with mainland Portugal (chi-square, p<0.001). This African trace corrobo-
rates 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./1/002/2008).

Mots-clés : pharmacogenetics, drug therapy, personalized medicine.
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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 different tissue types. Human
embryonic stem (hES) cells harbour all those properties and may provide a
first source for establishing such in vitro models. Alternatively, reprogram-
ming strategies offer a very new possibility to derive 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 phenotype allowing
their amplification in an unaltered state and their in vitro differentiation in a
broad variety of phenotypes. 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 phenotype. Authors identified a minimal set of
genes, ie. Oct3/4, Sox2, c-Myc and KIf4 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 derivation from affected preimplantation
genetic diagnosis (PGD)-identified embryos So far we have establish 17 hES
lines for 10 different pathologies. All the cell lines are banked by our colla-
borator I-Stem. All 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 derive
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 different
transgenic mouse lines, which are used now either to study their differentiation
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

M/S hors série n* 1, vol. 26, janvier 2010

human embryo development but also mechanisms underlying differentia-
tion to highly specialised tissues. Of course, there is high expectation for
the possibility to use these 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. Another 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 all. Pluripotent cells offer the
opportunity to develop new tools. This can now be achieved by two stra-
tegies, either the derivation 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. Derivation 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 complete embryo destruction probably because of pre-existing tro-
phectoderm alteration. In consequence, we developed a strategy, which
requires minimal manipulation of the embryos, based on whole embryo
plating and later elimination of trophectoderm-derived cells in culture,
similarly to protocols used for original mouse ESC derivation. 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 derive
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 derive 11 new hESC cell lines for 7 different 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 virro in all 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 derivation
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
i partir d'embryons atteints aprés diagnostic génétique préimplantatoire
permettent, grice a leur autorenouvellement illimité et leur potentiel de
donner naissance i tous les types de tissus de I'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 I'expression transitoire d’'une combinaison de facteurs de trans-
cription, et possédent 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 I'ensemble des pathologies humaines. Pour la trisomie 21, il n’existe
pas de modéle animal équivalent a la trisomie 21 humaine. Nous rappor-
tons 1'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’amniocentéses réalisées pour le diagnostic prénatal
d’anomalies chromosomiques foetales. Les cellules amniotiques ont été
infectées par des rétrovirus (Octd, Sox2, Kif4, cMyc) ou lentivirus (Octd,
Sox2, Nanog, Lin28). Les cellules transduites ont été mises en co-culture
sur MEF et b-FGF pendant 2 & 3 semaines jusqu'a |"obtention de colonies
compactes morphologiquement comparables aux cellules souches
embryonnaires. Le caractére pluripotent des lignées iPS a été confirmé in

vitro par I’obtention de corps embryoides (EB) et par la formation in vive s
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de tératome dans les souris NOD-SCID. La cinétique d’expression des
génes de différenciation des trois feuillets embryonnaires dans les EB par
TLDA-RT PCR est similaire & celle issue des EB des cellules souches
embryonnaires humaines (H9, H1, SAO1). Ces lignées établies et caracté-
risées offrent la possibilité d'étudier les mécanismes moléculaires du déve-
loppement humain dans la trisomie 21 & partir des trois feuillets embryon-
naires ainsi que les événements oncogéniques associés au risque
leucémogene dans le systéme de différenciation hématopoiétique.

Mots-clés : cellules souches pluripotentes, trisomie 21.
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Recently, the scientific community got interested in the dog as a novel and
powerful model to dissect the genetic components of rare and/or complex
human genetic diseases. Our team worked for 15 years to set up this model
and has contributed to the development of genetic tools as well as biolo-
gical resources. Indeed, since 2003, a canine bio-bank, CaniDNA, has been
created and is maintained at the CNRS/ University of Rennes 1. The aim
of this archive is to collect blood and tissue samples from dogs of all
breeds, whether affected or not with genetic diseases, including their genea-
logical and clinical data. The main purpose is to extract DNA and RNA
from these samples. This resource, unique in France, is available to the
scientific community, for veterinary and medical genetic projects and is
currently distributed in Europe and USA. The corresponding database is a
MySQL relational database, storing the genealogical, phenotypical and cli-
nical information, as well as DNA quality and quantities. It is accessible
through a web interface : www-recomgen.univ-rennes|.fr/doggy.html. As
data entered into the database are confidential, access will be possible
through the use of a login and password and request of DNA samples by
direct contact via the CaniDNA e-mail address (cani-dna@univ-
rennes1.fr). To date, DNA from blood samples collected on EDTA tubes
have been extracted from 6000 dogs and is stored at — 20°C. Each dog
owns its proper data sheet with all corresponding information. The
CaniDNA archive contains over 200 dog breeds, with some 50 genetic
diseases represented, including several human homologous tumour types
(melanoma, sarcoma, lymphoma...) as well as epilepsy, retinopathy, geno-
dermatosis, developmental abnormalities... CaniDNA is under the process
of an ISO 9001 certification and a “Centre de Ressources Biologiques”
label (CRB of Rennes) through an IBiSA application.

Mots-clés : dog model, biological resources, genetic diseases.
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Centronuclear myopathies (CNM) are a group of rare genetic disorders
characterized by muscle weakness and centralized nuclei in muscle fibers.
The most severe form is linked to mutations in the phosphoinositides phos-
phatase myotubularin (MTM1), milder etiopathologies are associated to

pesmmmmmmmm 1utations in BIN1 and DNM2. There is no therapy to date and animal
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models are a prerequisite to test potential approaches. We report here the
molecular identification of a canine model for X-linked centronuclear myo-
pathy. Five young male Labrador retrievers from three litters were eva-
luated for generalized weakness and muscle atrophy. Cryostat sections and
ultrastructural studies on muscle biopsies showed variability in fiber size,
centrally placed nuclei resembling fetal myotubes, abnormal perinuclear
structure and mitochondrial accumulations. Triads were infrequent with an
abnormal orientation of T tubules and immunofluorescence staining using
antibodies against T tubules (DHPRalphal) and adjacent sarcoplasmic reti-
culum (RYRI1) confirmed an abnormal distribution of these structures.
DNA analysis of the exonic sequences from the MTM1 gene in all five
affected males revealed a unique variant in exon 7 causing the non-conser-
vative missense change ¢.465C>A (N155K) in the linker region between
the GRAM-PH and phosphatase domains of myotubularin. Immunoblot
analysis using anti-myotubularin antibodies showed that myotubularin pro-
tein was absent in muscle extracts from affected dogs but present in muscle
from a control littermate. Two proven carrier dams were shown to be
heterozygous for the mutation. Analysis of a world-wide panel of 237
unrelated and unaffected Labrador retrievers, and 59 additional control
dogs from 25 breeds, failed to identify this variant, strongly indicating it
is the pathogenic mutation responsible for the canine myopathy.

Mots-clés : myopathie centronucléaire, MTM1, modéle animal.
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The motility of the digestive tract is ensured by the correct coordination
of the autonomous enteric nervous system (ENS) and the visceral smooth
muscle cells (SMC). The ENS originates from neural crest cells that
migrate from the dorsal region of the neural tube and colonize the whole
gut to establish its innervation. The SMCs derive from the splanchno-
pleural mesoderm that will form the undifferentiated visceral mesenchyme
before its final differentiation. Motility disorders in infants comprise a wide
group of heterogeneous diseases. Hirschsprung disease is a particular case
due to absence of ENS along certain lengths of the bowel. The SMC
differentiation is also often affected in patients with congenital gut mal-
formations and motility disorders such as Chronic Intestinal Pseudoobs-
truction. Our aim was to investigate the molecular mechanisms that control
the differentiation of the visceral mesenchyme into SMCs in vertebrates.
In order to identify candidate pathways, we developed and analyzed the
gene expression profiles of undifferentiated and differentiated avian sto-
mach by microarray. We identified one new candidate HERMES, a RNA
binding protein and examined the function of this factor during the deve-
lopment the SMC structure by performing exhaustive in vivo and in pri-
mary SMC culture positive and negative approaches. We found that
HERMES control different aspects of the SMC differentiation and dere-
gulation of its expression alters the development of SMCs. In addition, we
analyzed the expression of homologous HERMES gene in human motility
disorders and found that aberrant expression of HERMES could be a signa-
ture of CIPO syndrome.

Mots-clés : motility disorders, animal model, gastrointestinal system.
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L’infertilité concerne environ 10 % des couples en dge de procréer. Les
techniques de reproduction assistées permettent i ces couples de concevoir
leur propre enfant. Néanmoins, elles soulévent des craintes, notamment
quant 4 la santé des individus congus avec un gamete issu d’une sperma-
togenése défectueuse. Il est donc nécessaire de mieux comprendre les
mécanismes de la spermatogenése, ainsi que d'étudier les causes généti-
ques de 1'infertilité masculine. La spermatogenése consiste en trois étapes
de différenciation des cellules germinales, La mitose, premiére étape de
prolifération cellulaire, la méiose qui va permettre la production de cellules
germinales haploides nommées spermatides rondes. Enfin la spermioge-
nése, étape de différentiation, qui permet d’aboutir aux spermatozoides
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matures. Pendant la méiose male, il n'y a pas de transcription des génes
des chromosomes X et Y et cette inactivation est maintenue, pour la
plupart de ces génes, durant toute la spermiogenése. Cependant, certains
génes du chromosome X sont spécifiquement réactivés aprés la méiose.
C’est le cas de SRXG (Spermatid Reactivated X-linked Gene). SRXG
posséde deux promoteurs qui produisent chacun un transcrit, Srxg-a et
Srxg-b, qui ne différent que par leur premier exon. La traduction des
deux transcrits prédit deux protéines différentes par leur domaine N-ter-
minal de, respectivement, 66 et 80 acides aminés. Par RT-qPCR, nous
avons montré que le transcrit Srxg-a est testicule prédominant. Celui-ci
est réactivé dans les cellules post-méiotiques alors que le transcrit
Srxg-b, qui est ubiquitaire, reste inactif. Nous avons séquencé le pro-
moteur et I'exonla du transcrit Srxg-a chez 200 patients infertiles et
nous avons trouvé deux mutations qui ne sont pas présentes chez
652 controles fertiles. Pour mieux comprendre la fonctionnalité de ces
deux isoformes, nous avons réalisé différentes protéines de fusions GFP
et nous les avons étudiés in vitro. Nous avons observé que la protéine
SRXG-b est localisée au niveau du réticulum endoplasmique alors que
la protéine SRXG-a a une autre localisation cytoplasmique. De plus,
nous avons montré que la localisation au réticulum de SRXG-b est
perdue si nous enlevons la partie codante de 'exon 1 (qui code pour le
N-terminal spécifique de SRXG-b). Enfin nous avons réalisé des
constructions pour tester, in vitro, I'effet des deux mutations trouvées
chez les deux patients infertiles. Nous n'avons pas observé d'effets qua-
litatifs sur la localisation ou le niveau d’expression de la protéine, cepen-
dant les études quantitatives sont en cours. Notre étude montre que la
protéine SRXG-a semble avoir un role différent de celui de la protéine
ubiquitaire SRXG-b, un rdle spécifique au testicule et plus précisément
aux spermatides. A présent, notre but est de caractériser la fonction de
SRXG-a pendant la spermiogendése et de déterminer si des mutations
affectant son expression peuvent étre en cause dans des cas d’infertilité
masculine.

Mots-clés : spermatogenése, chromosome X, transcrits alternatifs,
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Les cellules de la créte neurale se caractérisent par leur capacité de migra-
tion dans I'embryon et la variété des types cellulaires qu’elles sont capables
de générer (mélanocytes, systéme nerveux entérique (SNE) et périphé-
rique). Chez I'homme, plusieurs maladies congénitales affectant des
organes et tissus divers ont pour origine une anomalie de migration, pro-
lifération, survie ou différenciation de ces cellules. Au laboratoire, nous
étudions deux d’entre elles, le syndrome de Waardenburg-Hirschsprung
(WS4 — anomalie de pigmentation, surdité et maladie de Hirschsprung
(HSCR : anomalie entérique)) et le syndrome de Mowat et Wilson (MWS
— retard mental sévére, dysmorphie faciale avec ou sans HSCR). A I'heure
actuelle, quatre génes ont été impliqués : I'endothéline 3 (EDN3), son
récepteur a sept domaines transmembranaires EDNRB et les deux facteurs
de transcription ZEB2 et SOX10. Afin de comprendre I’origine des défauts
entériques observés chez les patients, nous avons testé 1'existence d’inter-
relations entre ces différents facteurs, et notamment entre SOX10 et ZEB2.
Pour cela, nous avons croisé les modéles murins présentant une invalida-
tion de ces génes et comparé le phénotype des simples et doubles mutants.
Nous avons observé une forte aggravation du phénotype entérique chez
les doubles hétérozygotes Sox10lacZ/+ ; Zeb2avation du phénotype enté-
rique est due & une diminution de la prolifération des cellules progénitrices
et 4 une augmentation de la différenciation neuronale. Toutefois, les bases
moléculaires de cette interaction restent & découvrir. Cette étude nous a
permis d'avancer dans la compréhension du réle joué par SOX10 et ZEB2
au cours du développement entérique et de mieux comprendre ’origine
des anomalies entériques observées chez les patients.

Mots-clés : systéme nerveux entérique, Hirschsprung, SOX10.
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L’épissage est une étape clé de 1'expression de génes et son role dans la
genese des maladies génétiques devient de plus en plus important au fur
et i mesure que I'on en déchiffre la complexité. En effet, des mutations
exoniques (faux sens, silencieuses) ou introniques (hors consensus GT/
AG), peuvent aussi provoquer des anomalies d'épissage soit par abolitions
de sites consensus physiologiques, soit par activation de sites cryptiques
ou en affectant les séquences régulatrices. Le but de ce travail a été d’étu-
dier I'impact sur |'épissage (hors séquences régulatrices), de variations
nucléotidiques identifiées dans 11 génes impliqués dans les formes fami-
liales d’arythmies (SCNSA, KCNQ1, KCNH2, KCNE], KCNE2, KCNJ2)
et de cardiomyopathies hypertrophiques et dilatées (MYH7, MYBPC3,
TNNT2, TNNI3. LMNA). Ne disposant pas de I'ARN de ces patients,
nous avons utilisé un protocole combinant des outils informatiques (logi-
ciels de prédiction de site d'épissage : Alamut — Interactive Biosoftware
et Human Splicing Finder — Desmet ef al. 2009) et un test fonctionnel basé
sur la transfection de vecteurs minigénes dans des cellules HeLa, Sur les
522 variants identifiés au laboratoire, 13 ont été retenus comme pouvant
potentiellement avoir un impact. Le test fonctionnel a montré que 4 des
13 variants avaient un impact sur ['épissage. Parmi ces 4 mutations,
3 mutations affectaient la position intronique +5: c.477+5G>A et
c.1032+45G>A dans le géne KCNQI et ¢.3190+5G>A dans le géne
MYBPC3. Ces mutations, en tests fonctionnels, sont responsables du saut
de I'exon concerné ou d'une activation de site cryptique, comme le pré-
disait les logiciels. Pour les deux mutations affectant le premier nucléotide
de I'exon (c.655G>T, p.V219F dans le géne MYBPC3 et ¢.308G>T,
p.G103V dans le géne KCNH2) les logiciels ont prévu une forte diminution
de la force du site accepteur, bien que le changement nucléotidique soit
identique (G>T), seule la mutation p.V219F provoque un saut d'exon en
test fonctionnel. Notre étude confirme bien les limites de la prédiction in
silico (surtout pour les sites accepteurs) et I"'importance de lui associer une
étude in vitro afin de pouvoir vérifier I'impact de variations nucléotidiques
non classées. Au final, dans notre cohorte de malades, les anomalies d’épis-
sage correspondent & environ | % pour le géne SCN5A, 2.8 % pour
KCNQI et 8.9 % pour MYBPC3.

Mots-clés : mutations d'épissage, minigéne, étude bioinformatique.
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La fievre méditerranéenne familiale (FMF) est une maladie auto-inflam-
matoire de transmission autosomique récessive qui se caractérise par des
attaques récurrentes de fievre et inflammation des séreuses. Des mutations
dans le géne MEFV sont responsables de la FMF. MEFV, exprimé prin-
cipalement dans les neutrophiles et les monocytes, code la protéine Mare-
nostrine/Pyrine (M/P). M/P est impliquée dans la régulation de I'immunité
innée, mais sa fonction reste a ce jour controversée. Des cas de transmis-
sion dominante et d'hétérogénéité phénotype-génotype ont été rapportés,
toutefois les mécanismes moléculaires mis en jeu ne sont actuellement pas
compris. La physiopathologie de cette maladie n’est pas clairement définie,
bien que plusieurs études récentes postulent qu'un défaut dans la régulation
de I'expression du géne MEFV pourrait jouer un role dans la FMF. Plu-
sieurs transcrits alternatifs du géne MEFV ont été identifiés dans les leu-
cocytes humains par nous et d autres groupes. Puisque 1'épissage alternatif
et le mécanisme de nonsense-mediated decay (NMD) sont couramment
couplés dans la régulation post-transcriptionnelle de ['expression des
génes, nous avons émis I"hypotheése que le NMD pouvait contribuer & la
régulation de MEFV. Pour répondre a cette question, nous avons analysé
I"effet de I'inhibition indirecte et directe du NMD sur I'expression de dif-
férents transcrits du géne dans les monocytes et neutrophiles ainsi que dans
la lignée cellulaire THP1. Par des analyses quantitatives et semi-quantita-
tives, nous montrons que le géne MEFV est le premier géne auto-inflam-
matoire régulé par le NMD d’une maniére cellule- et transcrit-spécifique.
Cette étude et nos premieres analyses par western-blot, suggérent gue
I'épissage alternatif de MEFV permet la traduction de plusieurs variants
de P/M, ce qui pourrait expliquer les controverses sur sa fonction dans
I'inflammation. Par ailleurs, nos résultats introduisent une nouvelle hypo-
these que la variation de 'efficacité du NMD pourrait jouer un réle dans
la physiopathologie de la FMF comme modificateur phénotypique.

Mots-clés : FMF, NMD, auto-inflammatoire.
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WP563. SPECIFIC MICRO-RNA PROCESSING ALTERATION IN
MYOTONIC DYSTROPHY TYPE 1

F. Rau (1), F. Freyermuth (1), N. Dreumont (1), C. Fugier (1), M.C. Fisher
(1), H. Fujimura (2), M.P. Takahashi (2), D. Furling (3), N. Charlet (1)
(1) IGBMC, Illkirch, France; (2) Department of Neurology, Graduate
School of Medecine, Osaka university, Japan ; (3) Institute of Myology,
Paris, France

Contact : ncharlet@igbme.u-strasbg.fr

Myotonic dystrophy (DM) is the most common form of adult muscular
dystrophy. DM patients exhibit several symptoms including cardiac
conduction abnormalities resulting in sudden death. DM is due to CUG or
CCUG repeats expansion which accumulates in nuclear RNA aggregates
that sequester the Muscleblind like 1 (MBNL1) splicing factor, leading to
alternative splicing alterations. Recently, it has been demonstrated that
small RNA called microRNA (miRNA) play an important role in heart
function. miRNA are cell type dependent regulators of gene expression by
inhibiting mRNA translation or promoting mRNA degradation. Using
DNA microarray in a muscle cellular model of DM, we found specific
misregulation of miRNA implicated in the regulation of genes important
for cardiac conduction. Interrestingly, we observed a downregulation of
miR-1, regulating potassium channel and connexin43 expression. This mis-
regulation was confirmed by quantitative PCR in this model but also in
DM patient’s heart samples. Upregulation of miR-1 target, Connexin 43,
was shown at protein level in DM model cells and DM patient’s heart
samples. Moreover, by UV-Crosslinking experiments, we found that
MBNLI binds to miR-1 sequence. Furthermore, miR-1 processing is
impaired in cellulo with overexpression of long CUG repeats or ssMBNLI.
These preliminary data suggest a role of MBNLI in miR-1 processing. In
conclusion, our results suggest that MBNLI may regulate maturation of
specific miRNA essential for heart conduction. This work may shed light
on the molecular mechanisms of heart conduction defect in DM patients.

Mots-clés : myotonic dystrophy, micro-RNA, heart.

WP564. HMSHS, UN NOUVEAU GENE CANDIDAT POUR DES
MALADIES MITOCHONDRIALES ?
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Les pathologies mitochondriales liées a un défaut de stabilité de I'ADN
mitochondrial (ADNmt) représentent un nouveau volet dans les affections
liées a un déficit de la chaine respiratoire. Cette instabilité se traduit par des
délétions multiples et/ou une déplétion (diminution du nombre de copies) de
I’ADNmt. Ces pathologies se transmettent selon un mode autosomique car
elles sont secondaires & des mutations dans des génes nucléaires codant pour
des protéines impliquées dans le maintien de I"ADNmt. Quelques génes ont
été identifiés dans différentes familles présentant des phénotypes variables
associés & une instabilité de I'’ADNmt. Néanmoins, dans la plupart des cas,
les génes et les mécanismes moléculaires responsables de ces altérations
génétiques restent & identifier. Chez 'homme, les homologues de MutS et
de MutL sont impliqués dans différents aspects du métabolisme de I'ADN,
incluant la réparation des mésappariements (MMR) de I'’ADN nucléaire et
la recombinaison méiotique. Les génes de cette famille sont de bons candi-
dats pour les pathologies liées & un défaut de stabilité de I’ADNmt. Nous
avons montré que (i) hMSHS, un homologue de MutS, est importé dans la
mitochondrie, (ii) des souris KO pour le géne Msh5 présentent un déficit de
la chaine respiratoire (CR), (iii) MSHS interagit avec la polymérase gamma
et I'hélicase TWINKLE, 2 protéines impliguées spécifiquement dans la répli-
cation et la réparation de I'’ADNmt et (iv) que la surexpression de hMSHS
dans les lignées cellulaires humaines augmentent |"efficacité de la réparation
de I'ADNmt aprés stress oxydatif (H202). De plus, la protéine MSHS s'accu-
mule spécifiquement dans les cellules musculaires de patients présentant une
instabilité¢ de I'’ADNmt. Enfin, nous avons identifié chez une petite fille,
porteuse d'une déplétion, un variant & 1"état homozygote dans le géne hMSHS
non décrit et non retrouvé sur 380 chromosomes contrdles, dont la pathogé-
nicité potentielle est en cours danalyse. Ces résultats montrent pour la pre-
miére fois I"implication d'un homologue de MutS, hMSHS, dans la répara-
tion de I’ ADNmt chez les mammiferes et posent le probléeme de I'implication
des homologues de MutS dans les pathologies mitochondriales.

_1 Mots-clés : pathologies mitochondriales, hMSHS, instabilité ADNmt.

WP565. HYPOXANTHINE-GUANINE PHOSPHORIBOSYL TRANS-
FERASE REGULATES EARLY DEVELOPMENTAL PROGRAM-
MING OF DOPAMINE NEURONS: IMPLICATIONS FOR LESCH-
NYHAN DISEASE
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Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase (HPRT) deficiency
results in Lesch-Nyhan disease (LND), where affected individuals exhibit
a characteristic neurobehavioral disorder that has been linked with dys-
function of dopaminergic pathways of the basal ganglia. Since the func-
tions of HPRT, a housekeeping enzyme responsible for recycling purines,
have no direct relationships with the dopaminergic pathways, the mecha-
nisms whereby HPRT deficiency affect them remain unknown. The current
studies demonstrate that HPRT deficiency influences early developmental
processes controlling the dopaminergic phenotype, using several different
cell models for HPRT deficiency. Microarray methods and quantitative
PCR were applied to 10 different HPRT-deficient sublines derived from
the MN9D cell line. Despite the variation inherent in such mutant sublines,
several consistent abnormalities were evident. Most notable were increases
in the mRNAs for engrailed 1 and 2, transcription factors known to play
a key role in the specification and survival of dopamine neurons. The
increases in mRNAs were accompanied by increases in engrailed proteins,
and restoration of HPRT reverted engrailed expression towards normal
levels, demonstrating a functional relationship between HPRT and
engrailed. The functional relevance of the abnormal developmental mole-
cular signature of the HPRT- MNO9D cells was evident in impoverished
neurite outgrowth when the cells were forced to differentiate chemically.
To verify that these abnormalities were not idiosyncratic to the MN9D
line, HPRT-deficient sublines from the SK-N-BE(2) M17 human neuro-
blastoma line were evaluated and an increased expression of engrailed
mRNAs was also seen. Over-expression of engraileds occurred even in
primary fibroblasts from patients with LND in a manner that suggested a
correlation with disease severity. These results provide novel evidence that
HPRT deficiency may affect dopaminergic neurons by influencing early
developmental mechanisms.

Mots-clés : maladie de Lesch-Nyhan, hypoxanthine phosphoribosyltrans-
ferase, engrailed.

HP566. LA STCEECHIOMETRIE DES ENZYMES DE REPARATION
PAR EXCISION DE BASE CORRELE AVEC LA SELECTIVITE
TISSULAIRE DE L'INSTABILITE SOMATIQUE DANS UN
MODELE MURIN DE LA MALADIE DE HUNTINGTON
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Hospital, Boston, USA

Contact : merienne @ighme.fr

La maladie de Huntington (MH) est une maladie génétique dominante,
neurodégénérative et progressive, résultant de 1'expansion aberrante de
triplets CAG dans la partie codante du géne de la HTT. La huntingtine
mutée (Htt) contient alors une expansion de polyQ, qui lui confére un gain
de fonction toxigue proportionnel a la taille de I'expansion. La mutation
est par ailleurs instable au niveau germinal et somatique. L'instabilité
somatique augmente avec 1'dge et varie d’un tissu & I'autre. Ainsi, elle est
importante dans le striatum, la région cérébrale qui dégénére préférentiel-
lement, mais limitée dans le cervelet, un tissu épargné par la maladie. Un
nombre croissant d'études indique que 1'instabilité somatique, en favori-
sant la production d'une Hit mutée de plus en plus toxique, représente un
modificateur de la MH. Comprendre les mécanismes qui gouvernent |'ins-
tabilité des répétitions CAG constitue donc un défi qu’il est important de
relever. Des résultats récents ont montré que le mécanisme de réparation
de ’ADN par excision de base (BER), spécialisé dans I'élimination des
lésions oxydantes, joue un role dans I'instabilité somatique : le niveau
d’instabilité dans le cerveau de souris modeles de la MH est réduit aprés
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inactivation du géne codant pour Oggl, une glycosylase majeure initiant
le BER. L'objectif de notre étude est de clarifier le role des lésions oxy-
dantes et du BER dans la sélectivité tissulaire et la dépendance vis-a-vis
de I'dge de I'instabilité somatique des répétitions CAG dans la MH. A
I"aide d’un modéle murin de la MH, qui récapitule I'instabilité somatique
observée chez les patients, nous montrons que la quantité de 1ésions oxy-
dantes est anormalement élevée au niveau des expansions CAG. L accu-
mulation de lésions oxydantes ne corréle cependant pas avec la sélectivité
tissulaire et la dépendance & 1'ige : elle est semblable dans le striatum et
dans le cervelet et n"augmente pas avec I'dge. Nos données suggérent que
la présence de structures secondaires au niveau des expansions CAG pré-
vient I'acces aux enzymes de réparation qui initient le BER, telles Oggl
et Apel, et conduit en conséquence a une accumulation de lésions. Nos
travaux indiquent également que la prise en charge par le BER d'un certain
nombre des 1ésions oxydantes au niveau des expansions CAG contribue 4
I"instabilité dans le striatum. Nous montrons que I’ADN polymerase beta
(Polbeta), une enzyme essentielle du BER, est anormalement enrichie dans
le striatum de souris Huntington, mais pas dans le cervelet. L’analyse des
niveaux protéiques et activités des différentes enzymes du BER complétée
avec des expériences in vitro montre d’autre part que le rapport steechio-
métrique Fenl/Polbeta corréle avec la spécificité tissulaire. Nous propo-
sons que le niveau de coopération entre les étapes de synthése réalisée par
Polbeta et d’excision médiée par Fenl détermine la propension & 1'insta-
bilité des expansions CAG dans les tissus neuronaux Huntington.

Mots-clés : maladie de Huntington, instabilité des répétitions CAG, répa-
ration de I’ADN,
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Friedreich ataxia (FRDA), the most common form of recessive ataxia, is
due to reduced levels of frataxin, a highly conserved mitochondrial iron-
chaperone involved in iron-sulfur cluster (ISC) biogenesis. Most patients
are homozygous for a (GAA)n expansion within the first intron of the
frataxin gene. A few patients, either with typical or atypical clinical pre-
sentation, are compound heterozygous for the GAA expansion and a micro-
mutation. We have developed a new strategy to generate murine cellular
models for FRDA: cell lines carrying a frataxin conditional allele were
used in combination with an EGFP-Cre recombinase to create murine cel-
lular models depleted for endogenous frataxin and expressing missense-
mutated human frataxin. We showed that complete absence of murine fra-
taxin in fibroblasts inhibits cell division and leads to cell death. This lethal
phenotype was rescued through transgenic expression of human wild type
as well as mutant (hFXNG130V and hFXNI154F) frataxin. Interestingly,
cells expressing the mutated frataxin presented a FRDA-like biochemical
phenotype. Though both mutations affected mitochondrial ISC enzymes
activities and mitochondria ultrastructure, the hFXNII54F mutant pre-
sented a more severe phenotype with affected cytosolic and nuclear 1SC
enzyme activities, mitochondrial iron accumulation and an increased sen-
sitivity to oxidative stress. The differential phenotype correlates with
disease severity observed in FRDA patients. These new cellular models,
which are the first to spontaneously reproduce all the biochemical pheno-
types associated with FRDA, are important tools to gain new insights into
the in vive consequences of pathological missense mutations as well as for
large-scale pharmacological screening aimed at compensating frataxin
deficiency.

Mots-clés : frataxine, mitochondrie, fer.

WP568. MOLECULAR MECHANISMS UNDERLYING POLYGLUTA-
MINE LENGTH INFLUENCE ON HUNTINGTIN INTERACTIONS
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Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC),
lilkirch, France

Contact : aureldavranche@ hotmail.com

BACKGROUND: Huntington's disease (HD) and 8 other Polyglutamine
(polyQ) expansion diseases are characterized by progressive neurodege-
neration and amyloid like aggregates in selected brain regions. In HD,

M/S hors sévie n" 1, vol. 26, janvier 2010

polyQ expansion in Huntingtin (Htt) primarily causes the degeneration of
striatal medium spiny neurons, despite the ubiquitous protein expression
in the brain. Neuronal vulnerability is thought to be due, in par, to the
aberrant interaction (“dysinteractions™) of mutant Htt with natural protein
partners. Up to now, hundreds of proteins have been found to interact with
Hit — in particular with the exon-1 encoding region 8 and many of them
showed increased or decreased affinity when Htt bears an elongated polyQ.
Deciphering the mechanisms whereby mutant polyQ could perturb Hit's
networking and functions is crucial as these interactions might represent
therapeutic targets. A polyQ conformational switch has been proposed to
explain dysinteractions between mutant Htt and partners, but it has never
been firmly demonstrated. Moreover, the polyQ length influence on Hit
interactions were studied using techniques prone to be biased by polyQ
aggregation. We report: — the first precise quantification of the polyQ
length influence on Htt/partners affinity, using dedicated biophysical tech-
niques and conditions where the absence of aggregation is strictly
controlled. — methods that allow to study how the presence of aggregated
polyQ species influences Hit's interactions. METHODS/TECHNIQUES:
We prepared soluble recombinant Htt-exonl and several interactors and
used Surface Plasmon Resonance to analyze the polyQ length influence
on Htt affinity, The influence of polyQ aggregation on Htt's interactions
was studied using biochemical tools. RESULTS/OUTCOMES: Our results
suggest that Htt's polyQ length does not influence Hit/partners interactions
in the absence of aggregation. On the opposite, we show that the same
interactions are influenced by the presence of aggregated polyQ species.
CONCLUSIONS: We propose that aggregated polyQ species could
influence Hit's behavior and result in aberrant interactions. Our work
contributes to a better understanding of the molecular mechanisms involved
in Het dysinteractions mediated by polyQ length.

Mots-clés : Huntington, Polyglutamine, expansion.
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L. Cohen, [. Gourfinkel-An,

Une douzaine de génes ont été incriminés dans les formes autosomiques
dominantes d’épilepsie idiopathique. Jusqu'a récemment, les formes mono-
géniques d'épilepsie étaient considérées comme des « canalopathies »
puisque tous les génes identifiés codaient pour des sous unités de canaux
ioniques voltage-dépendants ou de récepteurs aux neurotransmetteurs. Le
géne LGII (Leucine-rich glioma inactivated 1) a été le premier géne res-
ponsable d’épilepsie qui ne codait pas pour un canal ionique. Les mutations
de ce géne sont responsables d'épilepsie temporale latérale autosomique
dominante qui se caractérise par un age de début dans |'adolescence et par
des crises focales associées i des auras visuelles stéréotypées qui sont
souvent secondairement généralisées. Apres avoir montré que les muta-
tions de LGI1 conduisaient & une perte de fonction, nous avons construit
la premigre souris déficiente en LGl1. Des souris homozygotes LGI1-/- et
hétérozygotes LGI1+/- ont été obtenues avec une distribution qui suivait
la loi de Hardy-Weinberg. Toutes les souris homozygotes LGl1-/- déve-
loppent une épilepsie pendant la seconde semaine post-natale (avec un pic
4 P10). Les vidéo-EEGs confirment la survenue spontanée de crises électro-
cliniques chez 3 souris LG11-/- de P10 & leur mort & P15. En revanche, les
souris LGI1+/- ne présentent pas de crises spontanées méme sur une
période d’1 an aprés leur naissance. Ce modele prometteur nous aidera a
comprendre le role de la protéine LGI1 dans le développement du cerveau,
I"excitabilité neuronale et I'épileptogénese.

Mots-clés : LGII, epilepsy, temporal.
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Le terme « tauopathie » regroupe un ensemble de maladies neurodégéné-
ratives résultant de I"altération de la protéine Tau, codée par le géne MAPT
{Microtubules Associated Protein Tau). Les tauopathies sont soit primaires,
comme la démence frontotemporale avec parkinsonisme liée au chromo-
some 17 (FTDP-17) due & des mutations du géne MAPT, soit secondaires,
comme la maladie d’Alzheimer, lorsqu’elles résultent de modifications
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post-traductionnelles de la protéine Tau. La protéine Tau est exprimée
principalement dans les neurones, est localisée plus particuligrement dans
I'axone et est impliquée dans la dynamique de polymérisation et de stabi-
lisation des microtubules intraneuronaux. Sa fonction est étroitement
controlée par son degré de phosphorylation. Dans les tauopathies, Tau est
anormalement et hyperphosphorylée, et s’accumule sous forme d'inclu-
sions intraneuronales filamentaires. Actuellement, si 1'identification de
mutations du géne Tau démontre que 1"altération de cette protéine est suf-
fisante pour induire une neurodégénérescence, les mécanismes de la neu-
rotoxicité restent a caractériser. L’expression de différentes formes de Tau
humaine, sauvage ou mutée (R406W ou V337M), dans le cerveau de la
drosophile permet de récapituler certaines caractéristiques des tauopathies
humaines, notamment I'accumulation de formes anormalement et hyper-
phosphorylées de Tau, une dégénérescence neuronale progressive et une
mort précoce. Dans le but d’appréhender les mécanismes de neurotoxicité
de Tau, nous avons étudié 1'affinité de liaison des protéines Tau humaines
aux microtubules dans la drosophile. Nous avons montré que, contraire-
ment & la protéine Tau endogéne, les protéines Tau humaines présentent
une affinité trés faible pour les microtubules in vivo et se retrouvent essen-
tiellement sous une forme hyperphosphorylée, soluble et cytoplasmique.
Cette faible affinité n’est pas due i une saturation des microtubules ou &
une compétition avec Tau endogéne de la drosophile, mais dépend claire-
ment du degré de phosphorylation des protéines humaines. Nous avons
également montré que la neurodégénérescence induite par les protéines
Tau humaine est corrélée & 1'accumulation des formes cytoplasmiques
hyperphosphorylées. En conclusion, notre étude suggére un role clé des
protéines Tau cytoplasmiques solubles et hyperphosphorylée dans la neu-
roxicité de Tau in vive.

Mots-clés : Tauopathies, Drosophila, Tau.
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Les tauopathies regroupent plusieurs maladies neurodégénératives, comme la
maladie d'Alzheimer et les démences fronto-temporales avec parkinsonisme
liées au chromosome 17 (FTDP-17), caractérisées par I'accumulation intraneu-
ronale de filaments constitués essentiellement de la protéine Tau anormalement
et hyperphosphorylée. La protéine Tau est une phosphoprotéine impliquée dans
la dynamique de polymérisation et de stabilisation des microtubules. Les méca-
nismes moléculaires de la neurotoxicité de tau dans ces pathologies restent 4
ce jour inconnus. L'expression de la protéine Tau humaine mutante V337M
dans le cerveau de la drosophile permet de récapituler certaines caractéristiques
des tauopathies humaines et, en particulier, le processus de neurodégénérescence
observable au niveau des yeux. La puissance de ce phénotype nous a précé-
demment permis de réaliser un crible génétique de 1250 lignées de drosophile
visant & identifier des modulateurs génétiques de la toxicité de Tau. Nous avons
ainsi identifié, comme modulateurs génétiques, des génes codant des éléments
du cytosquelette d’actine ainsi que des génes codant des éléments impliqués
dans le maintien de la fonction synaptique. Afin de mieux caractériser ces
interacteurs et de valider leur implication dans la physiopathologie de ces mala-
dies neurodégénératives, nous avons entrepris une caractérisation neuropatho-
logique de ces modulateurs. Nous avons étudié par immunohistochimie, sur
coupes paraffines de cerveaux de sujets atteints de tauopathies (maladie d’Alz-
heimer, FTDP-17, maladie de Pick ou Paralysie Supranucléaire Progressive), la
localisation sub-cellulaire de leurs homologues humains ainsi que leur co-loca-
lisation avec les Iésions fibrillaires de protéine Tau, en nous focalisant dans un
premier temps sur les éléments du cytosquelette d'actine. Nous avons mis en
évidence I'accumulation intraneuronale de la filamine A et de la myosine VI
au niveau des lésions fibrillaires de Tau chez des sujets atteints de maladie
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de la biologie de la filamine A et de la myosine VI pourrait ére impliquée dans
les mécanismes de neurodégénérescence observée dans ces tauopathies. L'iden-
tification de ces nouveaux interacteurs devrait ainsi de mieux
comprendre les mécanismes de la neurotoxicité de la protéine Tau et ainsi
permettre d'identifier des cibles thérapeutiques.

Mots-clés : Tau, Drosophile, Tauopathies.
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FXTAS is a neurodegenerative disorder of older adult carriers of premu-
tation allele (50 to 200 CGG repeats) in the 5"UTR of the Fragile X Mental
Retardation 1 gene (FMRI1). The pathologic hallmark of FXTAS is the
presence of ubiquitin positive intra-nuclear inclusions in neurons and astro-
cytes with a broad distrubution thoughout the brain. We set up a cellular
model in which transfection of expanded CGG repeats leads to accumu-
lation of intra-nuclear CGG RNA aggregates visualized by RNA FISH
experiments. In contrast to CUG or AUUCU foci, CGG aggregates are
dynamic structures that enlarge over time and accumulate various proteins
sequentially. We found that a CGG-BP1 protein is sequestered by CGG
repeats in cultured cells and FXTAS patient. Next, we identified the spli-
cing factor Sam68 to specifically colocalize with CGG aggregates. Mini-
gene responding to Sam68 also responds, but in an opposite direction, to
CGG repeats, thus suggesting a functional sequestration and loss of func-
tion of Sam68. Finally, we shown late accumulation of hnRNP A, hnRNP
G and MBNL] within the larger CGG aggregates. Using various shRNA
and mutants, we found that Sam68 recruitment is an early event required
to the latter recruitment of hnRNP A, hnRNP G and MBNLI through
protein-protein interactions. In conclusion, our results suggest that like
CUG repeats, CGG expanded repeats form intra-nuclear RNA aggregates
that sequester specific proteins resulting in loss of their functions. However,
in contrast to CUG repeats, expanded CGG repeats sequester various pro-
teins sequentially, among which depletion of Sam68 splicing activity leads
to specific splicing alteration in FXTAS patients.

Mots-clés : FXTAS, Sam68, Mbnll.
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L’autisme et la déficience mentale sont des enjeux majeurs de santé publique.
L’autisme touche plus d’un enfant sur 1 000 et se caractérise par une anomalie
du développement neuropsychologique portant particuliérement sur les fone-
tions de socialisation et de communication. La déficience mentale est un
handicap qui affecte 3 enfants pour 100 et se définit comme un fonctionne-
ment intellectuel significativement en dessous de la moyenne (Ql< 70) associé
i des limitations des fonctions cognitives. Les causes de ces pathologies sont
hétérogénes et impliquent trés souvent des facteurs génétiques. Plusieurs des
génes déja identifiés participent au développement des neurones glutaminer-
giques et  la plasticité synaptique. La voie de I'ubiquitinylation régule " adres-
sage cellulaire et la demi-vie de nombreuses protéines neuronales. Elle
comporte 3 familles d’enzymes : les enzymes d'activation de I'ubiquitine (E1),
les enzymes de conjugaison de 1'ubiquitine (E2) et les enzymes de liaison de
I'ubiquitine (E3). Plusieurs E2 et E3 ont déja été impliqués dans des patho-
logies neurodéveloppementales. Ainsi, une mutation du géne UBE2A (Xq24)
codant une E2 a récemment €t identifiée dans une famille de déficients
mentaux. Nous avons identifié in silico 37 génes codant des E2 chez I"'homme
et 39 chez la souris (Michelle er al., 2009). Nous avons étudié in vitro 'expres-
sion des 39 génes E2 pendant le développement et la maturation des neurones
d’hippocampes d’embryons (E17) de souris. 38 d’entre eux s’expriment dans
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les neurones et présentent des profils d'expression variables en fonction du
stade de développement neuronal : neuritogengse, synaptogenése, aprés stimu-
lation (1h ; 12h) par un analogue du glutamate, le NMDA, connu pour modifier
I'expression de nombreux génes impliqués dans la plasticité synaptique. Une
analyse hiérarchique a permis de classer les génes E2 selon leur profil d'expres-
sion et d'extraire les candidats potentiels dans I'autisme et la déficience men-
tale. Ces génes sont en cours de séquengage dans des cohortes de patients. Par
ailleurs, les études d'expression couplées & I'analyse in silico des promoteurs
des génes E2 nous permettront de mieux comprendre les mécanismes impli-
qués dans la physiologie neuronale et la plasticité synaptique.

Mots-clés : autisme, déficience mentale, enzymes de conjugaison de
I'ubiquitine.

WP574. ETUDE DU GENE FGD4 ET DE SA PROTEINE FRABIN.
PATHOPHYSIOLOGIE DE LA MALADIE DE CHARCOT-MARIE-
TOOTH DE TYPE 4H
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La maladie de Charcot-Marie-Tooth (CMT) constitue un groupe de mala-
dies hétérogenes. Cliniquement, elle se caractérise par une faiblesse mus-
culaire au niveau des membres inférieurs distaux, des déformations des
pieds et des mains et un abaissement des vitesses de conduction nerveuse.
En 2007, Delague et al ont identifié le géne impliqué dans CMT4H, une
forme démyélinisante autosomique récessive. Il s’agit du géne FGD4, qui
code pour le facteur d'échange GDP-GTP (RhoGEF) FGD4/FRABIN.
FRABIN contient 5 domaines fonctionnels : un domaine FAB de liaison 4
I'actine, un domaine DH 2 activité RhoGEF, 3 domaines impliqués dans
I'interaction avec les polyphosphoinositides. Sept mutations sont connues
i ce jour dans le géne et nous décrivons ici une 8° mutation caractérisée
dans une famille consanguine libanaise. Il s’agit de la mutation faux-sens
¢.1698G>A (p.Met566Ile). Actuellement, il est difficile d’établir des cor-
rélations génotype/phénotype, puisqu’on on observe une hétérogénéité cli-
nique inter- et intra-familiale. Afin de mieux comprendre la pathophysio-
logie de CMT4H, nous avons réalisé différentes études sur les fibroblastes
du patient libanais porteur de la mutation d'epissage c¢.893T>G
(p-Met298fsX8). La protéine mutée est prédite pour étre dépourvue d’une
partie du domaine DH et des 3 derniers domaines fonctionnels. Dans un
premier temps, nous avons fait I'hypothése d'une dérégulation de la voie
Cdc42-Racl, RhoGTPases cibles de FRABIN. Nous avons donc recherché
des anomalies du cytosquelette, de I'activation de Cdc42 et Racl et de la
migration cellulaire. Nos résultats ne montrent pas d’anomalies significa-
tives chez le patient. Ceci semble en contradiction avec les études sur les
souris KO conditionnelles Cdc42 et Racl dans les cellules de Schwann
qui montrent un rdle important pour ces RhoGTPases dans les processus
de myélinisation. Cependant, des études par Western-Blot (WB) nous ont
permis de caractériser une nouvelle isoforme de FRABIN, qui pourrait
correspondre & un transcrit alternatif dépourvu de 1'exon 3 (contenant le
codon AUG), précédemment caractérisé par RT-PCR. Elle serait identique
4 FRABIN mais dépourvue du domaine de liaison & |'actine. Sachant que
la présence de FRABIN au niveau du cytosquellette d’actine est essentielle
pour I'activation de Cde42, cela pourrait expliquer I'absence de dérégula-
tion dans les fibroblastes. D'autres pistes sont & 1'étude, telles que la voie
de la kinase JNK, activée par FRABIN, et connue pour inhiber la myéli-
nisation ; ou la voie des GTPases mitochondriales, telle que MFN2, mutée
dans une forme axonale de CMT. Néanmoins, nous avons démontré que
les fibroblastes ne sont pas un bon modele d'étude pour CMT4H. L’explo-
ration d"’autres modeles, tels que des souris KO FGD4 conditionnelles
dans les cellules de Schwann, ou des co-cultures cellules de Schwann/
axone, est actuellement en cours et devrait nous permettre une meilleure
compréhension de la pathophysiologie de CMT4H.

Mots-clés : neuropathie, RhoGEF, CMT4H.
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LULAR MECHANISMS UNDERLYING MENTAL RETARDA-
TION IN THE COFFIN LOWRY SYNDROME

A. Schneider, S. Pannetier, A. Hanauer
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Contact : anne.schneider@igbme.fr

The Coffin Lowry Syndrome is a rare but very handicapping syndromic
form of X-linked mental retardation. Affected patients develop facial
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abnormalities, progressive skeletal deformations and psychomotor retarda-
tion, This syndrome is due to mutations in the gene coding for RSK2, a
member of the RSK family. RSKs are serine/threonine protein kinases that
act at the end of the Ras/MAPK signalling pathway by phosphorylating
cytoplasmic and nuclear substrates after cellular perturbations (growth fac-
tors or neurotransmitters). RSKs are so implicated in important cellular
events, including proliferation, cell survival and neuronal outgrowth.
RSK2-KO mice exhibit skeletal as well as behavioural abnormalities, inclu-
ding impaired spatial learning and memorisation. Moreover, in the adult
mouse brain, RSK2 is highly expressed in the hippocampus, a structure
involved in these cognitive processes. For these reasons, based on primary
hippocampal cell cultures, we are trying to unravel the molecular and cel-
lular mechanism underlying cognitive dysfunction in RSK2-KO mice and
patients. Therefore, we are investigating the mechanisms involved in neu-
rotransmission and synaptic plasticity by studying dendritic spine morpho-
logy and density as well as the MAPK signalling pathway, which plays
an important role in spinogenesis. Indeed in many cases of mental retar-
dation the distribution and morphology of dendritic spines was shown to
be altered. These actin rich protrusions are highly dynamic and are involved
in the regulation of transmission and synaptic plasticity. A preliminary
morphological analysis has revealed an increased density of mature spines
along KO neuritis, but fewer excitatory synapses than in WT neurons.
These results suggest an alteration of the process of spines maturation in
RSK2-KO cells, which may influence synaptic plasticity. This observation
prompted us to check the expression and the activation of RSK2 substrates
and of actors of the Ras/MAPK pathway, in response to stimulation. Wes-
tern blot analyses have revealed a decreased CREB phosphorylation, as
well as an increased ERK1/2 activation in KO cells. ERK increased phos-
phorylation results in altered activation of other RSK family members and
of ELKI, a transcription factor. These molecular analyses suggest an alte-
ration of the transcriptional activity in RSK2-KO embryos, and can explain
in part the morphological alterations observed. Moreover several synaptic
proteins are regulated by the Ras/MAPK pathway, and their dysfunction
may explain the modification identified. In this way, Shank3 and Neu-
rabin2 are two post-synaptic proteins, which can be phosphorylated res-
pectively by RSK2 and ERK. Interestingly, their phosphorylation state
controls their interaction with the actin cytoskeleton, which may influence
the morphology of dendritic spines. The study of these proteins may give
us new insight into the understanding of the molecular and cellular mecha-
nisms involved in this mental retardation.

Mots-clés : mental retardation, synaptic plasticity, RSK2.
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Dix maladies neurodégénératives héréditaires, incluant la maladie de Hun-
tington et des ataxies spinocérébelleuses (SCA), sont causées par des
expansions de polyglutamine (polyQ), qui conférent des propriétés « neu-
rotoxiques » aux protéines mutées spécifiques de chaque maladie. Il est
généralement admis que la neurotoxicité découle d'une cascade unique
d'événements dégénératifs menant a la dysfonction puis la mort des neu-
rones. Comment les neurones répondent in vive a la toxicité induite par
les poly(Q reste largement inconnu. Pour adresser cette question, nous avons
¢étudié un modéle murin transgénique SCAT qui exprime 1’ ataxine-7 mutée
(mATXN7) uniquement dans les photorécepteurs de la rétine, récapitulant
ainsi la rétinopathie affectant les patients SCA7. Ce modéle permet 1'ana-
lyse des effets toxiques i long terme de la mATXN7 car la survie de la
souris n'est pas compromise. Nous montrons qu'in vive la réponse 2 la
toxicité de la mATXNT est diverse et oriente les photorécepteurs vers des
destins cellulaires radicalement opposés, tels la mort apoptotique et non-
apoptotique, la migration, la dédifférenciation ou, plus remarquablement,
la prolifération. De fagon trés intéressante, un certain équilibre entre des
réponses de mort et de survie (prolifération et dédifférenciation) a pour
effet de maintenir 'intégrité structurale de la couche des photorécepteurs

de la rétine, mais non sa fonction. La prolifération et la dédifférenciation |
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montrent la remarquable plasticité des neurones soumis aux stress toxiques
et pourraient étre potentialisées dans un cadre thérapeutique.

Mots-clés : neurodégénérescence, génétique, rétine.
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Les paraplégies spastiques familiales (PSF ou SPG) sont des pathologies
neurodégénératives rares ayant pour point commun une altération de la
voie pyramidale (dite cortico-spinale) qui se traduit par une spasticité des
membres inférieurs. La forme complexe associant un retard mental ou un
déficit cognitif & une atrophie du corps calleux (PSF-TCC, TCC pour Thin
Corpus Callosum) est la forme la plus grave et la plus courante des PSF
autosomiques récessives. Deux génes ont été identifiés comme responsa-
bles de la majorité des cas de PSF-TCC, il s’agit de SPG11 qui code pour
la spatacsine et SPG15 qui code pour la spastizine. Toutes les mutations
rapportées dans ces 2 génes ; faux-sens, délétions, insertions, réarrange-
ments sont tronquantes et conduisent & une perte de fonction des protéines
correspondantes. A 1'heure actuelle les fonctions de la spatacsine et de la
spastizine sont encore inconnues. Nous avons utilisé le Danio rerio (poisson
zébre) afin d’explorer les fonctions de ces protéines au court du dévelop-
pement. Nous avons tout d’abord analysé le profil d’expression de SPG11
et SPG15 par RT-PCR, ainsi que par des expériences d'hybridation in situ.
Ces expériences ont fait ressortir un profil d'expression comparable pour
SPG11 et SPG15. Les messagers s’expriment dés les premiers stades du
développement et sont ubiquitaires avec tout de méme une expression pré-
dominante dans le cerveau, Nous avons ensuite utilisé la technologie des
morpholinos oligonucléotides qui nous ont permis d’étudier les consé-
quences de l'invalidation de ces génes. Nous avons ainsi observé que la
perte de fonction de la spatacsine, comme celle de la spastizine, entraine
I"apparition de malformations développementales au niveau de la queue
des embryons. Les embryons ainsi affectés voient également leur motilité
réduite ou abolie. En injectant les morpholinos oligonucléotides dans des
lignées de Danio rerio exprimant constitutivement la GFP dans des popu-
lations neuronales spécifiques, nous avons mis en évidence un défaut au
niveau de la croissance axonale des motoneurones de la moelle pour
SPG1let SPG15. Nous allons maintenant nous appliquer a vérifier si il est
possible de réverser les phénotypes observés lors de I'invalidation des
génes SPG11 et SPG135 en co-injectant les morpholinos oligonucléotides
avec les ARN messagers humains correspondants. Ceci nous permettra
d’affirmer la spécificité du phénotype observé et nous aidera également
dans la compréhension des fonctions de la spatacsine et de la spastizine.
De plus, la validation du modéle de Danio rerio par invalidation de SPG11
ou SPGI5 par injection de morpholinos oligonucléotides nous permettra,
4 plus long terme d’avoir un modéle solide nous offrant la possibilité de
tester des molécules d'intérét thérapeutique.

Mots-clés :  paraplégie
oligonucléotide.
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A-type Lamins, a class of intermediate filaments encodes by LMNA, are
major components of the nuclear lamina, a filamentous network underlying
the inner face of the nuclear membrane. Up to date, eleven pathologies,
described as Laminopathies, have been associated with mutations in
LMNA. One of these, Charcot-Marie-Tooth disease (CMT), type AR-
CMT2A, is an autosomal recessive form of axonal CMT caused by the
¢.892C>T transition in LMNA exon 5 (p.Arg298Cys). In order to progress
towards understanding of the pathophysiological mechanisms underlying
AR-CMT2A, we studied two different models for the disease : human cells
from patients homozygous for the ¢.892C>T mutation, and a Knock-In
LmnaR298C/R298C mouse model. Gene expression studies performed on
microfluidic plates (Low Density Arrays) evidenced a significant decrease

pummmmmmm— of LMNA expression levels in human cells. These observations were
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confirmed in Knock-In mouse tissues (brain, skeletal and cardiac muscle,
sciatic nerve and spinal cord). The p.Arg298Cys mutation lies within a
coil-coiled domain, an important functional domain for intermediate fila-
ment polymerization. In silico predictions and structural datas are in favor
of a destabilizing potential of this mutation. Moreover we shown, through
GST-Pull down and co-Immunoprecipirtation, that Lamins interact with
c-Jun, a Leucine Zipper transcription factor, and the p.Arg298Cys mutation
is sufficient to affect this interaction. We therefore propose a two-hit patho-
physiological mechanism model : — LMNA seems to be autoregulated
through an A-type Lamins — AP-1 (c-Jun/c-Fos) complex, which might be
disrupted at the protein level by the presence of the mutation. AR-CMT2A
fibroblasts transfected with the Luciferase gene under the control of AP-1
response element confirmed this auto-regulation loop. — The pArg298Cys
mutation might destabilize complexes between A-type Lamins and other
Leucine Zipper proteins, that might be some nerve specific transcription
factors.

Mots-clés : CMT, LMNA, JUN.
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Les mutations du géne ARX (aristaless-related homeobox) sont responsa-
bles d’un large spectre de phénotypes allant de malformations séveres liées
a un défaut de migration neuronale telle que la lissencéphalie, 4 des formes
plus légeres de retard mental sans anomalie de structure du cerveau (Kita-
mura et al., 2002 ; Sherr et al., 2003). Le géne ARX code un facteur de
transcription & homéodomaine, fortement exprimé au cours du développe-
ment du cerveau, et plus particuliérement dans les interneurones gamma-
amino butyric acid (GABA)ergiques (Kitamura et al., 2002 ; Poirier ef al.,
2004 ; Friocourt et al., 2006). Plusieurs éudes ont récemment montré
I'implication d'ARX dans divers processus cellulaires tels que la prolifé-
ration des neuroblastes, la migration neuronale et la différenciation cellu-
laire (Kitamura er al., 2002 ; Colombo er al., 2007 ; Friocourt et al., 2008).
Afin de mieux comprendre les différents réles d’ARX et de caractériser
les voies de signalisation impliquées, nous avons cherché & identifier les
cibles d"ARX par la technique d’immunoprécipitation de la chromatine
associée aux puces & ADN (ChIP-on-Chip). Les complexes protéine/ADN,
issus soit de cellules de neuroblastome de souris (N2a) transfectées par
ARX, soit de cerveaux embryonnaires de souris a E15.5, ont été immu-
noprécipités par un anticorps anti-ARX. L' ADN cible a ensuite été purifié,
amplifié, marqué puis hybridé de maniére compétitive avec un ADN de
référence sur des puces 2 ADN ciblant les promoteurs de tous les génes
de la souris. Enfin, les données extraites ont été analysées par différents
outils bio-informatiques. Les résultats préliminaires confirment I'implica-
tion d’ARX dans des processus aussi importants que la régionalisation du
cerveau, la migration, la différentiation, 1'axonogenése et la transmission
synaptique. Nous présenterons la validation de quelques cibles par
ChIP-PCR et retard sur gel. Nos données seront également comparées avec
celles de la littérature, en particulier avec les génes identifiés par des études
transcriptomiques et différemment régulés chez les souris mutées Arx et
les souris wild-type (Fulp et al., 2008 ; Colasante et al ;2009). Cette étude
devrait ainsi contribuer & une meilleure compréhension du role d’ARX
dans la corticogenése et & une meilleure caractérisation des mécanismes
physiopathologiques du retard mental et de 1'épilepsie associés aux muta-
tions d'ARX.

Mots-clés : ARX, facteur de transcription, lissencéphalie.

EP580. DES GENES DU DEVELOPPEMENT SONT SPECIFIQUE-
MENT IMPLIQUES DANS LES FORMES SEVERES D’EIF2B-
PATHIES

L. Horzinski (1, 2), A.Hénaut (3), A.Huyghe (1, 2), E. Bertini (4),
R. Schiffmann (5), D. Rodriguez (6, 7, 8), Y. Dantal (3), O. Boespflug-
Tanguy (1, 2, 9), A. Fogli (1, 2, 10)
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Parmi les maladies démyélinisantes héréditaires, les eIF2B-pathies repré-
sentent un groupe cliniquement hétérogene, allant de formes congénitales
séveres a des formes adultes asymptomatiques. Elles sont dues 2 des muta-
tions des cinq génes EIF2B 1-5 codant les sous-unités du facteur ubiquitaire
d'initiation de la raduction 2B (eIF2B). Ce facteur est impliqué dans les
régulations de I’étape d’initiation de la traduction en cas de stress cellu-
laire, grice & son activité intrinséque d’échange de guanine (GEF : guanine
exchange factor), qui lui permet d’activer un autre facteur d’initiation de
la traduction : eIF2. La physiopathologie de cette maladie n’est pas connue
mais semble faire intervenir : i) un défaut de maturation des cellules gliales,
el ii) une activation accrue de la réponse au stress médiée par le facteur
ATF4 (Activating transcription factor 4), comme cela a été rapporté dans
les oligodendrocytes, cerveaux et fibroblastes (Fb) mutés de patients. Une
corrélation entre 1'activité GEF du facteur eIF2B et la sévérité de la maladie
(dge de début) a été décrite. Dans le but d'identifier les voies métaboliques
en cause dans les elF2B-pathies, nous avons réalisé une étude transcrip-
tomique différentielle entre 10 Fb de patients porteurs d’une forme sévére
d’elF2B-pathie (activité GEF <50 %) en comparaison de contriles et de
Fb de patients porteurs d'autres types de leucodystrophies, et ce a I'état
basal et suite & un stress cellulaire (stress du reticulum endoplasmique, RE,
induit par un traitement A la thapsigargine). Nous avons démontré une
réponse au stress semblable entre les différents groupes, suggérant que la
réponse au stress du RE n'est pas spécifique des e[F2B-pathies. Nous
avons identifié 72 génes différentiellement exprimés de maniére spécifique
dans les Fb mutés elF2B, la majorité étant impliqués dans les processus
de développement. Nous avons sélectionné 10 génes du fait de leur pos-
sible implication dans la physiopathologie: les génes HNRNPHI,
HNRNPF, HNRNPL et HNRNPC (transcription ou stabilisation et épis-
sage des ARNm), MRPS26, MRPL28, HCCS, VDACS3 et KIF5B (mito-
chondrie) et DIAPH3 (développement). Nous avons confirmé les résultats
pour ces génes par QRT-PCR dans les Fb mais également dans les cer-
veaux de feetus humains atteints. Ces résultats suggérent que les formes
séveres d'elF2B-pathies sont dues & des anomalies primitives du dévelop-
pement, qui pourraient expliquer la susceptibilité de la substance blanche
aux mutations du facteur elF2B.

Mots-clés : leucodystrophie, CACH/VWM, transcriptomique.

WP581. ROLE DU TRANSPORTEUR MONOCARBOXYLATE 8
(MCT8), RESPONSABLE DE RETARDS MENTAUX LIES A L'X
AVEC SPASTICITE ET DYSMYELINISATION, DANS LE TRANS-
PORT DES HORMONES THYROIDIENNES DANS LES
OLIGODENDROCYTES

Y. Capri (1, 2), E. Friesma (3), C. Gonthier-Gueret (1, 2), O. Boespflug-
Tanguy (1, 4), T.J. Visser (3), C. Vaurs-Barriere (1, 2)
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Le géne du transporteur moncarboxylate 8 (MCT8) code un transporteur
spécifique des hormones thyroidiennes (HT), exprimé dans de nombreux
tissus dont le cerveau. Dans ce dernier, une expression a été décrite prin-
cipalement & I'dge adulte, au niveau des neurones, des cellules endothé-
liales des micro-vaisseaux et des cellules épendymaires/tanycytes des
plexus choroides. Les mutations perte de fonction du géne MCTS sont
responsables de retards du développement psychomoteur de sévérité
variable associés a des anomalies de dosage des HT. Nous avons récem-
ment décrit que les patients porteurs de mutations MCTS présentent éga-
lement un retard de myélinisation. Ce dernier se caractérise par un aspect
d’hypomyélinisation diffuse de la substance blanche & I'IRM a des dges
précoces (<3ans) qui se normalise progressivement. Dans le systéme ner-
veux central (SNC), la myélinisation des axones est assurée par des cellules
spécialisées, les oligodendrocytes (OLs). In vitro, les HT sont connues
pour jouer un role direct dans la différenciation des OLs. In vivo, les
individus (humains ou modeles animaux) avec déficit en HT présentent,
comme les patients MCTS, un dysmyélinisation, démontrant que les HT
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participent & la mise en place du processus de myélinisation. Le phénotype
clinique des patients MCT8 suggére donc que, chez I'homme, un défaut
de transport des HT dans le SNC via MCTS affecte le fonctionnement non
seulement des neurones mais aussi des OLs. La question reste de savoir si
la perte de fonction de MCTS affecte le développement des OLs de fagon
directe via le transport des HT dans les OLs et/ou indirecte via |'altération
d’interactions axones-OLs liées a I"action de la T3 dans les neurones. Nos
travaux ont montré que : — 1) MCTS présente des niveaux d'expression 2
a 11 fois plus importants durant la phase active de maturation des OLs
dans le cerveau foetal humain par rapport  1’adulte — 2) une expression
significative de MCTS est retrouvée dans différentes lignées oligodendro-
cytaires incluant les MO3.13 (lignée oligodendrogliome humain), les
Oli-neu (lignée oligodendorcytaire de souris) et des cultures primaires
d'OLs de souris, — 3) dans les MO3.13, I'inhibition de 84 % de I'expres-
sion de MCTS, via 1'action de SiARN, est associée 4 une diminution de
42,17 % +/- 4,39 du transport de T3. Ces résultats démontrent que le trans-
port des HT dans les OLs semble étre médié, au moins en partie, par
MCTS. Des expériences complémentaires visant 4 étudier I'impact de
I"inhibition d’expression de Mct8 dans les Oli-neu sur le transport de T3
et 4 définir les types cellulaires exprimant MCTS au cours du développe-
ment cérébral humain sont en cours. L'ensemble de ces données nous
permettront de conclure quand & I'implication directe de MCTS en tant
que transporteur des HT dans les OLs et de démontrer si la dysmyelini-
sation observée chez les patients avec mutations MCT8 résulte ou non d'un
défaut de transport des HT dans les OLs.

Mots-clés : transport hormones thyroidiennes, oligodendrocytes.

WP582. FROM STRUCTURAL STUDIES OF POLYGLUTAMINE TO
PATHOLOGICAL MODELS AND THERAPEUTIC STRATEGIES
F. A.C. Klein, A. Cousido-Siah, A. Mitschler, A. Podjarny, Y. Trottier
Institut de Génétique et de Biologie Moleculaire et Cellulaire, Hlikirch,
France

Contact : yvon@ighme.fr

Polyglutamine (polyQ) diseases are a group of 9 adult-onset genetic
diseases that result in degeneration of selected brain areas. The most
common polyQ disease is Huntington disease. It affects ~1 in 10,000 indi-
viduals, and is characterized by abnormal body movements (chorea), mood
changes, loss of memory and cognitive functions, and death within 10 to
20 years of disease duration. Up to now, there is no treatment to prevent
or slow down the disease process in HD or in any other polyQ disease.
PolyQ diseases are caused by the expansion of CAG trinucleotide repeats,
which code for polyQ sequences in ubiquitously expressed disease pro-
teins. Cognate wild type proteins bear a polymorphic polyQ. but expansion
above a polyQ length specific to each disease confers neurotoxic properties
to mutant proteins. The existence of this polyQ-length dependent toxicity
threshold is an intriguing observation that could be explained by two patho-
mechanistic models : (1) a “structural threshold model™ proposes that the
toxicity threshold is triggered by a conformational change that occurs only
above a certain polyQ length ; (2) this model was later challenged by a
“gradual polyQ length-toxicity model”, in which polyQ tracts are inhe-
rently toxic sequences whose deleterious effect gradually increases with
polyQ length and aggregation kinetics. In this model, polyQ toxicity mani-
fests when cellular factors that prevent proteotoxicity, such as the protein
homeostasis machinery, are overwhelmed. One key argument supporting
the “gradual polyQ length-toxicity model™ is that polyQ of non-patholo-
gical and pathological lengths display very similar structural properties.
Accordingly, we hypothesized that short polyQ should retain the ability to
interact with expanded polyQ and perturb the aggregation mechanism. We
show here that peptides containing short polyQ stretches, named Q-peps,
act indeed as aggregation inhibitors in vitro. Q-peps are the first polyQ
aggregation inhibitors that were designed on a rational basis. Improving
directly the efficiency of protein homeostasis or facilitating indirectly its
action by modulating the polyQ aggregation pathway could be a promising
strategy for therapy. Interestingly, numerous aggregation modulators were
reported, but few efforts were made to understand at which step of the
aggregation pathway these molecules are acting. Here, we report that
various aggregation modulators act on distinct aggregation steps. We also
provide the first in vitro demonstration that the combination of aggregation
modulators can have synergistic effects. It should then be possible to reach
better in vivo effects with aggregation modulator cocktails, while using
reduced concentrations of each individual modulator. Our results support
the “gradual polyQ length-toxicity” model. They are also of fundamental
importance to understand both the mechanism of polyQ aggregation and
the action of aggregation modulators, which are molecules of therapeutical
interest.

Mots-clés : polyglutamine, aggregation, inhibitor.
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HP583. CONTACTINES ET VULNERABILITE A L’AUTISME :
ANALYSE FONCTIONNELLE IN VITRO DE MUTATIONS DE LA
CONTACTINE 6

O. Mercati (1), M. Konyukh (1), V. Dufresne (1), C. Leblond (1), A. Danc-
kaert (2) K. Watanabe (3) T. Bourgeron (1), 1. Clogz-Tayarani (1)
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Imagopole, Paris, France. (3) Nagaoka University of Technology,
Nagaoka, Japan

Contact : icloez@pasteur.fr

Les contactines sont des molécules d’adhérence cellulaire de la famille des
immunoglobulines impliquées dans la croissance, le guidage et |'orientation
des axones dans le systéme nerveux central chez la souris. Certains retards du
développement et troubles cognitifs associés a des pathologies humaines, telles
que ["autisme, pourraient étre dus a des anomalies des protéines de la famille
des contactines. Ainsi, des délétions des genes des contactines 3 et 4 ont été
identifiées dans la littérature chez des individus autistes. L'autisme se carac-
térise par un déficit de I'interaction sociale réciproque, une absence ou une
atteinte qualitative du langage, et un répertoire de comportements restreints,
répétitifs et stéréotypés. Les troubles autistiques apparaissent chez I'enfant
avant I'ige de trois ans et affectent environ un individu sur 166. Au laboratoire,
nous avons mis en évidence la présence de « copy number variants = CNV »
dans le gene de la contactine-6 chez des patients atteints de troubles autistiques.
Aprés séquengage de I'ADN de 254 patients, huit mutations ponctuelles non
synonymes dans le géne de la contactine 6 ont été identifiées au niveau de
plusieurs exons. A I'exception d'une seule, les mutations se répartissent entre
les différents domaines immunoglobuline et fibronectine de la protéine corres-
pondante. Afin d'analyser le role de ces mutations sur I'expression cellulaire
et I'adressage membranaire de la contactine 6, des cellules embryonnaires de
rein (cellules HEK-293, « human embryonic kidney cells ») ont été transfectées
avec les ADN complémentaires sauvage et mutés. L'analyse des lysats cellu-
laires totaux par SDS-PAGE et western blot et révélation par un anticorps
anti-contactine 6 de souris confirme la présence de la protéine (130 kDa) a la
fois pour la forme sauvage et pour chacune des huit mutations. L’analyse par
immunofluorescence des cellules HEK-293 révéle une expression membra-
naire de la contactine 2 la fois pour la protéine sauvage et mutée. En conditions
de perméabilisation, le marquage membranaire est conservé pour I'ensemble
des mutations mais d'intensité variable selon les mutations. Des variations
d’expression intracellulaire des protéines mutées sont observées. Un marquage
intracellulaire intense est retrouvé pour une mutation présente dans le quatriéme
domaine fibronectine. Ces données suggérent fortement I’existence d’anoma-
lies post-traductionnelles. L'effet des mutations sur la fonction cellulaire est
analysé dans un modéle de neurones en culture. Nous nous intéressons au rile
des protéines mutées mises en support de culture sur la croissance des neurites.
Les formes solubles de la contactine sauvage et mutée sont produites. Les
travaux présentés montreront |’approche mise au point permettant 1’analyse
quantitative de la taille des cellules, de la longueur et de I'épaisseur des neurites
ainsi que des niveaux d’arborisation.

Mots-clés : contactine 6, autisme, mutations.

WP584. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ATAXIE DE FRIEDREICH :
ETUDE DE MODELES MURINS POUR COMPRENDRE LES
MECANISMES IMPLIQUES DANS LA DEREGULATION DU
METABOLISME DU FER
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L. Reutenauer (1), N. Messaddeq (1), H. Puccio (1)

(1) Institut de Génétique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Illkirch,
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L'ataxie de Friedreich (AF) est une maladie neurodégénérative invalidante
et, jusqu’a ce jour, incurable, fréquemment associée a une cardiomyopathie.
Le géne responsable de la maladie (FXN) code pour une protéine mitochon-
driale appelée frataxine. Chez les patients, la mutation majoritaire correspond
a une expansion (GAA)n au niveau du premier intron du géne. Cette expan-
sion conduit & une réduction de la transcription, et donc & un taux résiduel
de frataxine chez les patients. La fonction exacte de la frataxine reste
inconnue, mais plusieurs études indiquent qu'elle jouerait un réle dans la
biosynthése des noyaux fer-soufre (Fe-S), la biosynthése de I'héme et/ou le
métabolisme du fer. Le lien entre frataxine et fer est notamment illustré par
la présence de dépbts de fer intramitochondriaux dans les tissus des patients
et des modeles souris de I'AF. Cette observation a conduit A penser que la
dérégulation du métabolisme du fer pouvait jouer un réle primordial dans la
physiopathologie, et I'efficacité thérapeutique d'un chélateur de fer est actuel-
lement testé en clinique chez les patients atteints de 1"AF. Néanmoins, les
causes exactes de la dérégulation de fer et son implication dans la physio-

s pathologie ne sont pas connues, et nécessitent donc d’étre caractérisées afin
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d’évaluer I'impact de telles thérapies. Au laboratoire, nous avons généré
plusieurs modgles souris, par une approche conditionnelle, qui reproduisent
les caractéristiques phénotypiques et biochimiques de la maladie : hypertro-
phie cardiaque progressive, ataxie sensorielle et spinocérebelleuse progres-
sive, déficit des protéines Fe-S, accumulation progressive de fer intramito-
chondrial. Nous avons montré que le déficit en Fe-S précéde I'accumulation
de fer dans la mitochondrie, suggérant que la dérégulation de la biogénése
des Fe-S est un événement primaire dans la physiopathologie. Pour mienx
comprendre la relation entre la frataxine et la dérégulation du métabolisme
du fer, nous avons généré un nouveau modeéle conditionnel murin dans lequel
le géne Fxn a été invalidé dans le foie. Le foie est un organe central de
I’homeostasie du fer notamment via son activité de stockage et son rile de
senseur qui régule la transcription de I'hepicidine. Les souris obtenues pré-
sentent un phénotype sévere et une diminution de leur durée de vie. L ana-
lyse histopathologique a révélé une stéatose et une dysfonction mitochon-
driale. L'atteinte primaire des protéines Fe-S a été confirmée, alors que la
synthése de I'héme ne semble pas affectée. L'expression de génes impliqués
dans le métabolisme du fer, ainsi que I"activité des régulateurs du métabo-
lisme du fer, IRP1 et IRP2, ont été mesurées. Les résultats montrent claire-
ment que la dérégulation du métabolisme du fer survient aprés le déficit en
Fe-S et semble provenir de I’activation de IRP1, le régulateur dépendant des
Fe-S. Ces nouvelles données permettent d'élaborer un schéma moléculaire
expliguant la dérégulation du métabolisme du fer dans I'AF.

Mots-clés : métabolisme du fer, frataxine, mitochondrie.

WP585. ANOMALIES DE LA CHROMATINE ET FONCTION
ANORMALE DU COMPLEXE SAGA INDUITES PAR UNE
EXPANSION POLYGLUTAMINE DANS L’ATAXINE-7

G. Lang, C. Kizilyaprak, J. Bonnet, L. Tora, P. Schultz, D. Devys
IGBMC, CNRS UMR 7104, INSERM U 964, Université de Strasbourg,
France
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L'ataxie spinocérébelleuse de type 7 (SCAT) est due 4 une expansion poly-
glutamine dans I"ataxine-7. SCA7 fait partie des maladies neurodégénératives
par expansion polyglutamine mais est la seule ou I'on observe une atteinte
de la rétine. Bien que ces mutations agissent par un mécanisme de gain de
fonction, encore mal compris, de nombreuses études indiquent que, pour
chaque maladie, le contexte protéique dans lequel se situe I'expansion poly-
glutamine joue un role pathologique majeur. Afin de mieux comprendre les
mécanismes moléculaires dans SCA7, nous menons une double approche :
d’une part, nous caractérisons les conséquences de I'expression de 1" ataxine-7
mutée dans un modéle murin de SCA7. D'autre part, I'étude de la fonction
normale de I'ataxine-7 nous permet de tester quelles activités peuvent étre
altérées par 1'expansion polyglutamine dans cette protéine Nous avons carac-
térisé en détail une lignée de souris transgéniques surexprimant 1'ataxine-7
mutée dans les photorécepteurs et identifié une désorganisation précoce des
territoires chromatiniens dans ces neurones, Ces modifications induisent une
perte d’expression des génes spécifiques des photorécepteurs entrainant une
perte des segments externe expliquant la diminution progressive de I'activité
des photorécepteurs. Ayant identifié I'ataxine-7 comme une sous-unité du
complexe transcriptionnel SAGA, nous avons voulu déterminer si les ano-
malies transcriptionnelles et les modifications de la chromatine induites par
I'ataxine-7 mutée s'expliquent par une dérégulation de I'activité de ce
complexe. La composition en sous-unités et 1'activité d’acétylation des his-
tones du complexe SAGA ne sont pas modifiées par I'expansion polygluta-
mine dans I'ataxine-7. Des expériences complémentaires montrent que
I'ataxine-7 permet I'incorporation dans SAGA de nouvelles sous unités dont
USP22, une ubiquitine protéase. Nos résultats montrent que SAGA a effec-
tivement une activité de désubiquitination des histones H2A et H2B mono-
ubiquitinés in vivo. Cette activité enzymatique joue un role important dans la
compaction de la chromatine et la régulation de I'expression des génes. Nos
résultats préliminaires montrent que I'activité enzymatique d’USP22 est
régulée par I'ataxine-7 suggérant qu'une expansion polyglutamine dans cette
sous-unité pourrait modifier le niveau d'ubiquitination des histones.

Mots-clés : polyglutamine, maladies neurodégénératives, chromatine.

WP586. MECP2 REPRIME LE GENE CDKLS METHYLE : IMPLI-
CATIONS DANS LES VARIANTS DU SYNDROME DE RETT

P. Anglard, D. Carouge, L. Host, J. Zwiller

Unité INSERM U575, Centre de Neurochimie, et Université de Strasbourg,
France

Contact : anglard @neurochem.u-strashg.fr

Le syndrome de Rett est une maladie génétique qui affecte essentiellement
les filles et qui représente la premiére cause de retard mental chez les filles
avec une prévalence de 1/10 000 a 1/20 000 selon les pays. I s"agit d'un
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grave trouble neurologique caractérisé notamment par un retrait social,
un retard psychomoteur, des stéréotypies manuelles et des épisodes épi-
leptiques. Il est associé & des mutations du géne MECP2 (Methyl-CpG
binding protein 2) porté par le chromosome X, la sévérité du syndrome
étant liée & I'inactivation de ce chromosome. Une forme atypique plus
précoce de ce syndrome, appelée variant Hanefeld ou « early seizures
variant » est associée a des mutations du géne CDKLS (Cyclin-depen-
dent kinase-like 5) porté aussi par le chromosome X et présente certains
phénotypes communs tels que des épisodes épileptiques. La phospho-
rylation in vitro de MeCP2 par CDKLS5 a permis d’établir un premier
lien entre les 2 protéines en suggérant que les mutations de CDKLS5 sont
susceptibles de modifier 1'activité de MeCP2 et d'expliquer certains
symptomes observés dans le variant Hanefeld. MeCP2 est une protéine
de liaison & I'ADN méthylé et nous avons montré qu’elle était induite
dans le cerveau de rat en réponse 2 la fluoxétine et a la cocaine. Cette
induction associée i celle d'autres facteurs épigénétiques comme MBD1
et I"histone désacétylase 2 montrent que des agents inhibant la recapture
de sérotonine, comme les antidépresseurs et les drogues sont capables
d’influencer la structure de la chromatine et que les neurones post-
mitotiques sont capables de réinterpréter la méthylation de I"’ADN
acquise au cours du développement. Nous avons mis en évidence que
I"induction de MeCP2 par la cocaine dans le striatum ou le cortex, ou
par la sérotonine dans des cultures cellulaires, entraine la répression du
geéne Cdkl5. La partie 5° du géne est méthylée dans le striatum et le
nombre de CpG méthylés est augmenté de 73 % dans cette région en
réponse 4 un traitement chronique par la cocaine. En accord avec une
régulation par méthylation de I'ADN, CdkI5 est induit aprés déméthy-
lation du génome par des inhibiteurs d’ADN méthyltransférases. Par
ailleurs, CDKLS est réprimé dans des lignées cellulaires qui surexpri-
ment MeCP2 de facon stable, alors qu'il est induit lorsque MeCP2 est
inactivé par |'utilisation de siRNA. Dans le striatum, MeCP2 se lie au
gene CdKIS et cette liaison observée par immunoprécipitation chroma-
tinienne est augmentée lors de la répression du géne par la cocaine. Ces
observations soulignent le role de MeCP2 en tant que répresseur de
Cdkl5, ainsi que la capacité d'un agent pharmacologique & modifier le
profil de méthylation d'un géne dans un cerveau adulte. En établissant
un lien nouveau entre les deux génes, nos données apportent un nouveau
concept concernant les mécanismes impliqués dans les symptomes neu-
rologiques observés dans deux formes du syndrome de Rett.

Mots-clés : syndrome de Rett, neuropathologie, épigénétique.
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Département de Neurobiologie & Génétique, Institut de Génétique et de
Biologie Moléculaire et Cellulaire (IGBMC), Illkirch, France
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La ferritine mitochondriale (MtF) est une protéine mitochondriale, qui
comme les ferritines cytosoliques, est capable de séquestrer le fer sous
une forme non toxique. MtF est essentiellement exprimée dans les tes-
ticules, mais de fagon intéressante, MtF est aussi exprimée dans les
sidéroblastes de patients atteints d’anémie sidéroblastique, indiquant
que la protéine peut avoir un réle protecteur en conditions pathologiques
supposant prévenir les effets déléteres d'une accumulation intramito-
chondriale de fer. Or, I'accumulation et la présence de dépdts de fer
intramitochondriaux sont une caractéristique majeure de 1'ataxie de
Friedreich (AF). L'AF est une maladie héréditaire neurodégénérative,
fréquemment associée & une cardiomyopathie, causée par une perte de
fonction partielle en frataxine, une petite protéine mitochondriale impli-
quée dans le métabolisme du fer. En effet, I'étude in vitro de la protéine
a montré une capacité de la frataxine & lier le fer. Parallélement, des
études chez les patients et dans différents modeles de I'AF ont mis en
évidence un lien entre la frataxine et des voies mitochondriales dépen-
dantes du fer, notamment la biosynthése des noyaux fer-soufre. Plus
récemment, il a été proposé que la frataxine et la MtF pouvaient avoir
des fonctions croisées et que, par conséquent, I’expression de MtF pour-
rait complémenter, au moins partiellement, un déficit en frataxine. Dans
notre étude, nous avons voulu répondre & deux questions : 1) MtF est-
elle (sur)exprimé dans les tissus en réponse & un déficit en frataxine ?
2) I'expression de MtF pourrait-elle complémenter un déficit total et/ou
partiel en frataxine ? Pour répondre & ces questions nous avons utilisé
des modeles murins conditionnels et des modéles cellulaires de I'AF
developpés au laboratoire. L’expression de MtF a été mesurée dans un
modele murins cardiaque qui reproduit la cardiomyopathie observée
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chez les patients et qui développe d’abondant dépots de fer intramito-
chondriaux au cours du temps. Aucune expression de MtF n'a été
observée chez les souris présentant des dépdts de fer intramitochon-
driaux, indiquant I’absence d'un role protecteur de MtF en conditions
pathologiques liées a 1I'AF. Pour tester la complémentation fonctionnelle
entre MIF et frataxine, nous avons utilisé des modeles cellulaires basés
sur la délétion conditionelle de la frataxine. La MtF a d’abord ét€ trans-
fectée de fagon stable, puis la frataxine a été délétée par un systéme
CRE-GFP couplé & un tri au FACS. Que MIF soit exprimée ou pas, la
délétion conduit @ la mort cellulaire, indiquant I'absence de complé-
mentation fonctionnelle entre les deux protéines. Nous sommes actuel-
lement en train de tester la possibilité d’une complémentation partielle
entre MIF et frataxine sur des modeles de 1'AF basés sur une perte de
fonction partielle en frataxine. Les résultats préliminaires montrent que
la MtF ne peut pas compenser entiérement la déficience en frataxine.

Mots-clés : ataxie de Friedriech, fer, ferritin mitochondriale.

HWP588. RECHERCHE DES BASES GENETIQUES D'UNE EPI-
LEPSIE CANINE: UN MODELE POUR LES EPILEPSIES
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Le chien, par le grand nombre de races distinctes se comportant chacune
comme un isolat génétique, représente un puissant modele pour identifier
les génes et les alleles responsables d’affections génétiques. La force du
modele est accentuée par 1'aspect spontané des maladies canines, leur
caractére souvent spécifique de races, leur forte fréquence et leur homo-
logie avec des maladies génétiques humaines. Chez ’homme, la quinzaine
de génes déja identifiée dans des €pilepsies monogéniques n’explique pas
toutes les épilepsies idiopathiques. Or, pour bien comprendre ces maladies
et améliorer leur traitement, il est important d’identifier les génes respon-
sables. Chez le chien, I'épilepsie représente le désordre neurologique le
plus répandu dans I'espéce avec 5 % de chiens atteints, répartis dans preés
de 100 races. La forte prévalence de I'épilepsie dans certaines races
(>20 %) laisse supposer une origine génétique. Chaque race touchée pré-
sente une forme d'épilepsie spécifique, reflet d'un événement génétique
fondateur 2 la création de la race. En outre, la découverte de I'implication
du méme géne EPM2B dans la maladie de Lafora chez I'homme et dans
I'épilepsie du Teckel & poil dur démontre I'intérét de ce modele. L'étude
génétique des différentes épilepsies dans ces races permettrait d'identifier
les génes impliqués chez le chien, ceux-ci devenant de bons génes candi-
dats pour les épilepsies humaines. Des études cliniques et épidémiologi-
ques de cette affection chez le Grand bouvier suisse indiquent qu'environ
10 % de la race souffrent d'une épilepsie généralisée avec des convulsions
tonico-cloniques, qui se transmettrait selon un mode autosomique récessif.
Un pedigree de 95 Grands bouviers suisses, comprenant 13 chiens atteints
d’'épilepsie, a été construit. Une analyse de liaison génétique paramétrique
réalisée par le génotypage de 340 marqueurs microsatellites polymorphes,
répartis uniformément sur I'ensemble du génome, a permis d'identifier un
locus de 20 Mb sur le chromosome 16 canin. La région chromosomigue
humaine, homologue de ce locus, ne comporte pas de géne identifié comme
responsable d'épilepsies humaines & ce jour. En revanche cette région pré-
sente un intérét tout particulier dans la mesure ou elle a été identifiée
comme locus candidat dans une forme d'épilepsie GEFS+ chez I"homme.
Le séquengage de tous les exons de 4 génes candidats de ce locus n'a pas
permis & ce jour d'identifier de mutations ségrégeant parfaitement avec la
maladie. En parallele de ce travail, dans le cadre d’un projet européen du
7¢ PCRD, ces mémes chiens frangais ainsi que d'autres d’effectif américain
font 1'objet d’une analyse d'association, avec génotypage sur des puces
50 000 SNP (Affymetrix) dédiées au chien. Pour finir, nous constituons
une banque d’ADN, et de tissus le cas échéant, de chiens épileptiques et
sains (>7 ans) de toutes races atteintes d’épilepsie. Nous disposons a ce
jour de 60 échantillons d’ADN de chiens atteints appartenant & 7 races
canines.

Mots-clés : chien, épilepsie, liaison génétique.
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MeCP2 (Methyl CpG binding Protein 2), protéine dont le géne est situé
sur le chromosome X est impliquée dans la modulation de la transcription
de nombreux génes cible. Son expression, élevée dans les neurones post-
mitotiques est importante pour le développement cérébral. Ainsi, des muta-
tions dans le géne Mecp2 conduisent & un ensemble de maladies neurolo-
giques dont le principal est le syndrome de Rett (RTT). Cette pathologie
dominante liée  I'X affecte principalement les jeunes filles avec une inci-
dence de 1/15 000 naissances. Méme si les causes précises du phénotype
“Rett” demeurent spéculatives, le profil d’expression spatial et temporel
de MeCP2 est en lien avec la maturation neuronale. D'un point de vue
clinique, la littérature rapporte plusieurs troubles de la fonction autonome.
Les catécholamines (CA) sont des bioamines qui agissent en tant que neu-
rotransmetteurs et hormones dans la régulation de nombreuses fonctions
physiologiques, perturbées lors du RTT (respiration, fréquence cardiaque,
thermogénése, motricité). Notre laboratoire étudie 1" intégrité de ce systéme
chez le modéle murin KO pour MeCP2 développé par A. Bird, par une
approche “bottom-up” allant de la biologie moléculaire 4 I'étude physio-
logique. Des déficits en CA au niveau du tronc cérébral ont étés mis en
évidence comme responsables des troubles respiratoires chez la souris
Mecp2-déficiente. Par ailleurs, le systéme cardiorespiratoire est constitué
des structures sympathoadrénergiques et chémoafférentes en périphérie
(corps carotidien, ganglion cervical supérieur, ganglion pétreux, medullo-
surrénale) qui sont dépendantes des CA. Des atteintes & ce niveau causent
notamment une perturbation de la réponse a I'hypoxie et constituent un
substrat & la variabilité respiratoire observée chez la souris symptomatique.
En regard des troubles cognitifs dont souffrent les patientes “Rett”, nous
avons dédié une étude récente au Locus Coeruleus (LC), noyau noradre-
nergique cérébral principal. Cette structure est localisée au niveau du pont
et revét un intérét particulier car capable de réguler de nombreuses fonc-
tions autonomes part ses efferences caudales (cervelet, tronc cérébral,
moelle épiniere) et des fonctions cognitives en modulant des cibles ros-
trales (hippocampe, hypothalamus, néocortex). Nous retrouvons une nou-
velle fois une atteinte de cette structure au niveau moléculaire et cellulaire.
De maniére intéressante, le traitement par la désipramine, un inhibiteur de
la recapture de la norépinephrine améliore les parametres autonomes chez
la souris. Un essai clinique de phase 2 est en cours chez les patientes. Notre
étude du LC suggere que son efficacité globale serait due a I"amélioration
de symptdmes cognitifs et autonomes et nous encourage a tester d’autres
agents pharmacologiques capables de restaurer une activité catécholami-
nergique centrale et périphérique.

Mots-clés : Mecp2, syndrome de Rett, catécholamines.
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QUEE ASSOCIEE A UNE INHIBITION TOTALE DE NF-KB ET
IMPLIQUE DANS L'INCONTINENTIA PIGMENTI

E. Bal (1), C. Cluzeau (1), S. Hadj-Rabia (2), A. Goldengerd (3), J.P. Bon-
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L'Incontinentia Pigmenti est une génodermatose rare dominante liée & I'X et
létale chez les gargons au cours de I'embryogenése. Le géne responsable de
I'IP code pour la protéine NF-kB essential modulator (NEMO). Un réarran-
gement génomique conduisant a la délétion des exons 4 4 10 du géne NEMO
est retrouvé chez 75 % des femmes atteintes d'IP. Quelques mutations faux-
sens ont été décrites dans une faible proportion de femmes IP. La délétion
fréquente résulte en une abolition totale de la voie de signalisation NF-kB.
L'identification de mutation dans le géne NEMO reste difficile 4 cause de
I'hétérozygotie des femmes IP et de la présence d'un pseudogéne NEMO.
Notre étude porte sur I'analyse moléculaire du géne NEMO dans les fibro-
blastes provenant d'un feetus mile spontanément avorté. Ce feetus ne possede
pas la délétion fréquente et nous observons une abolition totale de "activation
NF-kB. Nous avons détecté chez ce fretus une protéine NEMO tronquée.
L’analyse génomique du géne NEMO révéle une mutation du site d’épissage
(IVS4+2 T/G) aboutissant 4 la délétion des exons 4, 5 et 6 au niveau du cDNA.
Nous avons montré que la protéine tronquée s'intégrait correctement dans le
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connues comme étant indispensable a I'activation NF-kB TRAF6, TRAF2, et
RIP. Cette délétion ne semble pas modifier la structure tertiaire de la protéine
en amont et en aval de la mutation. Nous avons également démontré que
I'ubiquitination de NEMO est maintenue. Enfin, nous avons montré qu’un
défaut d’oligomérisation de la protéine NEMO est probablement responsable
de I'inhibition totale de I'activité NF-kB ce qui résulte dans I'Incontinentia
Pigmenti avec létalité masculine tt au cours du développement embryonnaire.

Mots-clés : Incontinentia Pigmenti, NEMO, oligomerisation.
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Les dysplasies ectodermiques anhidrotiques ou hypohidrotiques (ou HED)
sont caractérisées par des anomalies de différenciation des annexes épider-
miques, avec une hypotrichose, une hypo- ou anondontie et hypo- ou anhi-
drose. Trois génes sont responsables des HED : le géne EDA, codant I'ecto-
dysplasine, et les génes EDAR et EDARADD, codant respectivement le
récepteur de I'ectodysplasine et la protéine adaptatrice d'EDAR. L’ectodys-
plasine est le ligand du récepteur EDAR, qui transmet un signal d’activation
du facteur de transcription NF-kappaB (NF-kB) via une interaction avec la
protéine adaptatrice EDARADD. La voie de signalisation Wnt/beta-caténine
(Bcat) joue un role central au cours du développement. Récemment son role
dans la morphogenese des annexes épidermiques a émergé. Un lien entre la
voie ectodysplasine/NF-kB et la voie Wnt/Beat a éé décrit. Nous avons
confirmé que le récepteur Edar inhibe la voie Wnt/Beat, et nous avons
démontré que cette inhibition est dépendante de "activation de la voie NF-kB.
Par ailleurs, nous avons pu établir que I'inhibition de la voie Wnt/Bcat n'est
pas liée & la dégradation ou a un changement de localisation cellulaire de
Beat, et I'interaction entre Beat et le facteur de transcription TCF4 est main-
tenue en présence d'Edar. Nous avons donc émis 1'hypothese qu'HIPK2, une
sérine/thréonine kinase connue pour étre inhibitrice de la voie Wnt/Beat, est
impliquée dans cette inhibition de la voie Wnt/Beat par Edar. Nous avons
montré que cette protéine interagit fortement avec Beat en présence d’Edar.
Les trois protéines Edar, Hipk2 et Beat sont exprimées au niveau des mémes
structures & la fois chez I'Homme et la souris, a des différents stades embryon-
naires ou en période post-natale. Nous avons également montré que la protéine
Hipk2 est exprimée en dehors des zones positives pour I'activité de la voie
Wnt/Beat grice au modéle murin BAT-gal (exprimant la beta-galactosidase
sous contrile de la voie Wnt/Beat). Nous avons ensuite démontré que le géne
HIPK2 est une des cibles transcriptionnelles de NF-kB. Nous avons confirmé
in vivo la capacité de NF-kB a réguler I'expression d'Hipk2 sur des embryons
de souris Tabby, déficientes pour la signalisation ectodysplasine. La formation
et la différenciation des placodes des annexes épidermiques nécessitent des
interactions réciproques et séquentielles entre I'épithélium et le mésenchyme,
faisant intervenir plusieurs voies de signalisation dont la voie NF-kB médiée
par I'ectodysplasine et la voie Wnt/Beat. Si la voie Wnt/Bcat est nécessaire
pour la mise en place des placodes, elle doit également étre inhibée afin que
la croissance en profondeur des annexes puisse se réaliser, et que le pro-
gramme de différenciation des différentes couches du follicule pileux méture
puisse se mettre en place. L'inhibition de la voie Wnt/Bcat par la voie ecto-
dysplasine/Edar/NF-kB via la kinase Hipk2 est donc certainement impliquée
dans cette étape de la formation des annexes épidermiques.

Mots-clés : dysplasie ectodermique, voie ectodysplasine/NF-kappaB, voie
Wnt/beta-caténine.
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Le syndrome de Denys-Drash est caractérisé par I'association d'une néphro-
pathie glomérulaire sévére conduisant & I'insuffisance rénale terminale avant
I'ge de 5 ans (sclérose mésangiale diffuse), d'un pseudohermaphrodisme
masculin, et d’une prédisposition aux tumeurs de Wilms, 11 est associé 2 des
mutations hétérozygotes des exons 8 ou 9 du géne WT1, codant une protéine
a doigts de zinc jouant un rdle crucial dans le développement rénal et gona-
dique. Dans le rein mature WTI est exprimé dans les cellules épithéliales
podocytaires du glomérule. Afin d’identifier de nouvelles cibles transcription-
nelles de WT1 dans les podocytes impliquées dans le développement précoce
de la sclérose mésangiale diffuse, nous avons généré un modéle murin porteur
d’une mutation WT1 de type Denys-Drash, qui développe, sur certains fonds
génétiques, une néphropathie glomérulaire semblable 4 la maladie humaine.
En comparant les patrons d’expression transcriptionnelle nous avons identifié
des génes sur- et sous-exprimés de fagon précoce dans les glomérules des
souris mutantes, qui sont d’excellents candidats pour modifier la différencia-
tion du podocyte et les voies de signalisation des facteurs de croissance dans
le glomérule. Nous avons ainsi montré que le géne Scel, codant la scielline,
une protéine de I"enveloppe cornée dans la peau, est fortement exprimé dans
les podocytes humains et murins, et que son expression diminue dans les
glomérules mutants. L'expression du géne Sulfl, codant une endosulfatase,
est aussi diminuée dans les glomérules mutants et ceci est associé i une
réduction du marquage des chaines peu sulfatées des protéoglycanes au niveau
de la membrane basale glomérulaire, qui pourrait modifier I'activité de fac-
teurs de croissance (en particulier du FGF) dans le glomérule. La diminution
de I'expression de Sulf] dans les glomérules dépend du fonds génétique et
est observée uniquement dans la souche sensible a la néphropathie. La co-
expression de Wtl, Scel et Sulfl est également retrouvée dans une lignée
cellulaire de mésonéphros de souris. L'inactivation de WT1 dans cette lignée
par SiRNA entraine une baisse d'expression de Sulfl et Scel. Par immuno-
précipitation de chromatine nous avons montré que WT1 lie directement des
séquences en cis de ces deux génes in vivo. Enfin, Cyp26al, codant une
enzyme impliquée dans la dégradation de I’acide rétinoique, est surexprimée
dans les glomérules mutants et pourrait promouvoir la sclérose glomérulaire
par une diminution de Iacide rétinoique. Toutefois, ce géne ne semble pas
étre une cible de WTI. Ces résultats, en particulier par 1'identification de
deux nouvelles cibles de WTI, ouvrent de nouvelles perspectives pour la
comprehension du fonctionnement du glomérule mature et des voies de signa-
lisation moléculaires impliquées dans la glomérulosclérose.

Mots-clés : WT1, Denysh-Drash, glomérule rénal.
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Le syndrome de Rett est une maladie génétique neurologique atteignant
les filles et apparaissant généralement entre 6 et 18 mois de développement
normal chez la fille. Ce syndrome qui conduit & un polyhandicap sévére
est causé par des mutations dans le géne Mecp2. Il n’existe 4 ce jour aucun
de traitement spécifique & visée curative pour les enfants atteints, Récem-
ment, une équipe écossaise a démontré que la réactivation du géne Mecp2
dans un modéle murin du syndrome de Rett pouvait rétablir presque tota-
lement un phénotype normal. Ce travail exceptionnel montre pour la pre-
miére fois dans une pathologie génétique une certaine réversibilité qui
supporte les futures approches de thérapie génique. En revanche, de telles
approches ne sont pas encore envisageable dans le syndrome de Rert due
a un certain nombre de difficultés : 1) le tissu 2 « traiter » est cerveau, 2)
le géne Mecp2 est localisé sur le chromosome X ce qui entraine chez les
patientes un mosaicisme cellulaire et 3) la quantité de protéine Mecp2 dans
chaque cellule doit étre finement régulée. Bien que de nombreuses équipes
se focalisent actuellement sur le développement de telles approches,
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d'autres groupes se sont lancés dans le développement de traitements phar-
macologiques. En utilisant des souris modéles, déficientes pour le géne
Mecp2, nous avons montré que les systémes monoaminergiques périphé-
riques et centraux étaient profondément touchés au niveau moléculaire,
cellulaire, et que les fonctions régulées étaient affectées in vivo, en parti-
culier les fonctions cardiorespiratoires. A ce jour, il existe un grand nombre
de substances pharmacologiques capables d'agir directement sur ces sys-
temes monoaminergique. Comme preuve de concept, nous avons déja
démontré qu'un traitement chronique des souris modeles par la désipra-
mine, inhibiteur sélectif de la recapture de la noradrénaline, était capable
d’améliorer I'état général des animaux, de stabiliser respiration et de pro-
longer leur durée de vie. Actuellement, un essai clinique de phase II est
en cours d'évaluation avec cette molécule. Sur le méme principe que nos
travaux portant sur ’évaluation de la désipramine, nous sornmes actuelle-
ment en train de tester d'autres candidats potentiels sur nos souris modgles.
Les différentes drogues vont étre d'abord testés in vivo sur la base d'amé-
liorations autonomes et motrices. A la suite de ce pré-screening in vivo,
les molécules les plus efficaces vont étre étudiées de maniére plus poussée
au niveau moléculaire et cellulaire. Le but final de ce travail est de pouvoir
proposer i terme une molécule dont I'efficacité et la tolérance serait supé-
rieure 4 celle de la désipramine.

Mots-clés : Mecp2, traitement, syndrome de Rett.
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50 ans aprés la découverte de la trisomie 21, comme base génétique du
syndrome de Down (DS), les relations génotypes — phénotypes du DS ne
sont toujours pas completement élucidées. Actuellement, il est admis que
les interactions entre « génes i effets de dose » localisés sur le HSA21
sont responsables des phénotypes associés a la pathologie. Les génes de
la souris, orthologues de ceux du HSA21, se retrouvent dans le méme ordre
et la méme orientation relative sur les chromosomes de souris (Mmu) 16,
17 et 10. Les souris modeles de DS disponibles jusqu'a présents sont tri-
somiques d'une partie de la région Mmul6 homologue. Ces modéles pré-
sentent une partie importante des caractéristiques de la DS, mais pas toutes.
Afin de compléter ces modeles et de déchiffrer les interactions génotype-
phénotype dans le SD, nous avons créé de nouvelles trisomies partielles
et monosomies pour les différentes régions sur Mmul0, 16 et 17 qui sont
des homologues de HSA21 et nous avons réussi & obtenir la série compléte
des modeles de souris trisomiques ou monosomiques. Grice a une telle
série, nous déterminons le role de chaque région dans I'induction des phé-
notypes de la Trisomie 21, de leurs interactions et 4 terme, d'identifier les
voies des signalisations qui sont affectées, avec 1'espoir que cela ménera
i I'élaboration de nouvelles approches thérapeutiques. Nous rapportons ici
les résultats obtenus jusqu'a présent et les nouvelles hypothéses tirées de
ces travaux afin de mieux comprendre la physiopathologie de la maladie.

Mots-clés : trisomie 21, cognition, malformation.
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L'importance de la variabilité du nombre de copies d'un géne (CNV) en
tant que forme particuliére de polymorphisme est apparue récemment de
part son ampleur. Ainsi, plus de 12 % du génome humain serait concerné,
et les CNVs pourraient donner les clefs pour la compréhension de la péné-
trance et de la variabilité phénotypique de certaines maladies, ainsi que de
la prédisposition de certains 2 des maladies communes comme le diabéte,
certains cancers, la maladie d' Alzheimer ou I'obésité. En tant qu’aberration
chromosomique impliquant la présence en trois copies au lieu de deux de
tous les génes présents sur le chromosome 21, le syndrome de Down (SD)
ou trisomie 21 (T21) représente un modele intéressant pour 1'étude des
conséquences des effets de dose des génes sur le développement et le
fonctionnement d'un organisme. Cette pathologie affecte une naissance sur
700, soit environ 300 000 personnes en Europe. Elle regroupe un ensemble
d’altérations de la morphologie et la physiologie de plusieurs organes,
comme le caeur. le squelette, le tractus gastro-intestinal et le systéme ner-
veux. Mais elle est aussi surtout la premiére cause de retard mental parmi
les maladies d’origine génétique. Toutefois, 50 ans aprés sa découverte,
les bases moléculaires du SD ne sont toujours pas définies et aucun des
environ 300 génes présents sur le chromosome humain (Hsa21) n'a pu étre
assigné 4 un phénotype particulier. La théorie avancée et que des interac-
tions entre génes dits « sensibles aux effets de dose » le long du Hsa2l
seraient responsables du phénotype complexe observé. Des orthologues
des geénes du Hsa2l sont présents en 3 régions de synténie sur les chro-
mosomes murins (MMU), 16, 17 et 10. Le modéle murin le plus ancien
et le plus étudié, Ts65Dn, est trisomique pour la région du MMUI16 allant
du géne Mrp139 au géne au géne Zfp295 et présente de nombreuses carac-
téristiques liées 4 la T21, tandis que les modeles Ts1Cje et Rs1Rhr, portant
sur des sous régions du modele Ts65Dn, ont des phénotypes moins pro-
noncés. D'autres modéles plus complets, le modéle Ts1Yu portant sur la
région compléte de synténie du Mmul6 et le modgle transchromosomique
Tel contenant un Hsa2l humain presque complet, sont en cours d’étude.
Afin de complémenter ces modeles, nous avons créé de nouveaux modeles
de trisomies et monosomies pour différentes régions des Mmul6, 17 et
10. Ici, nous présenterons 1"analyse phénotypes de deux nouveaux modéles
trisomique et monosomique pour la région allant du géne Stch au géne
App, complémentaire du modeéle TS65Dn sur le Mmulé.

Mots-clés : trisomie 21, comportement, modéles animaux.
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Le syndrome de Down ou trisomie 21 est une maladie congénitale
complexe, neuro-dégénérative, qui affecte le développement embryonnaire.
Elle est I'aneuploidie la plus fréquente chez I'homme et la principale cause
de retard mental. Ce syndrome résulte de la présence en trois copies de
tout ou partie du chromosome 21. L'homologie entre le HSA21 et les chro-
mosomes murins est maintenant bien définie et approximativement 99 %
des génes murins possédent un orthologue chez I"'homme. Trois régions
chromosomiques murines regroupent la quasi-totalité des génes du HSA21,
La plus importante (22,59 Mb) est sur le chromosome MMU16, du géne
Rbmll & Znf295. La deuxiéme est portée par le chromosome MMU17
(1,1 Mb), du géne Umodlll a Rrplb et enfin sur le chromosome MMU10
pour une région de 2,23 Mb, du géne Pdxk & Prmt2. Plusieurs modéles
murins existent et ont été largement étudiés, mais tous ne reproduisent pas
la totalité du phénotype observé chez I'homme et ces modéles sont des
duplications de région uniquement localisées sur le chromosome 16 murin.
Au sein de notre laboratoire, nous avons créé un modele qui porte la délé-
tion de la région télomérique du HS2A21, localisée sur le MMU10. Avec
ce modele, nous avons réalisé une expérience de sauvetage de phénotype
visant & réduire le nombre de copie fonctionnelle des génes de cette région

s (Prmt2-Cstb) dans le modele trans-chromosomique Tcl (O'Doherty er al.
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2005). La lignée Tel est un modele de souris trisomiques pour I'ensemble
des geénes homologues du chromosome 21. Elle présente un ensemble
d’altérations morphologiques, comportementales et physiologiques simi-
laires aux défauts observés chez les patients. Pour isoler les éventuelles
relations spécifiques génes-phénotypes, la lignée Tcl a été examinée dans
le contexte Te1-Ms4Yah. Une colonie d’animaux males portant les 4 géno-
types WT, Ms4Yah, TC1 et TC1Ms4Yah ont servis & un crible phénoty-
pique composé de tests d'apprentissage, cognitifs et moteurs précédem-
ment décrit (Odoherty et al. 2005, Morice er al. 2008, Galante et al. 2009).
Les résultats que nous avons obtenus montrent la robustesse du modéle
TCI, puisque les phénotypes caractérisés ont €té retrouvés dans nos expé-
riences, malgré 1'utilisation d'un fond génétique différent de celui d'ori-
gine. Cependant, nous n'avons pas obtenus de sauvetage de phénotypes
dans les tests que nous avons réalisés en réduisant le nombre de copie de
la région Cstb-Prmt2 dans ce modéle trisomique. Ces résultats tendent a
montrer que la présence en 3 copies des génes de cette région n'est pas
nécessaire pour induire les altérations comportementales détectées dans le
modéle et permettent de réduire le nombre de candidats responsables des
atteintes comportementales de la Trisomie 21.

Mots-clés : down syndrome, cognition, genotype-phenotype relationship.
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Les CNV (Copy Number Variation) couvrent environ 12 % du génome
humain et sont retrouvées dans le modele souris. Ces CNV sont les varia-
tions les plus communes du génome humain et pourraient donc expliquer
des susceptibilités a des pathologies plus ou moins complexes. Une varia-
tion du nombre de copies des génes du chromosome 21 humain (HSA12)
entraine des anomalies morphologiques et physiologies d’un grand nombre
d'organes chez les patients. La Trisomie 21, ou Syndrome de Down et les
monosomies partielles du HSA21 conduisent & des phénotypes complexes
et variables. Afin d’identifier les génes du HSA21 sensibles aux effets de
dose, nous avons développé un modéle monosomique pour la région
Prmt2—-Col6al du chromosome murin 10 (MMU10). Ce modéle comprend
la région homologue au CNV humain CNP1359 qui affecte les génes
Prmt2, S100b et Dip2.I'analyse de ce modéle, MslYah, a montré que les
souris ont une réponse pulmonaire et inflammatoire modifiées, suite a une
instillation de LPS (Besson er al., 2007, Hum Mol Genet 16, 2040-2052).
Le géne Prmt2, connu comme étant un inhibiteur de la voie NF-kB apparait
comme un bon candidat pour expliquer une augmentation de la production
des cytokines pro-inflammatoires. Nous avons entrepris 1'étude de la
réponse inflammatoire chez les souris MslYah ainsi que chez un modgle
KO pour Prmt2, en réponse & une stimulation par le LPS. Seront présentés
les résultats montrant que Prmt2 est un géne sensible au effet de dose et
qui intervient, avec d'autre(s) géne(s) dans la réponse inflammatoire.

Mots-clés : gene dosage effect, inflammation.
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The implication of mutations in genes coding for synaptic proteins has
been established in autism spectrum disorders (ASD). Especially, the cell
adhesion molecules neuroligins and neurexins, as well as the scaffolding
protein SHANK3 were repeatedly associated in independent cases of
patients with ASD. Mouse models carrying these mutations allows to
explore in vivo the effects of the different mutations at the functional (i.e.
transcriptomes) and the behavioural levels in regard to the three key symp-
toms of ASD. We first performed RNA profiling of the cortex, the cere-
bellum and the hippocampus of the Nlgn4 KO mice in standard and enri-
ched environment. This analysis is performed with the Affymetrix
Genel.ST array from post natal day P3 to P14 (corresponding to an intense
phase of the synaptogenesis) and at the adult stage. In a second phase, the
behaviour of the mice are tested in the domain of social interactions,
communication, as well as stereotyped behaviours. We previously shown
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that Nlgnd KO mice show deficits in social interactions and ultrasonic
vocalizations. In this poster, we will present new data on the development
of the Nlgn4 KO mice,

Mots-clés : autism, synapse, vocalization,
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LINES FOR TIME AND CELL SPECIFIC CONDITIONAL GENE
INACTIVATION

L. Venteo (1), N. Chartoire (1), F. Augé (1), O. Wendling (1), M. Koch
(1), J.L. Mandel (1, 2), M.C. Birling (1), G. Pavlovic (1)

(1) Institut Clinique de la Souris, Illkirch, France ; (2) Institut de Géné-
tique et de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Ilikirch, France

Contact : lydie.venteo@ighme.fr

The generation of mouse mutants using conventional knock out approach is
a powerful tool to study the role of specific genes. However, this technology
shows two major limitations : (i) disruption of many genes result in lethal
phenotypes (ii) it does not allow site specific and time controlled inactivation
of the gene of interest. The conditional knock-out strategy overcomes these
limitations. The Cre-loxP system, in which the allele of interest is flanked by
recognition sites for the Cre recombinase (loxP sites), is probably the most
successful one. When such “floxed” mice are bred with transgenic mice
expressing the Cre recombinase in a tissue/cell-specific manner, the gene of
interest is knocked out/altered only in this particular tissue or cell type. An
added sophistication is the inclusion of temporal control, which can be
achieved using a ligand-activated chimeric recombinase, composed of the
fusion of the Cre recombinase with the ligand binding domain of a mutated
form of the estrogen receptor (ER), which can only be activated by synthetic
ER ligands (e.g. tamoxifen), but not by natural estrogens (Cre ~ERT2, Indra
et al. 1999). A large-scale international mouse mutagenesis program was
recently started in Europe, the US and Canada (EUCOMM, NorCOMM and
KOMP) with the aim of providing conditional knock-out of most mouse
genes. As these lines are becoming available to the whole scientific commu-
nity, the need of a large variety of cell specific deleter lines seems essential.
At the Institut Clinique de la Souris, we have generated about 50 Cre trans-
genic mouse lines expected to express the tamoxifen inducible CreERT2
recombinase in different target tissues and cells. These include different neu-
ronal populations, adipose tissue, different cell populations in the digestive
tract, pancreas, muscle, bone, immune system, reproductive tract, skin... Cha-
racterization of the efficacy and specificity of such lines is demanding, and
we have devised a multistep standardized flow-scheme scheme (F. Gofflot er
al. submitted). Various lines are at different stages of characterization. We
will provide the list of promoters and targeted cells/tissues. These lines will
be available to the research community and will be a powerful tool for the
study of disease genes function, the creation of disease models and to answer
questions on the cell/organ autonomous or not character of various patholo-
gical phenotypes.

Mots-clés : modeles souris, souris KO, inactivation de génes.
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L'ICS, créé en 2002 a partir du service de transgénése et recombinaison
homologue de I'lGBMC, est une plateforme qui propose une gamme trés
compléte de services spécialisés pour la communauté académique frangaise
et européenne, et pour I'industrie pharmaceutique : analyse de la fonction
physiologique de génes, création de modeles de pathologies humaines,
caractérisation et validation de nouvelles cibles thérapeutiques, par utili-
sation de souris génétiquement modifiées. L'ICS combine la capacité de
générer des mutants 4 fagon avec une analyse étendue et & « haut-débit »
du phénotype de souris mutantes ou de lignées de type recombinant inbred
pour I"analyse génétique multifactorielle (cf Koutnikova er al. PloS Genet
2009) LICS est organisé en 3 départements : — le département de trans-
génése, mutagenese et phénotypage moléculaire crée des souris génétique-
ment modifiées (KO, KO conditionnel, Knock-in, transgéniques & partir
de clones Bacs recombinés, souris rapportrices etc..) ; il propose également
la caractérisation moléculaire et la validation des lignées mutantes. Ce
département a développé une collection de souris Cre ERT2 pour 1'inac-
tivation conditionnelle (spatiale et temporelle) de génes « floxés »(cf poster
Venteo er al.), un programme initié par P. Chambon et D. Metzger. Ce
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département a ainsi crée plus de 300 lignées de souris mutantes, dont plus
de 40 dans le cadre d'un programme du GIS maladies rares. - le départe-
ment de phénotypage propose, sous la responsabilités de scientifiques
experts, une vaste gamme de tests de phénotypage : métabolisme, bio-
chimie clinique, hématologie et immunologie, neurologie, comportement
el cognition, systeme cardiovasculaire et respiratoire, anatomopathologie...
Les protocoles ont été standardisés et validés, notamment dans le cadre de
programmes européens (EUMORPHIA, EUMODIC). Ce département est
particulierement impliqué dans le programme EUMODIC (cf poster Ayadi
et al.) - le dernier département comporte les services d'animalerie, microin-
jection, cryopréservation, permettant la génération de souris mutantes et
de cohortes expérimentales, 1'archivage et la distribution des lignées, et
participe au programme européen EMMA. — des composantes transver-
sales (informatique et bioinformatique, assurance qualité) garantissent
I'efficacité du stockage et analyse des données, et leur tragabilité. Chaque
projet est suivi par des experts, selon des protocoles et pipelines adaptés
au projet individuel. L'ICS est donc une composante majeure des grands
programmes de génomique fonctionnelle, tout en restant disponible pour
des projets académiques individuels, tels ceux concernant des maladies
génétiques.

Mots-clés : modeles souris, phénotypage, mutagenése ciblée.
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Le géne LMNA code pour les lamines A et C, protéines ubiquitaires for-
mant la lamina nucléaire. Les lamines A/C sont impliquées dans des inte-
ractions avec de nombreuses protéines ainsi qu'avec I"ADN. Ces protéines
auraient un role majeur dans la résistance mécanique des cellules ainsi que
dans la régulation de I'expression des génes. Les mutations du géne LMNA
sont responsables d'un vaste spectre de pathologies, les laminopathies,
affectant les tissus de fagon isolée (troubles rythmiques et/ou conductifs
et cardiomyopathie dilatée associés ou non une dystrophie musculaire, lipo-
dystrophies, neuropathies axonales) ou combinée (syndromes de vieillis-
sement prématuré). Nous avons reproduit par recombinaison homologue
chez la souris, la délétion de la lysine 32 (DelK32) responsable chez
I’homme d’une forme trés sévere de dystrophie musculaire d'Emery-Drei-
fuss, maladie caractérisée par une double atteinte musculaire et cardiaque.
Chez les souris porteuses de la mutation a I'état homozygote, la délétion
K32 conduit une diminution de 80 % de la quantité des lamines A/C dans
les différents organes testés (foie, rein, cceur, muscle). La lysine 32 étant
localisée dans le domaine de dimérisation des lamines A/C, il est vraisem-
blable que la délétion de cet acide aminé conduise & une protéine instable
qui serait donc dégradée. En terme de phénotype, les souris homozygotes
pour la mutation, présentent un fort retard de croissance post-natale et
meurent 2 deux semaines. Elles présentent de nombreux défauts métabo-
liques et un retard de maturation post-natale des muscles striés squeletti-
ques et cardiaque. Le tissu adipeux blanc, qui se forme apreés la naissance,
est extrémement peu développé chez les souris mutantes. D'autre part,
alors que le cceur embryonnaire utilise majoritairement le glucose comme
substrat énergétique, il passe a I'utilisation préférentielle des lipides apres
la naissance. Cette transition est partiellement défaillante chez les souris
mutantes qui n’arrivent pas a activer des enzymes clés pour I'utilisation
des lipides et continuent & exprimer fortement des enzymes nécessaire &
I'utilisation du glucose. Leur ceeur présente une surcharge lipidique impor-
tante signant le défaut d’utilisation des lipides. Enfin, les souris mutantes
développent progressivement une hypoglycémie qui vraisemblablement est
responsable de leur mort, notamment par défaut de substrat énergétique
pour le cceur. Au total, I'expression de 20 % lamine A/C mutées conduit
4 un retard de maturation post-natale des muscles striés conduisant au
déces précoce des souris, ce qui est beaucoup plus sévére que ce qui est
observé en absence compléte de lamines A/C chez les souris KO-Lmna-
/-.qui elles développent une dystrophie musculaire et une cardiomyopathie
et décedent & 8-10 semaines.

Mots-clés : maturation post-natale, métabolisme, coeur.
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FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3) est un récepteur i activité
tyrosine kinase impliqué dans 3 formes de chondrodysplasie : 1’achon-
droplasie, 1"hypochondroplasie et le nanisme thanatophore. Les muta-
tions identifiées entrainent une activation constitutive du récepteur en
I'absence de ligand. Afin de comprendre la fonction exacte de FGFR3
dans la formation de 1'os nous avons étudié deux modeles de souris
knock-in. Ces souris expriment la mutation activatrice Y367C respon-
sable d’une forme sévére de chondrodysplasie. L'expression de FGFR3
muté a été ciblée, a la fois dans 1'os et le cartilage dans le premier
modele (Fgfr3Y367C/+-CMV), alors que dans le second modéle
(Fgfr3Y367C/+-Coll) la mutation est exprimée uniquement dans les
ostéoblastes. Les souris Fgfr3Y367C/+-CMV présentent une chondro-
dysplasie caractérisée par des os longs courts et trapus et une plaque de
croissance sévérement désorganisée. L'étude des fémurs de souris dgées
de 3 semaines en micro scanner (uCT) a révélé une diminution impor-
tante du volume osseux (BV/TV) due & un nombre de travées trés réduit.
Les études histologiques confirment les résultats obtenus en pCT. Au
niveau du front de minéralisation, nous avons également observé des
travées osseuses épaisses et peu nombreuses et une matrice collagénique
abondante signe d'un défaut majeur de 1'ossification primaire. Afin de
déterminer si les défauts d’ossifications sont la conséquence des anoma-
lies de la plaque de croissance ou bien sont liés 4 I’ ostéoblaste lui méme,
nous avons étudié le deuxieéme modéle murin ot I'expression de la muta-
tion est ciblée dans les ostéoblastes griice au promoteur du collagéne de
type 1. Les souris Fgfr3Y367C/+-Coll dgées de 3 semaines ne présentent
pas de chondrodysplasie ni d’anomalie osseuse. En revanche i I'ige
adulte (3 mois), I'étude densitométrique de ces souris nous a permis de
mettre en évidence une légére augmentation de |"aire fémorale et verté-
brale. L'étude histomorphométrique des fémurs a révélé une légere aug-
mentation de la largeur métaphysaire, de la taille des travées, de la sur-
face osseuse et de la vitesse de minéralisation. L’expression augmentée
de marqueurs ostéoblastiques tels que I’Ostéocalcine et le Collagéne de
type I chez les souris Fgfr3Y367C/+-Coll comparée & leurs contrbles
confirme ces modifications de |'activité ostéoblastiques. Ces résultats
sont en faveur d'une action directe de FGFR3 sur le modelage osseux.
L’ensemble de ces résultats nous permet de conclure que lorsque le récep-
teur FGFR3 est activé, il perturbe fortement la plaque de croissance ce
qui entraine des anomalies sévéres de 1’os primaire. Au niveau de 1'os
mature des défauts de modelages osseux sont observés signant 1'effet
direct du récepteur sur 1’ostéoblaste,

Mots-clés : FGFR3, chondrodysplasie, ossification.
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Depuis quelques années, la séquence compléte du génome humain est dis-
ponible, et I'ére post-génomique a débuté avec I'analyse systématique de
la fonction génique et son rdle dans les maladies humaines. L’annotation
des séquences (description des fonctions biologiques des génes) est un
important challenge car, & ce jour, moins d'un géne sur sept a une fonction
précisément connue. Cette annotation passe par I’analyse systématique de
phénotypes mutés chez des organismes modéles tels que la souris. Le chal-
lenge de ces derniéres années réside donc dans la mise en place de stra-
tégies appropriées pour augmenter les ressources en mutants. La mutage-
nése chimique aléatoire du génome permet de créer de multiples variants
alléliques qui sont isolés sur la base d’une analyse phénotypique. Cette
méthode permet I'identification de nouveaux génes et voies génétique ainsi
que la dissection de pathologies complexes, Le mutant nommé GEM184
ou Whe2 (pour « white coat 2 ») que nous présenterons ici, est issu d'un
programme de mutagenése chimique & I'ENU (PhenHoMut) mis en place

s par le laboratoire d’Embryologie Moléculaire & Orléans et le Centre

National de Génotypage (CNG) & Evry. L'ENU provoque des mutations
ponctuelles aléatoires principalement de type substitution qui ont été iden-
tifiées lors d’un crible basé des anomalies de la morphologie du squelette
ou du développement. Ce mutant porte une mutation semi dominante qui
induit des changements dans la couleur du pelage (tiche blanche ventrale,
dépigmentation des pattes et de la queue) et dans la morphologie chez les
individus hétérozygotes. Nous avons mis en évidence des malformations
faciales et criiniennes (brachycéphalie, sutures non jointives, déviation
nasale et anomalie de I oreille interne), ainsi que cérébrales (hydrocéphalie,
hypertrophie du ventricule latéral et atrophie du cortex temporal) impor-
tantes. Le spectre des anomalies observées suggére un défaut dans la for-
mation ou la migration des cellules de la créte neurale impliquées dans la
différenciation des mélanocytes et & |'origine des os criniens. Des analyses
des cellules des crétes neurales au cours du développement embryonnaires
sont en cours afin d’essayer d'identifier I'origine embryonnaire des mal-
formations observées. L'analyse d’embryons homozygotes a montré que
la mutation GEM184 & I'état homozygote induit un phénotype létal au
stade de la gastrulation. La cartographie de la mutation a permis d'isoler
une région de 6 Mb sur le chromosome 11 entre les marqueurs rs13481014
et D1Imit310 sur laquelle plusieurs génes candidats ont été identifiés.
Parmi ces génes, le géne Ppp2ca a plus particuliérement retenu notre atten-
tion car son inactivation entraine une létalité embryonnaire au méme stade
que celle observée chez nos mutants. Ce géne est en cours de séquengage
afin de détecter une éventuelle mutation. Le mutant GEM 184 pourrait ainsi
mettre en évidence une nouvelle voie moléculaire impliquée dans la for-
mation crinofaciale.

Mots-clés : craniofacial development, chemical mutagenesis, mouse
model.
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La dysplasie géléophysique (OMIM 231050, DG) est une chondrodys-
plasie transmise sur un mode autosomique récessif et caractérisée par une
petite taille, une peau épaisse, des rétractions articulaires et une brachy-
dactylie avec épiphyses en cine, retard d’iige osseux et des os longs trapus.
Les patients présentent une atteinte cardiaque progressive avec une dila-
tation et un épaississement des valves mitrale, pulmonaire et aortique
conduisant souvent 4 un décés précoce avant 1'dge de 5 ans. L'étude de
six familles consanguines DG nous a permis d'identifié 4 mutations faux
sens et une mutation stop dans le géne A Disintegrin And Metalloprotei-
nase with Thrombospondin repeats- like 2 (ADAMTSL2). Ce géne code
pour une glycoprotéine secrétée, qui appartient & la sous famille des
ADAMTS-like, protéines homologues aux domaines ancillaires des
ADAMTS mais sans domaine catalytique et donc sans activité enzyma-
tique. Leur fonction est inconnue & ce jour. Des études fonctionnelles sur
cellules HEK293 montrent que les mutations d’ ADAMTSL2 conduisent &
une synthése normale des protéines mais 4 un défaut de leur sécrétion
potentiellement dii & un changement de leur conformation. Utilisant un
criblage double hybride, nous avons identifié comme partenaire
d’ADAMTSL?2, Latent TGFbeta Binding Protein 1 (LTBP1). La mesure
du taux de TGFbeta dans les fibroblastes de patients DG a montré une
augmentation du niveau TGFbeta actif et de SMAD2 phosphorylé suggé-
rant une implication dADAMTSL2 dans le réseau microfibrillaire et dans
la voie de signalisation de TGFbeta. Depuis ces premiers travaux, nous
avons analysé 12 nouvelles familles DG répondant toutes aux critéres dia-
gnostiques de la DG. Nous avons identifié des mutations d’ADAMTSL2
dans 6 familles incluant 7 nouvelles mutations. Nous n’avons pas identifié
de mutations dans les 6 autres familles. De plus, nous avons observé une
augmentation du taux de TGFbeta dans les fibroblastes de patients non
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mutés similaire & celle observée chez les patients mutés. Au total, I'iden-
tification de mutations dans ADAMTSL2 dans 12/18 familles DG nous
permet de conclure qu'ADAMTSL2 est le géne majeur de la DG.
L’absence de mutations dans 6/18 familles suggére une hétérogénéité géné-
tique contrastant avec une homogénéité clinique. Les études en cours
devraient nous permettre |'identification du deuxiéme géne responsable de
la DG qui est probablement également impliqué dans le réseau microfi-
brillaire et dans une dysrégulation de la voie de signalisation de TGFbeta.

Mots-clés : chondrodysplasie, TGFbeta, ADAMTS.
Prénatal : DPN, DPI
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Le syndrome de Simpson-Golabi-Behmel (SGBS, OMIM#312870) est carac-
térisé par une avance de croissance globale pré et postnatale, une dysmorphie
faciale et des malformations viscérales et squelettiques, d’expressivité
variable. Il peut exister de fagon inconstante une déficience intellectuelle,
généralement légere. Le risque de néoplasie embryonnaire est accru, estimé
a 10 %, nécessitant une surveillance réguligre durant les premiéres années
de vie. Il s’agit d'une affection liée a I'X dont le géne principal, GPC3, a
été identifié en Xq26. Il code pour une protéoglycane extracellulaire, le gly-
pican 3, principalement exprimée dans les tissus dérivés du mésoderme, qui
interagit avec IGF2 (insulin-like growth factor 2). Le diagnostic prénatal
précoce du SGBS est réalisable par analyse moléculaire lorsqu’une mutation
a été identifiée précédemment chez un cas index. En I'absence d'antécédents
familiaux, le diagnostic peut seulement étre suggéré durant la grossesse
devant des signes d'appel échographiques. Nous rapportons le cas d’une
grossesse gémellaire bichoriale biamniotique marquée par la découverte d’un
syndrome polymalformatif chez les deux feetus. Le premier jumeau présen-
tait une malformation cardiaque complexe associée i une hépatocéle et 4
une agénésie rénale unilatérale. Le deuxiéme jumeau présentait une fente
labio-palatine unilatérale associée & une communication inter-ventriculaire.
Les caryotypes feetaux sur ponction de liquide amniotique étaient normaux
46,XY. Pour les deux jumeaux, il existait une discordance entre le sexe
chromosomique et 1"aspect échographique féminin des organes génitaux
externes. Devant I'ensemble de ces données, une analyse pangénomique par
CGH-array était réalisée. La mise en évidence d’une délétion cryptique
Xq26.2 d’au moins 1,6 Mb emportant 6 génes, dont GPC3, permettait de
poser le diagnostic de SGBS en anténatal. Cette délétion était retrouvée a
posteriori chez la mére a I'état hétérozygote, ainsi que chez son quatriéme
enfant, décédé a la premiére heure de vie dans un contexte de hernie dia-
phragmatique. Les 2 jumeaux sont décédés au 6eme jour de vie. Il s’agit &
notre connaissance de la premitre description d’une délétion compléte du
géne GPC3, mais également du premier cas rapporté de SGBS identifié et
confirmé en anténatal.

Mots-clés : CGH-array, Simpson-Golabi-Behmel.
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Les remaniements chromosomiques complexes sont des événements consi-
dérés comme rares, mais, avec I"apport des techniques moléculaires de cyto-
génétique, leur fréquence augmente. Le risque de déséquilibre dans la
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descendance ne peut pas étre déterminé précisément mais le risque de fausses
couches ou de naissance d'un enfant anormal est élevé. Il est dii soit & une
malségrégation des chromosomes dérivés, soit a une recombinaison chromo-
somique méiotique. Nous décrivons le cas d'un jeune couple non consanguin
sans histoire médicale personnelle particuliére mais avec un antécédent de
3 fausses couches trés précoces (FCS). Sur le plan familial, la mére est issue
d’une fratrie de 6 incluant 2 FCS. Pour le conjoint, une demi-sceur du coté
maternel aurait eu une interruption médicale de grossesse pour syndrome
polymalformatif non précisé. Pour la 4° grossesse, 1'échographie obstétricale
du 17 trimestre n’a pas montré d'anomalie morphologique et le dosage des
marqueurs sériques maternels n’a pas donné de risque accru de trisomie 21
feetale. Cependant, I'examen échographique du 2° trimestre a montré une dys-
morphie faciale (fente labio-alvéolo-palatine droite, angle fronto-nasal plat,
hypertélorisme). Le caryotype feetal réalisé sur culture de liquide amniotique
(LA) et analysé en bandes RHG et GTG évoquait un remaniement chromo-
somique complexe (RCC) apparemment équilibré de type translocation
1(2;8;18) intéressant les extrémités des bras longs. Les caryotypes parentaux
ont donné une formule chromosomique normale pour le pére et un RCC
ressemblant & celui trouvé chez le feetus pour la mére. Une étude en cytogé-
nétique moléculaire M-FISH sur culture de LA a confirmé la présence d’'un
échange entre les bras longs des chromosomes 2, 8 et 18 mais de fagon
déséquilibrée (trisomie 8q distale, monosomie 18q distale). Par contre, I"étude
sur le prélevement sanguin maternel a montré un remaniement chromoso-
mique plus complexe associant une insertion de matériel 8q en 2q, une trans-
location de matériel 2q sur 8q et une translocation de matériel 8q sur 18q,
soit un remaniement impliquant 4 points de cassure, apparemment équilibré.
Les parents ont demandé une IMG. L'examen foeto-pathologique a retrouvé
une dysmorphie faciale et une anomalie positionnelle des extrémités. A la
lumigre de cette anomalie maternelle associant €événement insertionnel et
translocations, nous avons émis I'hypothése d'un événement de recombi-
naison méiotique entre le dérivé chromosomique 2 et le dérivé chromoso-
mique 8, qui explique le profil caryotypique observé chez le feetus. L'étude
par puces &8 ADN a permis de confirmer les points de cassures chromosomi-
ques (8q23.3 et 18q21.33) et d’estimer la taille des morceaux chromosomi-
ques en déséquilibre. Ce RCC découvert lors d'un diagnostic prénatal, qui
était & premiére vue un échange apparemment équilibré entre 3 chromosomes,
est en fait le produit d’une recombinaison méiotique d'un RCC maternel.
Cette recherche a été financée grace 4 un PHRC (n" 7855).

Mots-clés : diagnostic prénatal, remaniement chromosomique complexe,
recombinaison.
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Lors de la 1" grossesse d'une femme de 28 ans, un caryotype feetal est
effectué sur trophoblaste a 13 semaines d’aménorrhée (SA) pour hygroma
colli et cedéme sous-cutané généralisé : aucune anomalie chromosomique
n'est observée. La découverte d'un syndrome polymalformatif lors de
I'échographie du 2° trimestre motive la décision d'une interruption médi-
cale de grossesse & 24 SA. L'examen feetopathologique objective une car-
diopathie complexe, une agénésie pancréatique et une malposition du cadre
mésentérique. L."ADN des cellules feetales est passé en CGH par puces
BACs qui met en évidence une microdélétion de 11,8 Mb du bras court
du chromosome 8. Le caryotype des parents révéle alors la présence chez
le pére d'une inversion péricentrique du  chromosome 8 :
46,XY,inv(8)(p23.1q24.3). Le feetus a donc hérité d'un recombinant du
chromosome 8 inversé de son pére avec la constitution d'une duplication
déficience des segments distaux par rapport aux points de cassure. Une
étude rétrospective plus résolutive de I'ADN par CGH avec puces oligo-
nucléotidiques et puces BACs aprés traitement 4 la protéinase K confirme
qu’en plus de la délétion 8p23.3p23.1 de 11,8 Mb, il existe bien une dupli-
cation 8q24.3 de 3,3 Mb. Le caryotype sur trophoblaste, du fait de sa réso-
lution, n’a pu mettre en évidence la transmission du der(8). En revanche
une technique d'hybridation in siru (FISH ciblée) avec des sondes télomé-
riques 8p et 8q montre sans difficulté la délétion (1 spot) et la duplication
(3 spots). Ainsi, au cours de la 2&me grossesse de la patiente, un diagnostic
prénatal est proposé sur indication d'anomalie chromosomique parentale

pour caryotype et FISH. Il n’a pas €€ nécessaire d'utiliser la technique de
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