEMENTS ANTI-EGFR D A N S LE C A N C E R D U C Ô L O N 
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F. Copigny, F. Spyratos, J.M. Guinebretiere, R. Lidereau, I. Bieche 
Plateforme HUVEGEN, Centre René Huguenin, Saint Cloud, France 
Contact: rouleau@crhl.org 

Avec l'avènement des nouvelles thérapeutiques ciblées dans le cancer 
du côlon, la caractérisation des marqueurs moléculaires est devenue une 
analyse de routine, principalement avec la recherche des mutations des 
codons 12 et 13 du gène KRAS comme marqueur de résistance aux 
traitements anti-EGFR. Entre 30 et 40 % des patients montrent une 
mutation sur un de ces deux codons. Cependant, on estime à environ 
50 % le nombre de patients montrant l'absence de mutations des 
codons 12 et 13 du gène KRAS et qui ne répondent pas au traitement 
anti-EGFR. Deux hypothèses pour expliquer ce chiffre en diagnostic de 
routine : 1) le manque de sensibilité des techniques couramment utili­
sées 2) l'existence de mutations activatrices non recherchées. Pour ce 
faire, dans le cadre de l'activité de la plateforme HUVEGEN, nous 
avons évalué une nouvelle approche combinant la qPCR-HRM (Light­
Cycler 480 - ProbeMaster", Roche Diagnostic) et le pyroséquençage 
(PyroMarK™Q96 ID, Qiagen). Le critère principal était l'impact sur le 
nombre de mutations identifiées sur les codons 12 et 13. Nous avons 
voulu aussi évaluer la prévalence d'autres mutations sur les gènes KRAS 
(codon 61), et BRAF (codon 600) dans des tumeurs adressées dans le 
cadre de la recherche des mutations sur les codons 12-13 du gène KRAS. 
Les tumeurs analysées provenaient principalement de patients opérés 
dans l'Ouest parisien (78-92). Les échantillons avaient été tous carac­
térisés en routine et en réplicat par la combinaison qPCR-HRM et 
séquençage Sanger des produits amplifiés (Dye Terminator®, ABI3130, 
Applied Biosystem). Les extractions ont été reprises par une approche 
combinant qPCR-HRM et pyroséquençage pour l'ensemble des muta­
tions étudiées. Une comparaison entre amplification PCR classique et 
amplification parCOLD-PCR fut également appréhendée. Sur 192 A D N 
sélectionnés sur la qualité de l'ADN, aucune nouvelle mutation du gène 
KRAS des codons 12 et 13 n'a été identifiée par l'approche HRM-
pyroséquençage. 75 tumeurs avaient une mutation sur les codons 12 à 
13 (39 % IC [32 %-46 %]). Seule l'approche de COLD-PCR a permis 
de augmenter la quantité des amplicons mutés d'un facteur deux en 
moyenne ce qui peut en faire une approche de choix pour les tumeurs 
avec un faible % de cellules tumorales. Cinq tumeurs avaient une muta­
tion sur le codon 61 (3 %, IC [0,4 % ;5 %]) et 14 une mutation sur le 
gène BRAF (8 %, IC [4 % ;12 % ] . Les mutations sur le codon KRAS 
61 et sur le codon BRAF 600 étaient exclusives des mutations sur les 
codons KRAS 12 et 13. Ces résultats sont en accord avec la littérature. 
Nous avons donc recensé 94 mutations des gènes KRAS ou BRAF sur 
192 échantillons (49%). Nous avons pu montrer la faisabilité de la 
combinaison qPCR-HRM-pyroséquençage. La sensibilité a été compa­
rable à l'approche qPCR-HRM-Sanger pour un coût et une rapidité 
d'obtention des résultats plus intéressants. La caractérisation de cette 
cohorte sera poursuivie sur d'autres gènes et sera complétée par des 
données clinico-thérapeutiques. 

Mots-clés : KRAS-BRAF, pyroséquençage, qPCR-HRM. 

•P549. IDENTIFICATION DES M U T A T I O N S D U G È N E KRAS 
PAR TECHNOLOGIES A R M S ET SCORPIONS : INTÉRÊT ET 
LIMITES D'UN KIT CE-IVD 
S. Bravo (1), J.P. Brouillet (1,2), A. Evrard (1,2), A. Polge (1), S. Lum-
broso (1, 2), J.C. Boyer (1) 
( /) Laboratoire de Biochimie, CHU Caremeau, Nîmes, France ; (2) Institut 
de Génomique Fonctionnelle, département d'oncologie moléculaire et cel­
lulaire, Montpellier 1, France 
Contact : sophie.bravo@chu-nimes.fr 

Le ciblage de la voie du récepteur à l'EGF a permis le développement 
d'une thérapie ciblée améliorant la prise en charge des patients atteints 
de cancer colorectal. Cependant certains patients ne répondent pas au 
traitement par les anticorps anti-EGFR. Des études ont montré le rôle 
prépondérant du gène KRAS (codons 12 et 13) pouvant expliquer cette 
résistance. Ainsi, il est devenu obligatoire d'analyser le statut muta­
tionnel du gène KRAS afin d'identifier les patients potentiellement 
répondeurs. Dans ce travail, nous nous sommes donc proposés de tester 
une technologie d'amplification avec sondes A R M S et Scorpions [Kit 
CE-IVD ROCHE-DXS® couplé à un LightCycler 480 II (Roche dia­
gnostic)]. Le statut mutationnel déterminé initialement par séquençage 
de 58 échantillons d'ADN extraits de côlon (38) ou de poumon (20) 
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inclus en paraffine a été comparé à celui obtenu automatiquement grâce 
au logiciel du kit. Pour expliquer les discordances nous avons cherché 
à comprendre l'algorithme utilisé par le logiciel, ce qui nous a conduit 
à effectuer une ré-interprétation biologique manuelle par double lec­
ture. Dans un second temps nous avons ré-analysé 44 échantillons en 
optimisant les conditions d'utilisation du kit (diminution du volume 
réactionnel). L'analyse automatisée des 58 échantillons permet de 
mettre en évidence 17 mutations alors que 14 étaient détectées en 
séquençage. Après interprétation biologique, 11 mutations supplémen­
taires sont observables. Par ailleurs, 3 échantillons non amplifiables en 
séquençage, sont analysés correctement par le logiciel. La limite de 
sensibilité propre à chaque technique est discutée au regard de ces 
résultats. Le statut mutationnel n'a pu être déterminé par le logiciel 
dans 27 % des cas (16 échantillons) du fait de la faible amplification 
d'un contrôle interne exogène associée à une amplification tardive du 
témoin (exon 4 du gène KRAS). Les limites de la technique apparais­
sent dans ces cas, où seules quelques copies d'ADN sont amplifiables 
et des résultats invalides peuvent alors être générés par l'analyse auto­
matisée. Les résultats obtenus avec les 44 échantillons après modifi­
cation des conditions d'utilisation du kit sont similaires aux données 
observées dans les conditions standard. La technique avec sondes 
A R M S et Scorpions ROCHE-DXS® reste plus sensible, plus simple et 
plus rapide à mettre en œuvre que le séquençage. Elle apparaît être 
adaptée pour l'identification en routine hospitalière des mutations du 
gène KRAS à partir de prélèvements tissulaires inclus en paraffine. 
Néanmoins l'interprétation biologique reste essentielle. Il convient 
maintenant de poursuivre l'optimisation des conditions expérimentales 
afin de diminuer le coût de revient de l'analyse tout en conservant ses 
qualités. Nous envisageons par ailleurs de confronter ces résultats à la 
réponse des patients à la thérapie ciblée. 

Mots-clés : thérapie ciblée, KRAS, mutation. 

•P550. VARIATIONS IN S E C R E T O R Y PLA2 TYPE IIA G E N E 
IMPACT CIRCULATING S E C R E T O R Y PLA2 ACTIVITY A N D 
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DIAL INFARCTION : A NATIONWIDE F R E N C H REGISTRY 
S. Kotti ( 1 ), T. Simon (2), for the fast-MI investigators 
(1) URC-EST, Hôpital Saint Antoine (AP-HP), Paris, France ; (2) Phar-
macology Department, Hôpital Saint Antoine (AP-HP), Université Pierre-
et-Marie-Curie-Paris 06, Paris, France 
Contact : skotti@chusa.jussieu.fr 

Background : Increased secretary phospholipase A2 (sPLA2) activity, 
which encompasses several types of sPLA2 including the group IIA, 
has been shown to be a predictor of coronary artery disease and récur­
rent events. Aim and Method: W e tested this hypothesis in patients 
enrolled in a nationwide French registry by assessing the relationship 
between sérum levels of sPLA2 type IIA mass, sPLA2 activity, varia­
tions of sPLA2 type IIA gene (PLA2G2A), and their impact on risk 
of death and récurrent myocardial infarction (MI) during 1-year 
follow-up. Findings: Sérum levels of sPLA2 activity were associated 
with risk of all-cause death and récurrent MI at 1 year. The impact of 
sPLA2 activity remained significant after adjustment for known car-
diovascular risk factors, C-reactive protein, sPLA2 type IIA levels, 
and treatments (including statins): 1.62 (0.96-2.72) and 1.92 
(1.17-3.17) for second and third tertiles vs first tertile (p = 0.037). 
Five single nucléotide polymorphisms in PLA2G2A were identified 
and distinguished six common haplotypes (frequencies > 5 % ) , which 
accounted for 94 % of the observed haplotypes. By single locus ana­
lysis, the rsl 1573156 G allele was associated with an increased level 
of sPLA2 activity (p<10-6). The G C G A A haplotype, the only haplo­
type carrying the rsl 1573156 G allele, was associated with an increase 
in sPLA2 activity up to 34.5 % (2.22 nmol/mL/min) versus the most 
fréquent C A G A A haplotype (1.65 nmol/mL/min, p < 0.0001). The 
same haplotype was also associated with risk of death and récurrent 
MI. After adjustment for âge, sex, diabètes, hypertension, C-reactive 
protein, and early statin therapy, the association between G C G A A 
haplotype and outcome remained significant (odds ratio 1.84, 95% 
confidence interval 1.14-2.95, p = 0.01); further adjustments for 
sérum levels of sPLA2 type IIA mass and sPLA2 activity abolished 
the association G C G A A (1.33, 0.81-2.18, p = 0.25). Interprétation: 
Variations in PLA2G2A are associated with sérum levels of sPLA2 
activity and major 1-year clinical outcome in patients with acute MI. 
This finding suggests a causal rôle of sPLA2 activity in the compli­
cations of coronary artery disease in humans. 

Mots-clés : pharmacogenetics, acute myocardial infarction, sPLA2 
activity. 
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L'atomoxétine est un inhibiteur spécifique du transporteur de la noradrénaline/ 
norépinéphrine (NET), dont l'efficacité est démontrée dans le traitement des 
enfants avec déficit d'attention/hyperactivité (TDAH). Nous avons déterminé 
si des polymorphismes dans le gène NET/SLC6A2 peuvent influencer la 
réponse à l'atomoxétine dans le TDAH. Deux cohortes indépendantes de 160 
et 105 enfants avec TDAH ont été traitées 6 semaines avec l'atomoxétine 
(0,5-1,8 mg/kg/jour). Le gène CYP2D6, dont le produit métabolise l'atomoxé­
tine, a été génotype ainsi que 108 polymorphismes nucléotidiques (SNP) loca­
lisés dans le gène NET/SLC6A2. La réponse au traitement a été définie comme 
une diminution de 25 % dans l'instrument de mesures cliniques TDAH Rating 
Scale IV-Parent Version et un score inférieur ou égal à 2 pour le Global 
Impression-Severity (CGI-S). La réponse interindividuelle est indépendante des 
variants de CYP2D6. Des associations significatives (p < 0,05) ont été obser­
vées entre 20 SNP de NET/SLC6A2 et l'efficacité clinique de la réponse au 
traitement par l'atomoxétine. La région génomique dans les exon 4 à 9 du 
NET/SLC6A2, haplotype contenant 36 SNP, a été associée à la réponse au 
traitement dans les deux cohortes (respectivement p<0,01, OddsRatio = 2,2 et 
p = 0,026, OR = 1,8), dans la cohorte combinée (p<0,01 et OR = 1,83) et dans 
le sous-groupe des patients Caucasiens (p = 0,02 et OR = 1,8). Ainsi l'efficacité 
clinique du traitement par l'atomoxétine dans le TDAH montrerait une dépen­
dance potentielle de facteurs génétiques que constituent ses cibles mécanisti-
ques, à savoir les polymorphismes du gène codant le transporteur de la nora­
drénaline. Étant donnée la forte héritabilité du TDAH, l'identification par les 
présents travaux d'une association significative qui est répliquée dans 2 
cohortes indépendantes, des analyses génétiques complémentaires de cette 
région sont nécessaires pour déterminer la part de pharmaco-génétique dans 
la réponse au traitement par l'atomoxétine dans le TDAH. 
Mots-clés : transporteur noradrénaline, déficit d'attention/hyperativité, haplotype. 
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Genetic polymorphisms in gènes encoding for drug metabolizing enzymes, 
transporters and therapeutic targets have been recognized as one of the factors 
responsible for inter-individual différences in drug response. As incorrect 
dosages contribute to a high rate of adverse effects, there is clinical interest 
in improving stratégies for the détermination of the appropriate dose. In this 
study, we analyzed pharmacogenetically relevant variants in 15 gènes 
(CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, DPYD, TPMT, NAT2, UGT1A1, ABCB1, 
VKORC1, ADRB2, HTR2C, HTR2A, PDE6A, ADCY9 and HLA-B*5701) 
in 170 healthy blood donors from the anonymized Azorean D N A bank. Geno­
typing was performed by real-time PCR and by fragment analysis using capil-
lary electrophoresis. Results demonstrated that allele frequency for 
CYP2C9*2 and CYP2C9*3 was 19.7 and 5.9 %, respectively. Five génotypes 
were observed: CYP2C9*1/*1 (57.6%), CYP2C9*l/*2 (25.3%), 
CYP2C9*l/*3 (8.2%), CYP2C9*2/*2 (5.3%) and CYP2C9*2/*3 (3.5%). 
Regarding the VKORC1 gene (G1639A), we identified 50 (30 %) wild-type 
individuals, 97 (56.5%) heterozygous and 23 (13.5%) homozygous variant, 
corresponding to a frequency of 41.8 % for 1639A. The joint analysis of 
CYP2C9 and VKORC1 revealed that 67 individuals (39.4%) will need inter-
mediate and/or low doses of warfarin if treatment is started, distributed as 
followed: i) 47 (27.6%) individuals for intermediate doses (*1*1 AA->11, 
*1*2 GA->23, *1*3 GA->7, *2*2 GG->3 and *2*3 GG->3 individuals); and 
ii) 20 (11.8%) individuals for lower doses (*1*2 AA->8, *1*3 AA->3, *2*2 
AA->1, *2*2 GA->5 and *2*3 GA->3 individuals). In ternis of Azorean 
genetic makeup, TPMT*3C and NAT2*14, two common variants in Africans, 
have relatively high frequencies (2.9% and 0.3%, respectively) when 
compared with Caucasians, and reveals statistically significant différence 
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with mainland Portugal (chi-square, p<0.001). This African trace corrobo­
râtes previous studies of the Azoreans genetic background. Currently, we 
are analyzing the Azorean pharmacogenetic profiles in order to individua-
lize treatment in common complex diseases (Funded by Azorean Govern­
ment) (M 1.2.1./I/002/2008). 
Mots-clés : pharmacogenetics, drug therapy, personalized medicine. 
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animaux 
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The possibility to reprogram somatic human cells will greatly and deeply 
change genetic approach and allow the development of new tools to study 
genetics diseases. Indeed, our ability to study human genetic diseases suffers 
from the lack of valid in vitro models. The latter should (i) be originating 
from human primary cells, (ii) be able to self-renew for a long time and (iii) 
be able to differentiate into a wide range of différent tissue types. Human 
embryonic stem (hES) cells harbour ail those properties and may provide a 
first source for establishing such in vitro models. Alternatively, reprogram-
ming stratégies offer a very new possibility to dérive induced-pluripotent stem 
(iPS) cells from clinically described patients or from complex mouse trans-
genic models. Human ES cells carrying genetic disorders are a promising tool 
to develop in vitro cellular model for physiopathology investigations and drug 
screening. This field is actively growing but suffers of the low number of 
available embryos. Ideally to overcome this limitation, cells derived from 
patients should be reprogrammed to acquire an ES-like phénotype allowing 
their amplification in an unaltered state and their in vitro différentiation in a 
broad variety of phénotypes. In that context, reprogramming adult cells has 
focused scientific community interest for their potentially inexhaustible source 
of cells for both therapy replacement and models developments. First publi­
cation in 2006, Yamanaka's team published the reprogramming of mouse 
fibroblast toward an ES-like phénotype. Authors identified a minimal set of 
gènes, i.e. Oct3/4, Sox2, c-Myc and Klf4 able to successfully reprogram 
embryonic and adult fibroblasts into ES-like cells. Reprogrammed cells (called 
iPS cells, for induced-Pluripotent Stem cells) share ES cells markers and 
capacities. With the goal to develop new models for monogenic diseases, we 
set up a first program based on hESC dérivation from affected preimplantation 
genetic diagnosis (PGD)-identified embryos So far we have establish 17 hES 
lines for 10 différent pathologies. Ail the cell lines are banked by our colla-
borator I-Stem. Ail our cell lines are registered to the European Human 
Embryonic Stem Cell Registry and available to the scientific community. This 
represents one of the most important collections of hES cell lines carrying 
mutation available for the scientific community. For pathologies not tested 
by PGD, we implemented somatic cell reprogramming technology to dérive 
iPS from human/mouse fibroblasts. As a first example, we established iPSC 
from 2 adult patients carrying Friedreich ataxia. Such cells are now under 
characterisation. In addition, we have establish iPS cell lines from différent 
transgenic mouse lines, which are used now either to study their différentiation 
properties in vitro or as a tool to decipher pluripotency. 

Mots-clés : pluripotency, induced pluripotent stem cells (iPS), monogenic 
diseases. 
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Human pluripotent cells, because of their ability for self renewal and plu­
ripotency potentially represent an almost universal cellular tool. Indeed, 
for basic research, they offer an opportunity to decipher not only early 

human embryo development but also mechanisms underlying différentia­
tion to highly specialised tissues. Of course, there is high expectation for 
the possibility to use thèse cells in cell therapy, but this approach is only 
one aspect of therapy development involving pluripotent cells use. The 
pharmaceutical industry is also very interested in developing human cells 
and tissues in the needed quantity and reproducible quality. Ànother appli­
cation of those pluripotent cells is the possibility to set up cellular models 
for the study of monogenic diseases. One limitation to the understanding 
of the molecular mechanisms underlying a genetic disease is the lack of 
human affected tissues, which are, at best, available in a very limited quan­
tity, but in most cases are not available at ail. Pluripotent cells offer the 
opportunity to develop new tools. This can now be achieved by two stra­
tégies, either the dérivation of human embryonic stem cells (hESC) from 
human embryos diagnosed as affected via a preimplantation genetic dia­
gnosis (PGD) or using the possibility to reprogram somatic cells via the 
transfection of a set of transcription factors. Dérivation of hESC from 
human embryo generally involved isolation of inner cell mass (ICM) from 
fully formed 5-day to 7-day old blastocysts using immunosurgery or laser-
assisted microdissection. Nevertheless, this strategy precludes the use of 
poor quality embryos, i.e. embryos with altered blastocael, trophectoderm 
or ICM. Moreover, in our hands immunosurgery isolation of ICM could 
lead to complète embryo destruction probably because of pre-existing tro­
phectoderm altération. In conséquence, we developed a strategy, which 
requires minimal manipulation of the embryos, based on whole embryo 
plating and later élimination of trophectoderm-derived cells in culture, 
similarly to protocols used for original mouse ESC dérivation. At the blas-
tocyst stage, we just removed the zona pellucida before seeding the embryo 
as a whole on a layer of feeder cells. This strategy allowed us to dérive 
new hESC lines not only from blastocysts but also from poor quality 
embryos, increasing the overall productivity. This approach gave a good 
success rate (>20 % ) , whatever the quality of the embryos and allowed us 
to dérive 11 new hESC cell lines for 7 différent pathologies starting from 
54 embryos. Full phenotypic validation of the cell lines according to ISCI 
guidelines confirmed their pluripotent nature, as they were positive for 
hESC markers and able to differentiate in vitro in ail 3 germ layers deri-
vatives. Nine out of 11 stem cell lines had normal karyotypes. Our results 
indicate that inner cell mass isolation is not mandatory for hESC dérivation 
and that minimal manipulation of embryos can lead to high success rate. 

Mots-clés : pluripotent stem cells, Huntington disease, cystic fibrosis. 
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La production de lignées de cellules souches pluripotentes embryonnaires 
à partir d'embryons atteints après diagnostic génétique préimplantatoire 
permettent, grâce à leur autorenouvellement illimité et leur potentiel de 
donner naissance à tous les types de tissus de l'organisme, de modéliser 
certaines pathologies avec mutations génétiques ou avec des déséquilibres 
chromosomiques. Les cellules souches pluripotentes induites ou iPS sont 
issues de la reprogrammation de cellules somatiques adultes et différen­
ciées, par l'expression transitoire d'une combinaison de facteurs de trans­
cription, et possèdent de nombreuses analogies avec les cellules souches 
embryonnaires. Cette révolution technologique et conceptuelle découverte 
par le groupe de Yamanaka permet aujourd'hui d'élargir les recherches 
sur l'ensemble des pathologies humaines. Pour la trisomie 21, il n'existe 
pas de modèle animal équivalent à la trisomie 21 humaine. Nous rappor­
tons l'obtention de deux lignées cellulaires iPS humaines porteuses d'une 
trisomie 21 qui ont été générées par la reprogrammation de cellules amnio­
tiques recueillies lors d'amniocentèses réalisées pour le diagnostic prénatal 
d'anomalies chromosomiques foetales. Les cellules amniotiques ont été 
infectées par des rétrovirus (Oct4, Sox2, Klf4, cMyc) ou lentivirus (Oct4, 
Sox2, Nanog, Lin28). Les cellules transduites ont été mises en co-culture 
sur M E F et b-FGF pendant 2 à 3 semaines jusqu'à l'obtention de colonies 
compactes morphologiquement comparables aux cellules souches 
embryonnaires. Le caractère pluripotent des lignées iPS a été confirmé in 
vitro par l'obtention de corps embryoïdes (EB) et par la formation in vivo 
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