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CONFERENCES

A. Projet génome humain : quels impacts ?
(C1-C5)

EC1. CANCER DU POUMON ET RECEPTEURS NICOTINIQUES
Mark Lathrop
E'vry, Faris

[Texte non parvenu]

BHC2. GENES ET INTERACTIONS GENES-ENVIRONNEMENT
DANS L’ASTHME : QUELS SONT LES NOUVEAUX DEFIS ?
Florence Demenais

Inserm U946-Université Paris Diderot-Paris 7, Fondation Jean-Dausset-
CEPH, Paris, France

Email : florence.demenais@inserm.fr

L’'asthme résulte de nombreux facteurs génétiques et environnementaux. En
dépit des nombreuses études de liaison et dassociation conduites & ce jour
pour caractériser les déterminants génétiques de 1’asthme, les génes identifiés
n'expliquent pas la totalité de la composante génétique de cette pathologie.
Une meilleure compréhension des mécanismes a I'origine de cette maladie
complexe et hétérogéne nécessite de définir de manigre plus fine les phéno-
types associés  'asthme (phénotypes de la réponse immunitaire, de I'inflam-
mation, de la fonction ventilatoire), d"examiner conjointement ces phénotypes,
d’analyser simultanément des ensembles de marqueurs génétiques et des fac-
teurs de I'environnement pouvant modifier 1'expression des génes. Clest ce
que nous réalisons dans I'étude francaise EGEA qui regroupe 2 (47 sujets
avec de nombreuses données phénotypiques et environnementales adossées
des collections biologiques. Nous avons ainsi mis en évidence plusieurs locus
(5913, 5931, 6q14, 11pl14, 21q21) pouvant contenir des génes ayant un effet
pleiotrope sur plusieurs phénotypes associés  I'asthme. A la suite de la pre-
miére étude d’association pan-génomique qui a identifié un nouveau locus en
17g21 associé a I'asthme, nous avons montré que I'effet de ce locus était
restreint 4 'asthme 4 dge de début précoce et avons mis en évidence une
interaction de ce locus avec I'exposition au tabac passif pendant la petite
enfance. Des études d’association pan-génomiques sont mises en ceuvre dans
diverses populations européennes pour caractériser de nouveaux variants géné-
tiques impliqués dans les nombreux phénotypes associés a I’asthme (consor-
tium Gabriel). Il convient d'intégrer ces études aux autres approches de la
biologie a grande échelle (transcriptome, protéome, épigénome) et de les cou-
pler aux développements en bioinformatique et biostatistique pour caractériser
les réseaux de genes impliqués et identifier leurs interactions avec les facteurs
de I'environnement.

BC3. MALADIE DE CROHN : QUE FAIRE DE TOUS CES GENES ?
Jean-Pierre Hugot

Groupement hospitalier universitaire Nord, Service de gastro-entérologie,
mucoviscidose et nutrition, Paris, France

Email : jean-pierre.hugot@rdb.ap-hop-paris.fr

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI), (maladie de
Crohn et rectocolite hémorragique) sont des maladies génétiques
complexes dont le déterminisme repose sur des facteurs de risque a la fois
génétiques et environnementaux. Ces derniéres années, une dizaine de
génome-scan en association (GWAS) et une méta-analyse ont été publiés
portant le nombre d’alléles de susceptibilité a ces maladies a plus de 40
contre seulement quelques uns il y a seulement 3 ans. Les résultats obtenus
par les GWAS sont donc remarquables. Il est par ailleurs attendu que
plusieurs dizaines de génes supplémentaires soient identifiés dans les mois
4 venir 4 travers des travaux collaboratifs internationaux.

En dehors des génes NOD2 et IL23R, les alléles & risque identifiés ont
des Odds Ratio inférieurs & 1.5. Dans plus d’un tiers des cas, les alléles a
risque sont les alleles normaux. Au total, I'ensemble de ces alleles a
risque n’expliquerait qu'une faible partie de la variance génétique, laissant
ouverte la question des autres facteurs génétiques de prédisposition encore
inconnus mais attendus jouer un role dans la maladie.

Les premigres analyses ne montrent pas d’interaction épistatique entre
variants génétiques. Des études portant sur une douzaine d’alléles montrent
que les malades ont en moyenne deux alleles A risque de plus que les
controles. Les tests prédictifs basés sur le nombre d’alléles & risque restent
cependant médiocres et difficilement exploitables en pratique clinique.
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Les études de corrélation génotype/phénotype restent rares et incomplétes.
Pour la plupart des alleles a risque, il n’existe pas d’association avec un
sous groupe phénotypique défini. Les exceptions notables sont pour le géne
NOD2 associé aux formes iléales et de début précoce et le geéne IL23R
associé aux formes coliques. Il n’existe pas a notre connaissance d'alléle
permettant de prédire une réponse thérapeutique. Il n’est donc pas attendu
un fort impact clinique des découvertes récentes en génétique.
Finalement, I'impact le plus net sur la maladie porte sur les mécanismes
physiopathologiques. Les GWAS ont permis d'identifier les génes de sus-
ceptibilité aux MICI, 12 ol les approches de génes candidats et de clonage
positionnel classique avaient en grande partie échoué. Les génes identifiés
ont mis en avant des fonctions biologiques inattendues et originales telles
que I'immunité innée, I’autophagie, la voie de différentiation Th17, etc. Il
reste cependant encore beaucoup de travail avant de comprendre les méca-
nismes moléculaires en cause. A titre d’exemple, on ne connait toujours
pas clairement les mécanismes par lesquels les mutations de NOD2 iden-
tifiées en 2001 conduisent a la maladie de Crohn.

BC4. SELECTION POSITIVE ET HISTOIRE RECENTE DU
GENOME HUMAIN

Lluis Quintana-Murci

UP Human Evolutionary Genetics, CNRS URA3012, Institut Pasteur,
Paris, France

Email : quintana@pasteur.fr

L’histoire démographique des populations, leur exposition différentielle a
I'environnement, en y incluant les agents infectieux, et leur mode de vie
vont laisser des traces importantes sur leur génome. La variabilité géné-
tique résultant de ces processus va témoigner donc I'histoire évolutive des
populations d’une part et leur adaptation aux différents environnements
pathogéniques d’autre part. La détection des signatures de la sélection natu-
relle sur le génome humain est un outil puissant pour prédire des régions
génomiques jouant un role majeur dans la survie de I'homme. A ce jour,
certains des signes de sélection les plus forts du génome humain ont été
observés dans des génes impliqués dans la réponse immunitaire ou dans
les relations hote-pathogéne. Par exemple, la sélection naturelle a agi sur
les génes du CMH, de la b-globine, du groupe sanguin Duffy ou sur G6PD.
Dans le cadre de nos recherches, nous sommes intéressés aux pressions de
sélection que les pathogénes ont pu exercer sur les génes de I'immunité
innée. Ainsi, les récepteurs Toll-like et les lectines de type C sont les
principaux acteurs de la reconnaissance précoce des pathogénes, et le role
crucial des protéines qu’ils codent font d’eux des cibles trés probables de
la sélection naturelle. Je vais résumer nos résultats les plus récents sur
I"action de la sélection sur les génes humains impliqués dans les interac-
tions hote-pathogéne et dans la réponse immunitaire. Ces €études, au niveau
du génome entier mais également aux nivaux de génes spécifiques ou de
familles géniques, illustrent comment I'identification de génes ou variants
en relation & I'immunité sous sélection peut nous éclairer sur les génes ou
les voies de signalisation de 1'héte jouant un role important dans la résis-
tance aux pathogénes.

BC5. GENETIQUE DES MALADIES MULTIFACTORIELLES ET
SANTE : NOUVEAUX OUTILS, QUESTIONS NOUVELLES ?
Catherine Bourgain -

INSERM, Université Paris SUD, U535 Génétique Epidémiologique et
Structure des Populations Humaines, Villejuif, France

Email : catherine.bourgain@inserm.fr

L'étude génétique des maladies multifactorielles a connu de trés forts bou-
leversements ces dernieres années, principalement du fait de I"accélération
des progrés technologiques. Aux études familiales détectant des signaux
de liaison plus ou moins reproductibles ont succédé les études d’associa-
tion mobilisant des échantillons de plus en plus larges et une description
toujours plus fine des polymorphismes génomiques, ouvrant elles-mémes
la voie aux analyses de séquengage intégral. L’abondante moisson des
facteurs de risque localisés a le goiit de la récompense longtemps attendue
aprés ces années d'efforts. Mais, elle est également le nouveau carburant
de projets d'études toujours plus larges et automatisées ol le chercheur,
pris dans le tourbillon de la valse des techniques, peine parfois a percevoir
I'utilité de son savoir-faire. Pourtant, I'extréme complexité de leur compo-
sante génétique est sans doute la legon la plus manifeste de ces études dont
les perspectives d’application en santé sont encore incertaines. Un résultat
qui ne manque pas d’interroger sur la capacité des nouveaux projets i
relever le défi.
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B. Conférence « Génétique
neurosensorielle » (C6)

MC6. DES GENES IMPLIQUES DANS LA SURDITE HUMAINE A
LA PHYSIOLOGIE ET PHYSIOPATHOLOGIE MOLECULAIRES
DE LA COCHLEE

Christine Petit

Professeure au Collége de France, Unité de Génétique et Physiologie de
I'Audition, INSERM UMRS 587, Institut Pasteur, Paris, France

Email : christine.petit@pasteur.fr

En quelques années, les recherches menées sur la surdité de I’enfant ont
révélé la contribution majeure de 1'hérédité a I'étiologie des surdités
précoces en montrant que la plupart des cas de surdité prélinguale sévére
ou profonde sont des atteintes monogéniques transmises sur le mode
autosomique récessif ; elles impliquent plusieurs dizaines de génes. Les
mécanismes défectueux dans la plupart des formes pour lesquelles le
géne a été identifié ont été décryptés, autorisant leur classification en
quelques grands ensembles de processus pathogéniques. Le diagnostic
moléculaire de la surdité a été développé. Enfin, une compréhension du
fonctionnement de la cochlée, a 1'échelle moléculaire, s'est ouverte. Ce
dernier point sera illustré par I'étude du syndrome de Usher et celle de
la surdité DFNB16.

Prés d'une dizaine de génes en cause dans le syndrome de Usher (réti-
nopathie pigmentaire associée a4 une surdité neurosensorielle) ont été
identifiés. Un processus pathogénique semblable est & 'origine de la
surdité des formes de Usher de type I, quel que soit le géne impliqué.
Il met en jeu I'atteinte de liens fibreux de la touffe ciliaire (structure
mécanoréceptrice de la cellule sensorielle auditive) et leur ancrage
aux filaments d'actine. Ces liens sont essentiels A la cohésion de la
touffe ciliaire durant sa morphogenése, puis ces mémes molécules sont
impliquées dans la machinerie de mécanotransduction qui convertit le
signal acoustique en signal électrique. Les génes responsables du syn-
drome de Usher de type II codent aussi pour des composants des liens
de la touffe ciliaire, et qui interviennent dans leur ancrage. Ils sont
essentiels 4 la polarisation fonctionnelle de la touffe ciliaire. En
revanche, les atteintes rétiniennes de ce syndrome sont trés mal
comprises.

Nous verrons comment la compréhension de la physiopathologie des
surdités héréditaires a déja permis de modifier la prise en charge de
certains patients et quels sont les défis diagnostiques et thérapeutiques
a relever.

C. Thérapeutique des maladies génétiques
(C7-C10)

BC7. IMPLANTS DE RETINE

Serge Picaud, José-Alain Sahel

Centre de Recherche, Institut de la vision, UMR_S968 Inserm/UPMC/
CHNO des Quinze-Vingts, Paris, France

Email : j.sahel@gmail.com

La rétine est composée de plusieurs couches neuronales dont la couche
des photorécepteurs. Cette couche de photorécepteurs dégénére dans dif-
férentes pathologies rétiniennes comme la rétinopathie pigmentaire.
Aucune stratégie thérapeutique ne permet actuellement de stopper ou
ralentir cette dégénérescence conduisant les patients vers la cécité. Bien
que les autres couches neuronales ne restent pas indemnes, il est possible
de les stimuler électriquement et redonner une sensation visuelle. Les
prothéses rétiniennes ou rétine artificielles ont pour objet de stimuler des
matrices d'électrodes afin de restaurer la vision de patients aveugles.

La présentation présentera rapidement les maladies et la spécificité de
ces prothéses en fonction des patients considérés. Une revue des pro-
théses existantes et de leurs performances sera ensuite exposée pour illus-
trer la validation du concept a la lumiére de notre expérience clinique.
Dans une seconde étape, nous reviendrons sur les spécifications requises
pour que les patients puissent & nouveau lire un texte. La derniére partie
de la présentation abordera notre projet de prothéses rétiniennes réalisé
au laboratoire sur des modéles animaux. Dans ce contexte, nous illus-
trerons plus particulierement notre recherche de nouveaux matériaux

m—— biocompatibles.

EC8. APPROCHES THERAPEUTIQUES DU SYNDROME DE L’X
FRAGILE

Vincent des Portes

Service de neurologie pédiatrique, Hépital Debrousse, Hospices civils de
Lyon, France

Email : vincent.desportes @chu-lyon.fr

Le syndrome de I'X fragile est la premiére cause de handicap mental héré-
ditaire. Les patients présentent une déficience intellectuelle avec syndrome
dysexécutif associée 4 une anxiété majeure, des difficultés de gestion des
émotions, et des interactions sociales. Depuis la découverte du mécanisme
moléculaire de cette pathologie par I'équipe de J.L. Mandel en 1991, la
physiopathologie des conséquences de la perte de fonction de la protéine
FMRP, a pu étre étudiée sur des modéles murins d'invalidation du géne
fmrl. La perte de fonction de FMRP interfére avec au moins deux types
de neuromédiateurs : (i) une hypoactivation du systeme GABAergique
avec diminution d’expression des récepteurs GABA-(A) et efficacité in
vivo d’agonistes GABAergiques GABA(B) sur la susceptibilité aux crises
épileptiques ; (ii) une hyperexcitabilité du systeme glutamatergique, plus
spécifiquement aprés activation des récepteurs métabotropiques de type 5
(mGluR5). En 2007, I'équipe de Mark Bear (MIT) a démontré une cor-
rection proche du phénotype sauvage dans une lignée de souris double
KO, résultant du croisement de souris KO fmrl et mGIluRS +/-, tant sur
des tests comportementaux que des analyses biochimiques ou histologi-
ques. Au vu de ces résultats expérimentaux, un essai thérapeutique de
phase II chez I'homme a été réalisé chez 30 adultes atteints de I'X fragile,
pour évaluer la tolérance et I'efficacité d'un antagoniste mGluRS.

ECY9. PROGRES DANS LE TRAITEMENT DU SYNDROME DE
MARFAN

Guillaume Jondeau

Centre de référence « Syndrome de Marfan et Apparentés », Service de
Cardiologie, Hépital Bichat, Paris, France

Email : guillaume.jondeau@bch.aphp.fr

Le syndrome de Marfan est trés généralement en rapport avec une mutation
de FBNI et s"accompagne notamment d'une fragilité aortique, responsable
de la surmortalité associée au syndrome. L attitude thérapeutique classique
consiste & « économiser » I'aorte, en évitant les d-coups tensionnels (sports
violents notamment), en mettant en place un traitement bétabloguant. Ce
traitement étant préventif doit étre proposé i tous les patients quelque soit
le diamétre aortique, et 'ensemble de I'aorte étant fragile, le traitement
doit étre poursuivi aprés remplacement de ['aorte initiale.

Un modéle de souris animal KI a été réalisé. Dans la paroi aortique de ces
souris, on a retrouvé des signes d’activation de la voie du TGF-béta ; de
plus, la dilatation de I'aorte que présentent ces souris est bloquée par des
anticorps anti-TGF-béta (qui font également disparaitre le signal d"activa-
tion). Le Losartan, un antagoniste des récepteurs | de I'angiotensine 2, a
les mémes propriétés que les anticorps anti-TGF-béta dans ce modéle
animal. Les études randomisées sont en cours chez 1'homme.
L’activation des métallo-protéases a également été démontrée dans les
parois aortiques anévrysmales des patients présentant un anévrysme aor-
tique, et les anti-métallo-protéases semblent efficaces dans certains
modeles animaux.

Le traitement chirurgical préventif de la dissection de I'aorte ascendante
est proposé généralement & partir de 50 mm. Les interventions tentent
maintenant généralement de préserver la valve aortique afin d'éviter anti-
coagulants, etc...

NC10. THERAPEUTIQUE CIBLEE ET CIBLAGE THERAPEU-
TIQUE DANS LE CANCER COLO-RECTAL : DES BASES MOLE-
CULAIRES AUX APPLICATIONS PRATIQUES

Thierry Frébourg

Service de Génétique, CHU de Rouen, Inserm U614, IHU-IFRMP, Faculté
de Médecine et de Pharmacie, Rouen, France

Email : frebourg@chu-rouen.fr

L'impact médical le plus important de la connaissance des bases molécu-
laires du cancer colorectal, en dehors de I'identification des formes men-
déliennes, est le développement des thérapeutiques ciblées et la caractéri-
sation de variations génétiques prédictives de la réponse & ces nouveaux
traitements, Comme dans les autres types de cancer, ces thérapeutiques
ciblées inhibent une des voies essentielles de 1'oncogenese correspondant
i I'activation inappropriée de la cascade de transduction du signal. Dans
le cancer colorectal, la cible principale est le récepteur de |'Epidermal
Growth Facror (EGFR) et les molécules utilisées correspondent i des anti-
corps monoclonaux (cetuximab et panatutimab) ciblant I'ecto-domaine de
I’EGFR. Ces anticorps anti-EGFR ont probablement deux mécanismes
d’action, d’une part I'inhibition des cascades de transduction du signal
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induites par I"activation de 'EGFR, voie RAS/RAF/MAPK et voie PI3K/AKT,
et d"autre part la cytotoxicité anti-tumorale dépendante des anticorps ou ADCC.
Depuis 2004, ces thérapeutiques ciblées ont permis une avancée significative
dans le traitement du cancer colorectal métastatique puisque leur utilisation en
monothérapie ou en association avec la chimiothérapie conventionnelle a permis
de prolonger la médiane de survie au-dela de 20 mois chez les patients atteints
d'un cancer du colon avec métastases. L’hétérogénéité de la réponse radiolo-
gique et clinique observée chez les patients recevant ces anticorps anti-EGFR a
rapidement mis en exergue la nécessité d'identifier des marqueurs prédictifs de
la réponse au traitement. Le premier marqueur caractérisé en 2006 correspond
4 la mutation du proto-oncogene KRAS qui est observée dans environ 40 % des
cancers colorectaux, la mutation de KRAS activant la cascade de transduction en
aval de I'EGFR. Toutes les édes publiées ont montré que la mutation soma-
tique de KRAS était associée & une résistance aux anticorps anti-EGFR, ce qui a
conduit a restreindre depuis 2008 la prescription des anti-EGFR aux patients
présentant un cancer colorectal métastatique sans mutation détectable de KRAS.
Ainsi le génotypage du géne KRAS est devenu incontournable dans I"évaluation
pré-thérapeutique d'un cancer colorectal. Les autres marqueurs somatiques pré-
dictifs de la réponse aux anticorps anti-EGFR, dont I' utilisation n'a pas été i ce
jour validée en clinique, sont : (1) L'amplification de I'EGFR détectable par
FISH ou CISH, mais cette amplification de I'EGFR n’est retrouvée que dans
une petite fraction de patients sensibles aux anti-EGFR et la surexpression de
I'amphiréguline et de I'épiréguline, ligands de I'EGFR ; (2) les mutations acti-
vant les voies situées en aval de I'EGFR : comme la mutation de KRAS, la
mutation de BRAF retrouvée dans moins de 10 % des cancers colorectaux est
associée 4 une non réponse aux anti-EGFR ; les données sont moins consen-
suelles pour les mutations activatrices du géne PI3KCA ou la perte d'expression
en immunohistochimie de la protéine PTEN qui régule négativement la voie PI3
kinase-AKT ; (3) les mutations somatiques de TP53. En effet, I'efficacité des
anticorps anti-EGFR présuppose que I’activation de 'EGFR soit oncogénique
et plusieurs études récentes ont montré que I'activation de certains cascades de
transduction conduisait & |’apoptose lorsque la protéine p53 est sauvage. Dans
une étude rétrospective incluant 64 patients traités par chimiothérapie et
cetuximab, nous avons effectivement observé que chez les patients qui ne pré-
sentaient pas de mutation de KRAS, la présence d'une mutation somatique de
TP53 était associée & une meilleure survie sans progression (20 semaines versus
12 semaines). Il est légitime de penser que de nombreuses altérations somati-
ques moduleront la réponse aux anti -EGFR et le défi en pratique sera de
stratifier ou de combiner I'analyse de marqueurs validés avant de prescrire des
anticorps anti-EGFR. D’autre part, se pose la question de la source la plus
appropriée de matériel génétique a partir duquel les analyses doivent étre réali-
sées dans le cadre de ces thérapeutiques ciblées. Il est en effet paradoxal que le
génotypage soit effectué en régle générale sur la tumeur primitive, alors que ces
thérapeutiques ciblées visent a traiter la maladie métastatique et ceci se heurte &
3 écueils potentiels : la divergence génétique éventuelle entre tumeur primitive
et les métastases ; la difficulté pratique d’obtenir rapidement le bloc tumoral
correspondant & la tumeur primitive et enfin 1"altération chimique et la fragmen-
tation de I’ ADN dans les blocs tumoraux fixés et inclus en paraffine. L alterna-
tive est d'analyser les marqueurs prédictifs de la réponse a partir du sang
périphérique puisque de nombreuses études ont démontré que chez les patients
présentant des métastases, il existait de I' ADN tumoral libre provenant a la fois
de la dégradation des cellules tumorales circulantes et de nécrose et apoptose de
la tumeur et des métastases. Le test que nous avons développé est un test
combiné ou « bi-test » comprenant dans un premier temps la détection de
I"’ADN tumoral circulant hyperméthylé et, dans un second temps, la détection
spécifique et trés sensible des mutations de KRAS, basée sur la PCR en temps
réel réalisée en présence d'un PNA (Pepride Nucleic Acid) capable d'inhiber
spécifiquement |'amplification de KRAS sauvage. En dehors des altérations
somatiques conditionnant la réponse aux anti-EGFR, les variations polymorphi-
ques constitutionnelles du génome doivent probablement moduler également la
réponse. Dans ce cadre, une étude a montré que les variations polymorphiques
présentes au niveau des récepteurs aux fragments FC des immunoglobulines et
modulant I"affinité vis-a-vis des immunoglobulines sont 4 I'origine d'une varia-
tion de la réponse de traitement aux anticorps anti-EGFR. Le cancer colorectal
illustre I'importance de la pharmacogénétique somatique et constitutionnelle en
cancérologie pour un usage efficace et approprié des thérapeutiques ciblées.

D. Conférence d’actualité (C11)

EC11. SEQUENCAGE : BIG-BANG OU CHAOS ?

Jean Weissenbach (1, 2, 3)

(1) CNRS UMRS8030, France ; (2) CEA/IG/Genoscope, Evry. France ; (3)
Université d'Evry, Val d'Essone, France

Le monde du séquengage des acides nucléiques connait une montée en
puissance sans précédent et dont il est illusoire de vouloir définir des
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limites. Plusieurs méthodes de séquengage & trés haut débit sont apparues
ces derniéres années ou sont sur le point d'étre lancées. Cette compétition
débridée se fait en partie au détriment des utilisateurs, obligés d’essuyer
des plitres qui n'ont jamais le temps de sécher. L’arrivée 4 maturité comme
la durée de vie de ces méthodes est imprédictibles.Parmi les aspects positifs
de ce foisonnement de nouvelles techniques, retenons cependant la multi-
plication des domaines d’utilisation, le débit et la spectaculaire dégringo-
lade des coiits. On peut aujourd’hui estimer que tout domaine, concerné
par I'identification d’acides nucléiques, pourra bénéficier de 1'une ou
1'autre de ces technologies.

Mais les raisons de céder au vertige ne s’arrétent pas a la technique. Que
faire de toutes ces données, comment les conserver, comment les utiliser.
Le coiit de production de données brutes devient inférieur au coiit de leur
stockage. Quant aux capacités d’interprétation, elles restent trés réduites
et s'exerceront de plus en plus dans un nombre limité de lieux, capables
de réunir les compétences humaines et d'accéder aux moyens de calculs
massifs.

A défaut de pouvoir dresser un tableau d’ensemble ou prospectif du
domaine du séquengage nous décrirons de maniére plus détaillée certaines
de ces nouvelles applications en génétique humaine.

E. Mécanismes génétiques (C12 - C15)
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EC13. MECANISMES D’INACTIVATION DU CHROMOSOME X
CHEZ LES MAMMIFERES

Edith Heard
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logie du Développement, U934/UMR3215, Institut Curie — Centre de
Recherche, Paris, France
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In female mammals, one of the two X chromosomes is converted from the
active euchromatic state into inactive heterochromatin during early
embryonic development. This process, known as X-chromosome inactiva-
tion, results in the transcriptional silencing of over a thousand genes and
ensures dosage compensation between the sexes. Although the inactive X
represents one of the largest known blocks of facultative heterochromatin,
the exact mechanisms that bring about this massive differential treatment
of the two X chromosomes and then maintain the inactive state in a highly
stable and clonally heritable fashion remain mysterious. We are studying
the mechanisms and kinetics of this process during early embryogenesis
in different mammals including mouse, rabbit and humans. We are also
interested in the epigenetic mechanisms that underlie the heritability of the
inactive state in somatic cells and how these may be deregulated in tumors.

EC14. PHYSIOPATHOLOGIE DES MYOPATHIES CENTRO-
NUCLEAIRES

Jocelyn Laporte (1), Lama AlQusairi (1), Leonela Amoasii (1), Valérie
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D’ Alessandro (1), Nicolas Haumesser (1), Karim Hnia (1), Catherine Koch
(1), Olga Koutsopoulos (1), Christine Kretz (1), Barbara Royer-Zemmour
(1), Valérie Tosch (1), Anne Toussaint (1), Nasim Vasli (1), Ivana Ziv-
kovic (1), Jean-Louis Mandel (1, 2)

(1) Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC),
INSERM U964, UMR7104, Collége de France, lllkirch, France ; (2) Labo-
ratoire Diagnostic Génétique, Faculté de Médecine, CHRU, Strasbourg,
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Email : jocelyn@igbme.fr

Centronuclear myopathies (CNM) are a group of rare genetic disorders
characterized by muscle weakness and centralized nuclei in muscle fibers.
Three forms exist: the X-linked neonatal form due to mutation in the
MTM1 gene encoding for myotubularin, the milder autosomal dominant
form with neonatal or adult onset and mutations in the DNM2 gene enco-
ding for dynamin 2, and autosomal recessive forms for which we recently
found mutations in BINI encoding for amphiphysin 2 in several cases.
Preliminary data suggest the existence of other genes implicated in auto-

somal recessive forms and, as the size of families precludes classical ey
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positional cloning, we are testing whole genome approaches as DNA
microarrays and high throughput sequencing.

The three implicated proteins are all implicated in membrane remodelling
and trafficking. Using animal models and patient cells and muscle biopsies,
we could show that skeletal muscle affected by centronuclear myopathy
display structural anomalies of the T-tubules, plasma membrane invagina-
tions essential for the excitation-contraction coupling and calcium homeos-
tasis. Importantly, these membrane structural defects are common to the
different forms of CNM.

Identification of the implicated genes and a better characterization of the
pathological mechanisms are prerequisite for a better molecular diagnosis
and therapeutic trials, respectively.

EC15. DYSTROPHIN RESCUE BY USING EXON SKIPPING
AND/OR TRANS-SPLICING APPROACHES

Luis Garcia -

UPMC UMR § 974, Institut de Myologie, Paris, France

Email : luis.garcia@upme.fr

Dystrophin, with its modular structure, and in particular its central domain
made up of 24 spectrin-like repeat motifs, is a protein that can support the
deletion of certain internal areas provided that the final coding sequence
is preserved. Taking into account the organization of exons in the DMD
gene, one can imagine that a sequence eliminated by a mutation (deletion
or point mutation) can be restored by the exclusion of one or more exons
if the local sequence allows it. This is called therapeutic exon skipping
(TES). Exon skipping is executed during the splicing process and can be
induced by antisense oligonucleotide (modified to resist RNases) comple-
mentary to key-sequences, which lead the splicing of primary transcripts.
It is possible to combine splicing therapy using antisense oligonucleotide
with a traditional gene therapy technology, in order to obtain, with a single
injection, an endogenous synthesis of antisense and a durable therapeutic
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effect. Here, the product of the therapeutic gene consists of an appropriate
antisense sequence attached to a small nuclear RNA, the snRNA U7. The
U7 RNA chimera is continuously produced under the influence of its own
promoter. The practical application of a clinically relevant gene therapy
for DMD requires the treatment of the whole skeletal and cardiac muscu-
lature. This cannot be done by intramuscular injections. Only a systemic
injection would allow to approach this objective, as demonstrated by initial
trials in murine models. Such a method is not without risk and requires
long and expensive developments. First of all, it is essential to be able to
produce the required quantity of vector to treat many patients. Then, the
systemic mode of administration needs to be developed and its safety
should be guaranteed. We are currently testing the feasibility of a systemic
administrations of an AAV(U7) vector in the GRMD dog model, in order
to anticipate, on a rational basis, the adaptation of such protocols in man.
On the other hand, TES is possible only in patients affected by genetic
diseases in which (i) it restores a truncated but functional protein, or (ii)
it destroys a target downstream of the cascade of events provoked by the
mutation. Many pathological conditions escape these prerequisites. Then,
we anticipate the development of a more universal strategy of RNA repair
where the mutated exon is replaced by its normal form. This approach also
makes it possible to reintroduce missing exons. This strategy, known as
“trans-splicing”, involves the construction of new vectors composed of
promoters currently under investigation (CMV, U7, U2), of a coding
sequence to be exchanged, framed by two RNA segments containing anti-
sense sequences paired with the target pre-messenger RNA, which is
flanked by donor and acceptor canonical splice sites. As an example, in
our system of dystrophin restoration, we are trying to restore the wild type
of exon 23 in the mdx mouse. We are also considering restoring the expres-
sion of a complete dystrophin in cells of patients presenting abnormalities
in the C terminal segment, crucial to the construction of the multi-protein
complex associated with dystrophin. Preliminary results confirm the vali-
dity of our constructions and potential of this strategy.
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ECO01. PCDHI9, UN NOUVEAU GENE RESPONSABLE D’EPI-
LEPSIES DE SEVERITE VARIABLE ASSOCIE A UN NOUVEAU
MODE DE TRANSMISSION LIE A L’X AFFECTANT MAJORI-
TAIREMENT LES FILLES
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Nous avons utilisé des puces SNP haute-densité pour identifier de nou-
veaux genes impliqués dans le syndrome de Dravet, une encéphalopathie
épileptique isolée causée dans 70 % des cas par une mutation de novo du
gene SCNIA. Suite a la découverte chez un enfant de sexe masculin d’une
délétion hémizygote de nove en Xq22.1 ne contenant que le géne PCDH19
(codant pour la protocadhérine 19), nous avons séquencé la région codante
de ce géne chez 73 patients (45 filles and 28 gargons) atteints de syndrome
de Dravet sans mutation de SCN1A. Neuf mutations différentes (4 faux-
sens et 5 mutations entrainant |’apparition d’un codon stop précoce) ont
été identifiées, chez 11 patientes de sexe féminin. Les mutations étaient

s survenues de novo chez 6 patientes, alors que les 5 autres mutations étaient

héritées d'un pére asymptomatique. Des mutations de ce géne ayant entre-
temps été identifiées comme la cause d'épilepsie et de retard mental limités
aux filles dans des familles australiennes (Dibbens et al., 2008), nous nous
sommes interrogés sur la présence d'un gargon atteint dans notre série et
avons montré que la délétion de PCDH19 était i 1'état mosaique chez ce
patient. Afin de caractériser plus précisément les spectres mutationnel et
phénotypique associés aux mutations de PCDH19, nous avons analysé une
seconde série de 151 patients (111 filles et 40 garcons) présentant divers
phénotypes épileptiques avec ou sans retard mental. Des micro-réarrange-
ments ont également été recherchés par PCR en temps réel dans I'ensemble
des deux cohortes. Quatorze nouvelles mutations ponctuelles, deux délé-
tions complétes, une délétion et une duplication partielles du géne PCDH19
ont été identifiées chez 18 patientes. Les tableaux cliniques associés aux
mutations du géne PCDH19 se sont révélés extrémement variables, la plu-
part incluant un retard intellectuel et étant proches phénotypiquement du
syndrome de Dravet, et d’autres, sans retard mental, se rapprochant des
formes familiales d’épilepsie associant convulsions fébriles et épilepsie
généralisée (GEFS+). Toutefois, certains signes, comme la présence de
crises convulsives en série, une forte sensibilité 4 la fievre et I’association
de crises généralisées et partielles ont fréquemment été retrouvés chez les
patientes avec une mutation hétérozygote de PCDHI9. L’ensemble de ces
résultats montre que PCDH19 est un géne responsable d’épilepsies fami-
liales ou isolées, de type et de sévérité variables, associées ou non & un
retard intellectuel. Cette maladie se transmet sur un mode lié 4 I'X inha-
bituel puisque seules les filles avec une mutation hétérozygote sont atteintes
tandis que les gargons porteurs d'une mutation a 1'état hémizygote restent
asymptomatiques. Le mécanisme en cause est trés probablement di a la
co-existence de cellules exprimant et n’exprimant pas la protocadhérine 19
du fait de I'inactivation de 1'X chez la femme, un mécanisme ayant pré-
cédemment été rapporté sous le nom d'« interférence cellulaire ».

Mots-clés : PCDH19, épilepsie, lié 2 I'X.
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