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biais de sexe et maladies : quels mécanismes génétiques

ou épigénétiques potentiellement impliqués ?

une série de quatre cours (2 et 9 novembre 2011) et un colloque (23 novembre) ont
été consacrés à ce thème d’une grande importance mais dont les aspects mécanistiques
sont le plus souvent très mal connus. en effet, les données épidémiologiques montrent
que de nombreuses maladies affectent de manière différentielle les hommes et les
femmes. dans certains cas, l’explication de ce biais de sexe est évidente, par exemple
lorsque la pathologie affecte un organe spécifique d’un sexe (cancer de la prostate ou
cancer du sein), ou qu’elle est directement liée aux effets des hormones sexuelles
(ostéoporose post-ménopausique), ou encore lorsqu’elle est associée à des différences
environnementales ou culturelles dépendantes du genre (le sex-ratio des patients
atteints du cancer du poumon est lié à l’évolution des habitudes de consommation de
tabac dans chacun des deux sexes). par ailleurs, les pathologies génétiques impliquant
un gène situé sur le chromosome x (hémophilie a et b, myopathie de duchenne, etc.)
affectent spécifiquement (ou beaucoup plus sévèrement) les garçons qui n’ont qu’un
seul chromosome x, alors que chez la femme porteuse d’une telle mutation, l’allèle
sain porté par son 2e chromosome x peut compenser au moins partiellement l’effet
fonctionnel de l’allèle muté. toutefois, il existe quelques exceptions, telles que le
syndrome de rett, qui n’apparaît quasiment que chez les filles, alors que le gène muté
est lui aussi localisé sur le chromosome x. pour de nombreuses autres pathologies
(autisme, retard mental, maladies auto-immunes, maladie de hirschsprung), en
revanche, les différences de susceptibilité entre les deux sexes restent très largement
inexpliquées, et l’essentiel des cours et du colloque a porté sur les données et
hypothèses mécanistiques qui peuvent permettre de les expliquer.

Cours

Le premier cours a présenté les données épidémiologiques concernant ces biais de
sexe, ainsi que les mécanismes génétiques classiques liés au chromosome x
(différence de dosage du chromosome x, inactivation du x chez la femme et ses
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conséquences). puis ont été abordés les aspects spécifiques du retard mental (ratio
m/f d’atteints masculins sur atteints féminins de 1,3-1,4) et ceux, d’analyse plus
récente, de l’autisme (ratio m/f de 4, et même de 6 pour les cas d’autisme dits de
haut niveau ou sans déficience cognitive). après avoir présenté l’évolution des idées
au xxe siècle, depuis les travaux de penrose suggérant un biais social à la
reconnaissance de formes de retard mental liées au chromosome x, j’ai présenté les
données montrant que de telles formes monogéniques liées au x ne peuvent expliquer
au plus qu’un tiers de l’excès de garçons avec retard mental, et ne peuvent rendre
compte du ratio m/f de 4 dans l’autisme. Les cas particuliers de maladies liées au x
ne touchant que les filles ont été présentés : pour le syndrome de rett, un double
effet rend compte de cette spécificité, car les mêmes mutations du gène meCp2 sont
responsables d’une symptomatologie encore plus sévère chez les garçons
(encéphalopathie néonatale) et, d’autre part, les mutations survenant préférentiellement
dans la lignée germinale mâle, sont transmises aux filles. Les mécanismes particuliers
des relations entre sexe et expression clinique ont été discutés pour le syndrome de
résistance aux androgènes (mutations inactivant le gène du récepteur aux androgènes),
et pour le cas très curieux de l’épilepsie spécifiquement féminine liée aux mutations
du gène pCdh19 (également sur le chromosome x). La fin du 2e cours a été
consacrée à d’autres mécanismes de type épigénétique : échappement partiel de
certains gènes du x au phénomène d’inactivation chez la femme, arguments en
faveur de phénomènes d’empreinte parentale, effets épigénétiques du dosage
différentiel des chromosomes sexuels sur l’expression de gènes autosomiques
(travaux notamment de h. willard, C. dulac, r. festenstein).

Le 3e cours a porté plus spécifiquement sur les travaux cherchant à expliquer les
biais de sexe, en général inverses, pour les maladies auto-immunes, avec par exemple
le lupus où le rapport femmes/hommes atteints est d’environ 9. divers travaux ont
mis en évidence le rôle des hormones sexuelles, mais également, dans des modèles
de souris très originaux (découplant le dosage des chromosomes sexuels et le sexe
gonadique), de l’effet des chromosomes sexuels indépendants d’effets hormonaux.
enfin, le dernier cours de cette série a été consacré à la discussion des mécanismes
pouvant expliquer des dimorphismes sexuels d’expression génétique dans le cerveau
de mammifères, et des différences comportementales, notamment par imprégnation
androgénique du cerveau masculin lors du développement prénatal ou néonatal. Ces
mécanismes pourraient être impliqués dans la plus grande fréquence d’autisme chez
les garçons (hypothèses de s. baron-Cohen).

Colloque : Biais de sexe et maladies : quels mécanismes génétiques

Le colloque d’une journée, le 23 novembre 2011, intitulé « biais de sexe et
maladies : quels mécanismes génétiques », fut suivi par une assistance nombreuse et
attentive. La conférence introductive « sex battles in the brain : genomic imprinting
in the developing and adult central nervous system » fut donnée par Catherine dulac
(harvard university), qui rapporta ses derniers travaux, dont certains non encore
publiés, sur l’importance et la complexité des phénomènes d’empreinte parentale
dans l’expression différentielle de nombreux gènes dans des régions spécifiques du
cerveau de souris, et pouvant générer, pour certains gènes, un dimorphisme sexuel
d’expression. ses travaux suggèrent une influence maternelle notable dans le cerveau
embryonnaire, et un biais paternel dans le cerveau adulte, notamment dans le cortex
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et l’hypothalamus (voir gregg et al., 2010, Science, 329, 643 et 682). Les
3 conférences suivantes portèrent sur des mécanismes généraux pouvant générer des
différences d’expression génétique en fonction du sexe : françois tronche (upmC,
paris), « Contrôle of gene expression and sex differences : genetic dissection of
glucocorticoid and androgen receptors functions » ; Claire rougeulle (u. paris-
diderot) sur l’inactivation de chromosome x et ses conséquences sur les pathologies
humaines ; richard festenstein (mrC Clinical sciences Centre, Londres), « sex
chromosome complement effects independent of phenotypic sex determine autosomal
gene expression differences ». Les données épidémiologiques, mécanistiques ou les
hypothèses concernant les biais de sexe dans les maladies neurodéveloppementales
furent l’objet des conférences de thomas bourgeron (institut pasteur) : « the male
and female synapses in autism spectrum disorders » ; stanislas Lyonnet (fondation
imagine, u. paris-descartes) : « a multifactorial mechanism of parent-of-origin
effect in hirschsprung disease » ; Jean-Louis mandel : « sex bias in intellectual
deficiency : historical perspectives and current hypotheses » ; Jean-pierre hardelin
(institut pasteur) : « hétérogénéité génétique et biais de sex-ratio dans le syndrome
de kallmann » ; Christel depienne (gh pitié-salpétrière et upmC) : « mutations
du gène pChd19, une cause d’épilepsie limitée aux filles. biais de sexe dans le
syndrome de gilles de la tourette ». d’autres maladies neurodégénératives furent
abordées par philippe Corcia (Chru tours et u. françois rabelais) sur la sclérose
latérale amyotrophique, michael schumacher (u. paris sud) : « hormones stéroïdes
et dimorphisme sexuel de la myéline ». Les 2 dernières conférences portèrent sur les
maladies auto-immunes. elles furent données par sonia berrih-aknin (gh pitié
salpétrière, upmC) : « aire : a key factor in gender-biased autoimmune disorders »
et yannick allanore (hopital Cochin, u. paris descartes) : « biais de sexe dans le
lupus et la sclérodermie systémique ».

cours et table-ronde : impact des méthodologies

de génomique à haut débit

Actualités récentes en génétique de l’autisme
et de la déficience intellectuelle

deux cours ont été consacrés, le 7 mars, aux actualités récentes en génétique de
l’autisme et de la déficience intellectuelle, et notamment à l’accumulation de
données par l’utilisation des méthodologies de génomique (détection de Copy
Number Variants/Cnv par puces adn de type Cgh array) et de séquençage à haut
débit. après une introduction sur les aspects épidémiologiques et l’augmentation
apparente très étonnante de la fréquence de l’autisme, j’ai détaillé l’extraordinaire
complexité génétique, indiquée par les résultats les plus récents, de ces deux
pathologies neurodéveloppementales qui se recouvrent en partie. Ceux-ci mettent en
évidence le très grand nombre de gènes (plusieurs centaines) qui paraissent impliqués
dans des formes dites « monogéniques », l’importance des mutations « de novo »
révélées par les analyses en Cgh array pour les Cnv et par les analyses d’exome
(séquençage des régions codantes de plus de 20 000 gènes) dans des trios parents-
enfant atteint. La liste des gènes identifiés s’allonge rapidement, montrant des
recouvrements entre retard mental et autisme, mais de manière plus inattendue, avec
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des gènes retrouvés mutés dans certains cas (encore peu nombreux) de schizophrénie.
Les données suggèrent une causalité plus complexe (double hit, travaux de evan
eichler) pour certaines Cnv (et probablement aussi pour des mutations ponctuelles).
une excellente illustration de mécanismes possibles est fournie par le syndrome TAR
(thrombocytopenia-absent radius) où la pathologie est générée par la combinaison
d’une délétion récurrente d’une région du chromosome 1 (1q21.1) incluant le gène
RMB8A sur un allèle, et la présence de variants rares (présents à une fréquence de
0,5-3 % dans la population), sur l’allèle non délété, diminuant l’expression en cis
du gène RMB8A. une découverte particulièrement fascinante est celle des délétions
et duplications récurrentes en 16p11.2, initialement détectées dans des cohortes de
patients avec autisme ou schizophrénie, et responsables de troubles neuro-
développementaux fréquemment associés à une obésité qui peut être morbide dans
le cas de la délétion, et à des troubles alimentaires de type anorexie, avec risque de
sous-poids pathologique, pour la duplication (travaux de s. Jacquemont, J. beckmann
et p. froguel). si l’exemple du syndrome de retard mental avec x fragile montre
que l’on peut passer (en près de 20 ans dans ce cas) de l’identification du gène muté
à des essais thérapeutiques basés sur les hypothèses fonctionnelles validées par les
études expérimentales sur des organismes modèles, l’hétérogénéité extrême des
causes génétiques rendra très difficile l’extension de ce modèle à des causes
individuellement beaucoup plus rares de déficience intellectuelle ou d’autisme. J’ai
proposé que des formes de réseaux sociaux spécifiques puissent être utilisées pour
constituer les bases de données génotype/phénotype qui seront nécessaires pour
passer de l’identification diagnostique de mutations à des prises en charge médicales
adaptées à la nature du gène muté.

Impact des méthodologies de séquençage à haut débit
sur le diagnostic prénatal et le diagnostic préconceptionnel :
nouvelles applications, nouveaux problèmes soulevés

Les deux cours du 14 mars et une table ronde exceptionnelle le 21 mars ont porté
sur les nouvelles applications en cours ou proposées du séquençage à très haut débit
pour le diagnostic de maladies génétiquement très hétérogènes (exemple du
syndrome de bardet-biedl), pour le diagnostic prénatal non invasif des trisomies 21
et 13 (et potentiellement d’autres mutations pathologiques) (travaux de Lo à hong-
kong, repris notamment par la société sequenom), et enfin par les possibilités de
diagnostic préconceptionnel des couples à risque (risquant d’avoir des enfants
atteints de maladies génétiques pédiatriques graves – maladies autosomiques
récessives ou liées au x), par dépistage dans la population générale. après avoir
présenté les aspects techniques, j’ai évoqué les aspects de santé publique et les
problèmes éthiques potentiellement soulevés, ces derniers ayant fait l’objet principal
de la table ronde du 21 mars. J’ai notamment rappelé les actions de dépistage
préconceptionnel (couples à risque) menées depuis de nombreuses années dans des
pays méditerranéens pour les thalassémies, et dans les populations juives en israël
et en amérique du nord, pour des maladies récessives particulièrement fréquentes
dans ces populations. un tel dépistage est proposé assez systématiquement dans la
population, aux états-unis et en israël, pour des pathologies génétiques relativement
fréquentes telles que la mucoviscidose et l’amyotrophie spinale. en france, ces
stratégies ne sont pas proposées, et pas même discutées.
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L’objet de la table ronde, co-organisée avec le dr. Catherine bourgain
(inserm/u. paris sud, u 669) fut d’explorer les problèmes de santé publique et
les aspects éthiques de ces applications du séquençage à haut débit, qui représentent
par ailleurs un marché économique considérable. La table ronde s’est ouverte par
un hommage au prof. andré boué, décédé le 27 février 2012, qui fut, avec son
épouse Joëlle boué, un pionnier de l’étude des aberrations chromosomiques et de
leur diagnostic prénatal. une discussion très riche, pendant près de 3 heures, a
permis d’aborder sans les épuiser de nombreux aspects des problèmes soulevés par
les perspectives de nouvelles applications diagnostiques en génétique, vus par des
professionnels de la santé, des représentants d’associations de malades, mais aussi
un historien des sciences et un parlementaire, vice-président de l’office parlementaire
d’évaluation des choix scientifiques et technologiques. Ceci a fait apparaître des
convergences, le diagnostic non invasif de la trisomie 21 n’étant pas considéré
comme un nouveau problème éthique, mais posant le problème de la mise en place
et des aspects d’économie de la santé, alors que les opinions sur le développement
du diagnostic préconceptionnel étaient beaucoup plus contrastées, entre la description
des pratiques en israël et les réticences de plusieurs participants français. Les
participants à cette table ronde étaient (par ordre alphabétique) : ségolène aymé,
médecin généticienne et épidémiologiste, fondatrice et ancienne directrice
d’orphanet, membre du comité de suivi du plan national maladies rares ; alexandra
benachi, chef du service de gynécologie, obstétrique et médecine de la reproduction,
hôpital antoine beclère ; dominique bonneau, pu-ph de génétique médicale,
Chu d’angers, ancien président de la fédération française de génétique humaine et
médicale ; Jean-paul bonnefont, mCu-ph, responsable du laboratoire hospitalier
de génétique moléculaire, hôpital necker-enfants malades ; Jean-paul gaudillière,
historien travaillant sur les rapports sciences, médecine et industrie, directeur de
recherche à l’inserm, directeur du Cermes 3 ; patrick gaudray, directeur de recherche
au Cnrs, u. françois rabelais de tours, membre du Comité consultatif national
d’éthique ; françoise kbayaa, secrétaire générale de l’unapei ; Jean-yves Le
déaut, député de meurthe-et-moselle, ancien professeur de biochimie et biologie
moléculaire à l’université de nancy, vice-président de la région Lorraine, vice-
président de l’office parlementaire d’évaluation des choix scientifiques et
technologiques ; marie-Christine ouillade, membre du conseil d’administration de
l’afm et de généthon, membre du conseil d’orientation de l’agence de la
biomédecine ; annick raas-rotschild, Professor and senior pediatrician medical
geneticist, department of genetics and metabolic diseases, hadassah medical
Center, Jerusalem ; brigitte simon-bouy, génétique constitutionnelle prénatale et
post-natale, Centre hospitalier de versailles. étaient également présents dans la
salle : arnold munnich, professeur de génétique à l’université paris-descartes,
viviane viollet, fondatrice et ancienne présidente de l’association nationale du
syndrome x fragile, présidente de l’alliance maladies rares, Christel nourissier,
secrétaire générale d’eurordis (Rare Diseases Europe) et présidente de l’association
prader-willi france, yann Le Cam, Chief Executive Officer, eurordis, henri
bléhaut, médecin, responsable des programmes de recherche à la fondation Jérome
Lejeune, paulette morin, déléguée régionale alliance maladies rares, présidente
d’honneur de l’association française des syndromes de marfan et apparentés.
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Autres cours

« des maladies monogéniques aux maladies génétiquement complexes : quelques
perspectives » (1 h), école d’automne 2011 de l’institut du thorax, nantes, Troubles
métaboliques et risque cardiovasculaire (6 octobre 2011).

« génétique multifactorielle des maladies communes » (4 h), master de
physiopathologie cellulaire et moléculaire, module de génétique humaine à
l’université de strasbourg (26 octobre 2011).

« whole genome and exome sequencing in human genetics » (2 h), IGBMC
International PhD Programme (15 février 2012).

recherche

Le groupe de recherche en génétique humaine fait partie du département de
médecine translationnelle et neurogénétique de l’igbmC (institut de génétique et
biologie moléculaire et cellulaire, umr 7104 du Cnrs, inserm u 964 et université
de strasbourg). il se consacre à l’étude des mécanismes génétiques et
physiopathologiques de maladies monogéniques neurologiques ou musculaires. des
aspects de recherche clinique sont développés avec le laboratoire de diagnostic
génétique du Chu de strasbourg, dirigé par J.-L. mandel.

Liste des équipes et thématiques

1a) fonction de la protéine fmrp, déficiente dans le syndrome de retard mental
avec x fragile (JLm, avec hervé moine, dr2 Cnrs). nouvelles approches visant
à expliquer le biais de sexe dans le retard mental avec ou sans autisme (JLm, avec
amélie piton) ;

1b) analyse génétique du syndrome de bardet-biedl (JLm, avec Jean muller,
mCu-ph et en collaboration avec le prof. h. dollfus) et d’autres pathologies
génétiquement hétérogènes ;

2) mécanismes du syndrome de Coffin-Lowry (retard mental syndromique lié au
chromosome x) impliquant la protéine kinase rsk2 (andré hanauer, mCu) ;

3) mécanismes des maladies neuromusculaires : myopathies myotubulaires et
centronucléaires et remodelage membranaire dans le muscle (Jocelyn Laporte, dr1
inserm) ;

4) nicolas Charlet-berguerand (dr2 inserm) étudie les mécanismes moléculaires
de toxicité d’arns avec expansions de répétitions tri- ou tétranucléotidiques à
l’origine des myotonies dystrophiques et du syndrome fxtas. il est lauréat en
2012 d’un ERC starting grant du Conseil européen de la recherche ;

5) hélène puccio (dr2 inserm, lauréate d’un ERC starting grant du Conseil
européen de la recherche) et son équipe s’intéressent aux mécanismes
physiopathologiques de l’ataxie de friedreich et d’autres ataxies récessives liées à
des déficits mitochondriaux ;

6) identification de nouveaux gènes impliqués dans des formes d’ataxies
récessives, épidémiologie moléculaire et études de corrélation génotype/phénotype
dans cette pathologie (michel koenig, pu-ph) ;

7) mécanismes pathogéniques des maladies neurodégénératives causées par des
expansions de polyglutamine, dont la maladie de huntington et l’ataxie
spinocérébelleuse de type 7 (yvon trottier, dr2 inserm).
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1a) Syndrome de retard mental avec chromosome X fragile
et fonction de la protéine FMRP

(avec hervé moine, dr2 Cnrs)

Le syndrome x-fragile représente la forme la plus fréquente de retard mental
monogénique. Ce syndrome résulte d’une expansion instable de répétitions Cgg
dans le gène FMR1, entraînant sa répression transcriptionnelle. FMR1 code pour la
protéine fmrp (Fragile X Mental Retardation Protein) qui lie des arn messagers
cibles au sein de complexes ribonucléoprotéiques associés aux polysomes. de
nombreux travaux suggèrent un rôle de fmrp dans le métabolisme des arnm
neuronaux, notamment dans le transport dendritique et la traduction localisée
d’arnm importants pour la plasticité synaptique sous contrôle de la voie de
signalisation des récepteurs métabotropiques au glutamate (mglur1 et mglur5).
Cependant, le rôle précis de fmrp reste mal compris. afin de caractériser la
fonction de fmrp, nous avons entrepris 1) d’identifier des cibles arnm de fmrp
pouvant expliquer les phénotypes de la maladie et 2) de caractériser l’action exacte
de fmrp sur ces cibles en utilisant un modèle murin du syndrome de l’x fragile.

nous avons montré antérieurement que fmrp se lie in vitro de manière spécifique
et avec une forte affinité aux arnm contenant un motif structural de type
« g(uanine)-quadruplex » (schaeffer et al., 2001 ; Castet et al., 2005) et contribue
à la formation de granules d’arn en conditions de stress cellulaire (didiot et al.,
2009). en collaboration avec l’équipe de barbara bardoni (Cnrs, sophia-antipolis),
nous avons montré que fmrp peut également interagir avec un autre type de motif
d’arn en tige-boucle (soslip) (bechara et al., 2009). Le motif g-quadruplex
semble toutefois le plus fréquemment retrouvé parmi les cibles potentielles de
fmrp. nous avons identifié la présence d’un consensus g-quadruplex dans la
région 3’ non traduite d’une proportion importante des arnm neuronaux localisés
dans les dendrites et avons confirmé la présence de cette structure dans les arnm
de deux protéines essentielles pour l’activité synaptique, Camkiia et psd95
(subramanian et al., 2011). nous avons montré que le motif g-quadruplex est
nécessaire et suffisant pour l’adressage au niveau des dendrites des arnm Camkiia
et psd95, et cette activité est modulée par l’activation des récepteurs au glutamate
mglur5. Le motif g-quadruplex représente donc un nouveau type de signal
d’adressage des arnm vers les dendrites. fmrp ne semble cependant pas être
essentiel au transport basal des arnm mais contribuerait à la régulation du
transport de manière mglur-dépendante (montré pour Camkiia).

L’utilisation d’une approche CLip (cross linking immunoprecipitation) sur des
cultures de neurones murins nous a permis de montrer in cellulo que des arnm
pourvus d’un motif g-quadruplex sont plus efficacement liés par fmrp et la
dépolarisation des neurones par le kCl module certaines de ces interactions (tabet
et al., non publié). une étude visant à identifier l’ensemble des arnm neuronaux
les plus touchés par l’absence de fmrp est en cours. en parallèle, pour comprendre
l’impact direct de fmrp sur le métabolisme de ses arnm cibles, une approche
dite de « tethering » a été entreprise, où fmrp est forcé à lier de manière unique
un arnm rapporteur. Cette approche révèle que fmrp induit la localisation de ses
arnm cibles dans des granules d’arn distincts des granules de stress et des
processing bodies (tabet et al., non publié). La caractérisation fonctionnelle de ces
granules est en cours.
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deux nouvelles approches visant à tester des hypothèses pouvant expliquer le
biais de sexe observé dans le retard mental et dans l’autisme (plus fréquents chez
les garçons) ont été initiées en 2011 (avec amélie piton, boursière postdoctorale
frm). nous explorons les gènes cibles, dans des neuroblastes ou neurones humains,
de la régulation transcriptionnelle par les androgènes et le récepteur aux androgènes
(projet financé par l’anr). Les cellules utilisées sont issues de la différenciation
de cellules souches embryonnaires (collaboration avec le laboratoire du pr. marc
pechanski, istem évry). nous testons également le rôle potentiel dans le biais de
sexe de variants rares (faux-sens) présents dans les 90 à 100 gènes du chromosome x
impliqués dans des formes monogéniques de retard mental (financement de la
fondation Jérôme Lejeune).

nous avons, au cours de l’année 2012, développé une stratégie de capture et
séquençage des exons de 220 gènes (dont près de cent portés par le chromosome x),
antérieurement identifiés dans des formes de déficience intellectuelle, avec ou sans
autisme (financement partiel par contrat de l’agence de biomédecine). des résultats
très prometteurs ont été obtenus pour les 50 premiers patients analysés. Cette
stratégie a donc vocation à être transférée dans le cadre du laboratoire de diagnostic
génétique du Chu de strasbourg, courant 2013.

1b) Analyse génétique du syndrome de Bardet-Biedl
et d’autres pathologies génétiquement hétérogènes

(analyse génétique du syndrome de bardet-biedl : avec J. muller,
en collaboration avec le prof. h. dollfus)

Le syndrome de bardet-biedl (bbs), de transmission autosomique récessive,
associe rétinite pigmentaire, obésité, polydactylie, anomalies rénales et atteinte
cognitive. il est caractérisé par une étonnante hétérogénéité génétique, contrastant
avec la spécificité de la présentation clinique. de 2000 à 2011, 16 gènes (BBS1 à
16) ont été identifiés, dont les mutations rendent compte d’environ 70 % des
patients. L’identification de ces gènes a permis de relier le syndrome bbs à des
défauts dans la fonction de structures ciliées (cil primaire). nous participons à une
étude initiée par le prof. hélène dollfus (inserm/avenir, faculté de médecine
de strasbourg), visant notamment à identifier de nouveaux gènes BBS, à rechercher
des corrélations génotype/phénotype éventuelles, étudier l’épidémiologie moléculaire
du syndrome et développer des applications au diagnostic et au conseil génétique.
Cette étude a permis d’identifier deux gènes (BBS10 et BBS12) particulièrement
importants car mutés chez plus de 25 % des patients (stoetzel et al., 2006, 2007 ;
muller et al., 2010). Les gènes BBS10 et BBS12 codent pour des protéines
spécifiques des vertébrés, dont la séquence protéique évolue rapidement, et qui
appartiennent, comme BBS6, à la superfamille des chaperonines de type ii (stoetzel
et al., 2007). un complexe contenant les protéines bbs6, 10 et 12 a été récemment
identifié, qui joue un rôle dans l’assemblage du bbsome, un complexe contenant
7 autres protéines bbs (seo et al., 2010). alors qu’aucune différence phénotypique
claire ne permet de différencier les patients porteurs de mutations dans l’un des
gènes BBS, nous avons contribué à montrer que les mutations dans le gène
SDCCAG8/NPHP10/BBS16 sont associées à un phénotype bbs distinct, avec
absence de polydactylie et présence constante d’une insuffisance rénale précoce
(schaefer et al., 2011).
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nous avons mis au point des approches de diagnostic moléculaire s’appuyant
notamment, dans les familles consanguines, sur la cartographie d’homozygotie
(muller et al., 2010). La recherche de mutations dans les 16 gènes BBS pour le
diagnostic ou l’épidémiologie moléculaire étant très lourde par les techniques de
séquençage classique, nous avons mis au point une approche très puissante basée
sur la capture ciblée d’exons de 30 gènes (gènes BBS et de ciliopathies cliniquement
ressemblantes, telles que le syndrome d’alström ou la néphronophtise) couplée au
séquençage à très haut débit. nous avons validé cette approche sur 14 patients avec
mutations connues, et l’avons appliquée à 38 patients dont la nature des mutations
n’avait pas été déterminée. Cette stratégie a permis d’identifier les mutations
causales chez près de 70 % des patients avec symptomatologie bbs suspectée
cliniquement. nous avons montré également que cette méthodologie permet de
détecter des délétions hétérozygotes d’exons, ce que ne permet pas le séquençage
classique. nos résultats ont montré que la probabilité de détecter les mutations est
corrélée avec le nombre de signes cliniques du syndrome bbs présentés par les
patients, et suggèrent que très peu de gènes de syndrome bbs « classique » restent
à identifier (redin et al., 2012). dans 3 des patients qui avaient été référés pour
suspicion de syndrome bbs, nous avons retrouvé en fait des mutations du gène
ALMS1 responsable du syndrome d’alström, une ciliopathie présentant certaines
similarités avec bbs. Ce gène codant pour une très grande protéine n’était pas
proposé en france pour les recherches de mutations à visée diagnostique ; ainsi a
pu être illustré l’intérêt de la stratégie développée (redin et al., 2012).

nous avons aussi contribué à des études ayant permis l’identification d’un gène
responsable d’une anomalie de développement dentaire, le gène smoc2 (bloch-
zupan et al., 2011), l’identification du transporteur mitochondrial du pyruvate
(bricker et al., 2012), et à montrer que des délétions récurrentes dans le gène
dpy19L2 par recombinaison homologue non-allélique sont la principale cause de
globozoospermie, une anomalie de la spermatogenèse responsable d’infertilité
autosomique récessive (elinati et al., 2012).

2) Syndrome de Coffin-Lowry et kinase RSK2

(andré hanauer)

L’équipe étudie les mécanismes physiopathologiques pouvant être responsables
des déficits cognitifs dans le syndrome de Coffin-Lowry. Les mutations perte de
fonction dans le gène RPS6KA3 lié au chromosome x, codant pour la protéine
kinase rsk2, sont responsables de ce syndrome. des souris invalidées pour le gène
RSK2 ont été créées précédemment par l’équipe. des souris invalidées pour le gène
paralogue RSK3 également créées par l’équipe d’andré hanauer ont permis très
récemment de démontrer un rôle de ce gène dans l’hypertrophie des myocytes
cardiaques en réponse à un stress cardiaque chronique (Li et al., 2012).

une étude transcriptomique d’hippocampe de souris invalidées pour rsk2 a révélé
des altérations d’expression significatives de 100 gènes. trois quarts de ces gènes
montrent une expression augmentée chez les souris ko-rsk2 et le quart restant une
expression diminuée. nous avons plus particulièrement étudié les mécanismes liés à
certains de ces gènes pouvant être impliqués dans l’activité synaptique. nous avons
montré que le niveau d’activation des kinases erk1/2 était anormalement élevé dans
l’hippocampe des souris ko-mrsk2. des études basées sur des cultures primaires de
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neurones d’hippocampe ont par la suite montré que le glutamate activait les kinases
erk1/2 et rsk2, et confirmé la plus forte activation de erk1/2 dans les neurones
mrsk2 ko. nos données montraient que, dans les conditions normales, rsk2 exerce
une rétro-inhibition sur la voie erk1/2, et que cette rétro-inhibition est absente dans
les cellules n’exprimant pas rsk2. en outre, les facteurs de transcription Creb et
elk1, deux cibles nucléaires de erk1/2, ont aussi un niveau d’activation anormalement
élevé dans les neurones déficients en rsk2. finalement, l’induction après stimulation
par du glutamate de c-Fos, Zif268 et Arc, 3 gènes immédiats précoces régulés par ces
facteurs de transcription, était significativement plus importante dans les neurones
mrsk2 ko. Cette altération de la signalisation par erk1/2, due à l’absence de rsk2,
est susceptible d’influencer des fonctions neuronales, et donc de jouer un rôle dans
le dysfonctionnement cognitif chez les souris mrsk2 ko et dans le syndrome de
Coffin-Lowry (schneider et al., 2011).

Le haut niveau d’expression de rsk2 dans l’habenula de souris nous a conduit
à rechercher des fonctions particulières de rsk2 dans cette structure cérébrale, en
étroite collaboration avec l’équipe de brigitte kieffer (igbmC). Ces travaux ont
montré que les souris rsk2-ko étaient incapables d’associer un contexte spécifique
à un stimulus aversif, indiquant un rôle de rsk2 dans l’aversion de place
conditionnée (darcq et al., 2011). d’autre part, l’analgésie aigüe induite par la
morphine est également altérée chez ces souris, indiquant un rôle de rsk2 dans la
réponse nociceptive (darcq et al., 2012). L’injection par stéréotaxie de virus aav
exprimant un sirna ciblant rsk2 nous a permis de montrer que l’habenula médian
jouait un rôle essentiel dans ces deux dysfonctions (darcq et al., 2011, 2012).

3) Pathophysiologie des maladies neuromusculaires :
myopathies congénitales à centralisation des noyaux

(équipe dirigée par Jocelyn Laporte)

nous étudions les mécanismes pathologiques et les gènes impliqués dans des
myopathies congénitales très sévères et handicapantes. nous nous concentrons sur
les myopathies centronucléaires et myotubulaires pour l’étude des mécanismes
cellulaires et physiologiques, pour lesquelles nous validons des modèles animaux
afin de caractériser les mécanismes pathologiques et de tester des approches
thérapeutiques.

Les myopathies centronucléaires (Cnm), caractérisées par une grande proportion
de fibres musculaires atrophiques à noyaux centraux (les noyaux étant normalement
périphériques dans les fibres musculaires matures) sont dues à des mutations de
protéines impliquées dans le remodelage et le trafic des membranes: la phosphatase
à phosphoinositides myotubularine (mtm1) est mutée dans la forme liée au
chromosome x (aussi appelée myopathie myotubulaire), l’amphiphysine 2 (bin1)
est mutée dans des formes autosomiques récessives, et la gtpase dynamine 2
(dnm2) est impliquée dans la forme autosomique dominante.

Diagnostic moléculaire et bases génétiques des myopathies

La moitié des patients atteints de maladies neuromusculaires n’ont pas de diagnostic
génétique. afin de faciliter ce diagnostic, nous avons récemment apporté la preuve de
principe que le séquençage de nouvelle génération (ngs) permet d’accélérer la
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découverte de la mutation causale et ce à moindre coût (vasli et al., 2012a). Ce
protocole est en cours de transfert au laboratoire de diagnostic génétique (v biancalana).
nous avons aussi rapporté une mutation d’épissage provoquant des anomalies
complexes de l’épissage de plusieurs exons dans le gène mtm1 et causant la myopathie
myotubulaire (vasli et al., 2012b). enfin, la publication d’une revue et d’un arbre
décisionnel pour le diagnostic des myopathies centronucléaires devrait clarifier et
faciliter leur diagnostic par les différents laboratoires (biancalana et al., 2012).

L’identification d’un nombre important de mutations de dnm2 chez des patients
atteints de Cnm dominant ou sporadique nous a permis d’établir des corrélations
génotype-phénotype et d’identifier des mutations préférentiellement associées à des
formes plus sévères. Ce travail met aussi en évidence une hétérogénéité phénotypique
intra- et inter-familiale pour certaines mutations (bohm et al., 2012a).

nous utilisons l’approche de séquençage de nouvelle génération afin d’identifier
les causes génétiques de myopathies encore non caractérisées moléculairement.
grâce au séquençage d’exome d’une famille samaritaine avec une myopathie
congénitale d’apparente ségrégation dominante, nous avons identifié une mutation
homozygote du récepteur à la ryanodine (ryr1) comme la cause de cette maladie
(bohm et al., 2012b). La pseudo-dominance était due à la grande consanguinité de
cette population. Comme il s’agit de la seule myopathie congénitale sévère qui
s’améliore au cours du temps jusqu’à un stade bénin chez l’adulte, ce travail
contribuera peut-être à identifier des stratégies thérapeutiques pour d’autres patients
atteints de myopathies sévères avec mutation ryr1.

Fonctions cellulaires impliquées dans les myopathies centronucléaires

La dynamine 2 est non seulement mutée dans la forme dominante de Cnm mais
aussi dans une forme dominante de neuropathie périphérique de Charcot-marie-
tooth (Cmt). des mutations différentes dans le même gène causent donc deux
maladies touchant des tissus différents. afin de mieux comprendre si l’altération de
différentes fonctions de la dynamine est à la base de cette différence phénotypique,
nous avons comparé des mutations Cnm et Cmt dans différents tests cellulaires.
Contrairement aux mutations Cmt, les mutations Cnm induisent une perte
d’association avec les microtubules. par contre, les mutations Cmt semblent avoir
un impact sur l’organisation des vésicules d’endocytose. mais la majorité des
fonctions de la dynamine ne sont pas affectées, ce qui suggère que ces phénotypes
pathologiques sont dus à des défauts n’affectant que quelques fonctions précises de
la dynamine (koutsopoulos et al., 2011).

Modèles animaux des myopathies centronucléaires et approches thérapeutiques

nous caractérisons des modèles murins de myopathies centronucléaires. nous
avions précédemment montré dans une souris mtm1-ko et chez des patients avec
différentes formes de Cnm que la structure membranaire des triades était affectée.
Les triades sont formées par la connexion entre le réticulum sarcoplasmique et le
tubule t et participent à la régulation calcique. nous avons plus récemment montré
que la phosphatase à phosphoinositides Jumpy/mtr14, qui possède la même
spécificité de substrat que la myotubularine mtm1, est elle aussi importante pour
la structure des triades, ce qui incite à penser que les phosphoinositides régulés par
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mtm1 et mtmr14 sont importants pour le positionnement et le remodelage des
triades (hnia et al., 2012).

La caractérisation de modèles murins bin1 et dnm2 est en cours et des résultats
préliminaires suggèrent que l’amphiphysine et la dynamine sont essentielles à la
maturation terminale du muscle squelettique chez la souris.

L’injection de virus aav (adeno-associated virus) exprimant la myotubularine
permet d’améliorer le phénotype des souris mtm1-ko, qui présentent une
histologie très similaire à celle des patients. de façon inattendue, un mutant de
mtm1 sans activité phosphatase permet une amélioration de la majorité des signes
de la maladie y compris de la force musculaire, sans régulariser le niveau de
phosphorylation des phosphoinositides (amoasii et al., 2012). Cela suggère que
plusieurs fonctions musculaires de la myotubularine ne sont pas dépendantes de son
activité enzymatique. Ceci peut avoir un impact sur les stratégies thérapeutiques
visant à régulariser le niveau des phosphoinositides et, de façon plus générale, incite
à la prudence quand l’analyse de mutant ko est utilisée pour tirer des conclusions
sur le rôle de l’activité de certaines enzymes.

4) étude des bases moléculaires de syndromes à ARN toxiques :
dystrophies myotoniques et syndrome de tremblement et ataxie
associé à l’X fragile

(nicolas Charlet-berguerand)

notre équipe étudie des maladies causées par l’accumulation d’arn mutés qui
séquestrent des protéines spécifiques. nous nous intéressons plus particulièrement
à deux maladies, les dystrophies myotoniques (dm) et le syndrome de tremblement
et ataxie associé à l’x fragile (fxtas).

1) Les dystrophies myotoniques (dm) sont les formes adultes les plus communes
de dystrophies musculaires. Ces maladies génétiques sont causées soit par des
expansions de répétitions des nucléotides Ctg dans la partie 3’utr du gène dmpk
(cause de la dystrophie myotonique de type 1, dm1), soit par l’expansion de répétitions
des nucléotides CCtg dans le premier intron du gène znf9 (donnant lieu à la
dystrophie myotonique de type 2, dm2). dans ces deux cas, les répétitions Ctg ou
CCtg sont transcrites et s’accumulent sous forme d’arn mutés contenant de longues
répétitions des nucléotides Cug (dm1) ou CCug (dm2). il est maintenant clairement
établi que ces arn sont pathogéniques par un mécanisme de titration d’une protéine
liant les arn de type Cug et CCug, la protéine muscleblind (mbnL1). en effet,
l’invalidation du gène Mbnl1 chez la souris reproduit les symptômes des dystrophies
myotoniques. nous avons montré antérieurement que mbnL1 est un facteur d’épissage
et que sa séquestration chez les patients atteints de dystrophie myotonique conduisait
à des altérations de l’épissage alternatif d’arn pré-messager spécifiques (ho et al.,
2004). ainsi, l’altération de la régulation de l’épissage du canal chlore musculaire CLCn1
chez les patients dm conduit à une myotonie, expliquant ainsi l’un des symptômes
cardinaux de ces maladies (Charlet et al., 2002).

suite à ces travaux, notre principal objectif était d’identifier les mécanismes
moléculaires à l’origine des autres symptômes observés chez les patients atteints de
dystrophie myotonique. nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux
altérations d’épissage qui pourraient expliquer les symptômes de faiblesse musculaire
et d’arythmie cardiaque.
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en collaboration avec l’équipe du dr. Jocelyn Laporte (igbmC), nous avons mis
en évidence une altération spécifique de l’épissage des transcrits bin1 chez les
patients dm. nous avons montré que cet épissage est régulé directement par la
protéine mbnL1 et qu’il altère la fonction normale de la protéine bin1. enfin, des
souris reproduisant cette altération de l’épissage de bin1 développent une faiblesse
musculaire évoquant celle observée chez les patients dm. Ce travail nous a ainsi
permis d’identifier une cause moléculaire de la faiblesse musculaire chez les
patients dm (fugier et al., 2011).

dans un deuxième temps, nous avons identifié une altération spécifique de la
maturation du micro-arn mir-1 dans des échantillons de cœur de patients dm1.
nous avons alors montré que mbnL1, en plus d’un facteur d’épissage, est aussi un
facteur impliqué dans la maturation des pré-microarn. Cette altération de mir-1
pourrait expliquer en partie les troubles de la conduction cardiaque observée chez
les patients atteints de dystrophie myotonique (rau et al., 2011).

nous poursuivons désormais ce travail sous deux axes :
(i) nous venons d’identifier une altération de l’épissage alternatif du canal

sodium cardiaque (sCn5a). il s’agit d’une cible prometteuse car des mutations de
ce gène sont responsables du syndrome de brugada, caractérisé par des arythmies
cardiaques fatales. il est à noter que l’incidence du syndrome de brugada est
200 fois supérieure chez les patients dm que dans la population normale. nous
souhaitons étudier les causes et conséquences de cette altération de sCn5a.

(ii) nous avons identifié de nouvelles protéines se liant spécifiquement aux
répétitions CCug (cause de dm2) et non aux répétitions arn Cug (cause de
dm1). il est important de noter que, pour des raisons encore inexpliquées, les
patients dm2 présentent un tableau clinique moins sévère que les patients dm1.
L’identification de protéines spécifiques des CCug et des patients dm2 pourrait
donc expliquer cette différence de sévérité des symptômes.

2) Le syndrome fxtas est une maladie neuro-dégénérative de survenue tardive
qui touche les parents ou grands-parents (surtout masculins) d’enfants atteints du
syndrome de retard mental avec x fragile. Cette maladie génétique est due à
l’accumulation d’un arn messager du gène fmr1 contenant entre 50 et
200 répétitions Cgg (correspondant à la prémutation du gène, par rapport à la
mutation complète causale du retard mental) qui séquestrent des protéines encore
mal identifiées. nous avons montré précédemment que les agrégats d’arn
contenant ces répétitions Cgg séquestraient le facteur d’épissage sam68 et
conduisaient à des altérations spécifiques de l’épissage chez les patients atteints de
fxtas (sellier et al., 2010).

nous avons complété cette étude, et nous montrons que les répétitions Cgg sont
toxiques par séquestration des protéines drosha et dgCr8. Ces protéines sont
indispensables à la maturation des micro-arns et leur séquestration pourrait jouer
un rôle important dans la neuro-dégénérescence observée chez les patients fxtas
(sellier et al., 2013).

nos principaux projets portent sur la clarification des mécanismes moléculaires de
fxtas (collaboration avec peter todd, états-unis), sur l’établissement de nouveaux
modèles cellulaires pour fxtas avec le développement de cellules ips différenciées
en neurones en collaboration avec les équipes de stéphane viville (igbmC) et de
Cécile martinat (i-stem, paris), sur de nouveaux modèle murins des dystrophies
myotoniques basés sur des virus aav exprimant des répétitions Cug ou CCug
(collaboration avec denis furling, institut de myologie, paris) et enfin sur la recherche
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de molécules pouvant atténuer l’effet toxique des répétitions Cug ou Cgg
(collaboration avec denis furling et matthew disney, scripps institute, états-unis).

5) Pathophysiologie des ataxies récessives liées
à une dysfonction mitochondriale

(équipe dirigée par hélène puccio, dr2 inserm)

notre équipe s’intéresse aux mécanismes physiopathologiques d’ataxies récessives
liées à un déficit mitochondrial ainsi qu’à la fonction normale des protéines
déficientes. nous combinons des approches in vivo par la construction et l’étude de
modèles murins et de modèles cellulaires, avec des approches biochimiques in vitro,
pour développer à terme des approches thérapeutiques. par l’étude de ces ataxies
héréditaires, nous nous intéressons plus particulièrement à deux voies mitochondriales
essentielles, la biogénèse des noyaux fe-s et la biogénèse du coenzyme q10.

Développement d’une approche de thérapie génique pour l’ataxie de Friedreich

L’ataxie de friedreich (af), la plus fréquente des ataxies héréditaires, est
caractérisée par une dégénérescence spinocérébelleuse et une cardiomyopathie
hypertrophique. elle est due à la diminution quantitative d’une protéine
mitochondriale, la frataxine. nous avons créé des modèles souris de l’af par
inactivation conditionnelle spatio-temporelle du gène de la frataxine, qui reproduisent
l’essentiel des caractéristiques physiopathologiques et biochimiques de la pathologie
humaine. nous avons développé une approche de thérapie génique en injectant un
virus aav exprimant la frataxine dans le modèle murin développant la pathologie
cardiaque. nos résultats montrent que l’expression de la frataxine permet non
seulement de prévenir le développement d’une cardiomyopathie hypertrophique,
mais permet aussi de corriger et de reverser le phénotype cardiaque et biochimique
après injection post-symptomatique (belbellaa b. et perdomini m., en préparation).
des études de dose-réponse dans le modèle cardiaque ainsi que le potentiel d’une
approche similaire sur un modèle neurologique sont en cours d’évaluation.

Modélisation de l’ataxie de Friedreich par le développement de cellules
souches pluripotentes induites portant des expansions (GAA)n pathogéniques

nous avons développé de nouveaux modèles cellulaires pour l’af par l’approche
des cellules souches pluripotentes induites (ips). Cette stratégie est particulièrement
intéressante dans le cas de l’af car la mutation est une expansion de répétitions
(gaa)n qui montre une forte instabilité génétique, très difficile à modéliser dans
la souris. Les ips ont été différenciées en neurones et en cardiomyocytes, les deux
types cellulaires atteints dans l’af. Les neurones et les cardiomyocytes dérivés des
ips af développent des anomalies mitochondriales caractéristiques de l’af (hick
et al., soumis). Ces modèles seront des outils précieux pour étudier les conséquences
du déficit en frataxine ainsi que les mécanismes de l’inactivation génique due à
l’expansion (gaa)n. L’expansion (gaa)n dans les ips montre une grande
instabilité, nous permettant d’explorer les mécanismes impliqués.



génétique humaine 255

ARCA2 : une ataxie cérébelleuse liée à un déficit en coenzyme Q10

une nouvelle forme d’ataxie récessive associée à un déficit en coenzyme q10
(Coq10), arCa2 (Autosomal recessive cerebellar ataxie type 2), a récemment été
identifiée par l’équipe de m. koenig. Les patients présentent une ataxie cérébelleuse
modérée débutant avant l’adolescence et une atrophie cérébelleuse. par ailleurs,
certains patients montrent une intolérance à l’exercice, des troubles cognitifs et la
présence de crises épileptiques. des mutations dans le gène codant pour adCk3
sont à la base de cette maladie. adCk3 est une kinase mitochondriale atypique
probablement impliquée dans la régulation de la synthèse du coenzyme q10, un
lipide essentiel au transport d’électrons dans la chaîne respiratoire mitochondriale.
afin d’étudier le rôle de ce gène in vivo et de créer un modèle pour cette maladie,
nous avons généré un modèle murin par recombinaison homologue. Ces souris
développent une ataxie cérébelleuse progressive due à une dégénérescence spécifique
des cellules de purkinje du cervelet. par ailleurs, alors que seules certaines souris
développent une forme d’intolérance musculaire, toutes les souris montrent des
anomalies mitochondriales et un déficit en coenzyme q dans le muscle. Les
mécanismes physiopathologiques et les voies cellulaires impliquées dans les
pathologies cérébelleuse et musculaire sont en cours d’analyse.

6) Génétique moléculaire des ataxies récessives

(équipe m. koenig)

nous avons initié la recherche de nouveaux gènes d’ataxie par séquençage haut
débit de l’exome de patients issus de famille consanguine avec plusieurs enfants
atteints. nous avons identifié une variation faux-sens d’un acide aminé hautement
conservé dans la famille avec ataxie + épilepsie que nous avions précédemment
décrite (gribaa et al., 2007). La mutation touche le gène WWOX, contenant un
domaine ww et un domaine oxydo-réductase, et connu pour être un suppresseur
de tumeur. Cependant, une mutation spontanée du domaine oxydase a été rapportée
chez les rats lde (lethal dwarfism and epilepsy). Ces rats présentent également dans
95 % des cas une ataxie et représentent donc un modèle très similaire à la maladie
affectant nos patients, bien qu’il soit plus sévère. nous collaborons avec le pr
m. aldaz (texas), pour l’analyse fonctionnelle de la mutation et l’analyse de
modèles de ko conditionnels du gène WWOX de la souris.

depuis l’identification du gène de l’ataxie par déficit en coenzyme q10 (arCa2,
gène ADCK3, Lagier-tourenne et al., 2008), nous avons identifié neuf nouveaux
malades atteints de cette affection rare. L’étude du spectre clinique de ces patients
montre qu’il s’agit d’une affection homogène, très lentement progressive, et
associant une ataxie cérébelleuse pure à un retard mental léger à modéré et parfois
à une épilepsie. surtout, l’étude montre que la supplémentation en coenzyme q10,
bien que non curative, est bénéfique pour les patients et fait d’arCa2 l’une des
rares ataxies traitables (manuscrit en préparation).

fort de notre contribution majeure à l’explosion des connaissances dans le domaine
des ataxies récessives, nous avons publié un article de revue faisant le point sur le
diagnostic clinique et différentiel de ces affections complexes et sur les mécanismes
physiopathologiques en cause. L’identification d’un nombre croissant de gènes
mutés montre que pratiquement n’importe quelle voie métabolique peut être altérée
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de façon causale dans les ataxies récessives (altérations de la mitochondrie, du
peroxysome, du lysosome, des endosomes, du cytosquelette, des canaux ioniques, du
métabolisme des lipides, de la transcription et de la réparation de l’adn). Le point
commun semble bien plus être le fait que ces voies métaboliques sont affectées de
façon marginale, de manière à n’altérer que partiellement le fonctionnement
du système nerveux central, dont les neurones sensitifs, spinocérébelleux et
cérébelleux semblent être les plus sensibles (anheim et al., 2012).

7) Maladies à expansion de polyglutamine

(yvon trottier, avec f. klein)

L’équipe étudie la physiopathologie de la maladie de huntington (mh) et de
l’ataxie spinocérébelleuse de type 7 (sCa7). Ces 2 maladies neurodégénératives à
transmission dominante sont causées par des expansions de polyglutamine (polyq),
qui confèrent des propriétés toxiques aux protéines correspondant à chaque maladie.
La toxicité des protéines mutées augmente avec la taille de la polyq, et perturbe
graduellement les mécanismes essentiels à la fonction et la survie des neurones,
avec une spécificité d’atteinte neuronale qui diffère selon la maladie.

Relations entre la structure, la taille et la toxicité des polyQ

Le modèle proposé pour expliquer la toxicité des polyq suggère que l’expansion
adopte une « conformation pathogénique » stable, qui promeut, d’une part,
l’agrégation des protéines mutées, et d’autre part, des interactions aberrantes avec
des partenaires protéiques naturels. La confirmation de l’existence de cette
conformation est un enjeu important, car cette conformation pourrait représenter
une cible thérapeutique de choix.

Cependant, au cours des dernières années, plusieurs études, incluant les nôtres,
remettent en question l’hypothèse d’une conformation pathogénique. en effet, nous
avons montré que les courtes et longues polyq ont des propriétés structurales et
physiques comparables in vitro (klein et al., 2007). plus récemment, nous avons
montré que l’expansion de polyq en soi ne modifie pas les interactions de la
huntingtine (la protéine impliquée dans la mh) avec ses partenaires ; c’est
l’agrégation de la huntingtine mutée qui affecte fortement la localisation et la
solubilité des partenaires (davranche et al., 2011).

nous avons obtenu d’autres données structurales en défaveur de l’hypothèse
conformationnelle. en effet, nous avons déterminé la structure cristalline de
l’anticorps anti-polyglutamine 1C2 et comparé celle-ci à la structure d’un autre anti-
polyq, le mw1. nous montrons que les structures des deux anticorps sont très
similaires (klein et al., en préparation). Ces résultats s’ajoutent donc à d’autres
propriétés communes aux deux anticorps, notamment la capacité de reconnaître
préférentiellement les expansions de polyq en effectuant des liaisons bivalentes. de
plus, en se basant sur les données structurales du mw1 en interaction avec la
polyq, nous pouvons conclure que le 1C2 reconnaît un épitope polyglutaminé
allongé non structuré.

actuellement, l’hypothèse conformationnelle repose essentiellement sur les
propriétés d’un autre anticorps anti-polyq, le 3b5h10. en effet, l’équipe de
s. finkbeiner a publié plusieurs études corrélant le degré de toxicité des expansions
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et leur détection par le 3b5h10, suggérant que cet anticorps diffère du 1C2 et mw1
et reconnaît une conformation toxique. en utilisant les données structurales du
3b5h10 récemment publiées, nous avons comparé les 3 anticorps. de façon
étonnante, les 3 anticorps ont des structures ainsi que des séquences primaires
exceptionnellement similaires. À la lumière de cette similitude, il est difficile de
comprendre comment le 3b5h10 pourrait reconnaître un épitope conformationnel.
nos premières études biochimiques avec le 3b5h10 montrent qu’il détecte les
courtes et les longues polyq de façon comparable, confirmant qu’il ne reconnaît
pas d’épitope conformationnel.

dans l’ensemble, nos études et celles d’autres équipes infirment l’hypothèse
conformationnelle, suggérant que la toxicité des expansions de polyq repose sur
d’autres facteurs, et probablement en premier lieu les propriétés d’agrégation corrélées
avec la longueur de polyq.

Criblage à haut débit de modulateurs d’agrégation

nous avons récemment développé une nouvelle technologie nommée synaggreg,
qui permet de cribler à haut débit de façon automatisée des modulateurs d’agrégation
de polyq (klein et al., manuscrit en préparation). Cette technologie devrait être plus
sensible que celles précédemment utilisées pour identifier des modulateurs d’agrégation
à partir de criblage de banques de composés chimiques. de plus, synaggreg va nous
permettre d’étudier des combinaisons de modulateurs d’agrégation pour identifier
celles qui agissent de façon synergique pour prévenir la formation d’agrégats toxiques
ou stimuler la formation d’agrégats non-toxiques. en effet, nous comptons développer
une nouvelle approche thérapeutique pour la mh en utilisant ces combinaisons
synergiques à faibles doses pour obtenir de meilleurs effets bénéfiques sur la
pathologie tout en prévenant les effets toxiques secondaires des molécules.

SynAggreg pourrait aussi représenter un outil de choix pour tester des combinaisons
de molécules préalablement identifiées contre les amyloïdes impliqués dans d’autres
protéinopathies comme la maladie d’alzheimer, la maladie de parkinson, la sclérose
latérale amyotrophique, etc. dans le but de valoriser synaggreg, nous avons obtenu
un soutien d’un fond d’investissement associé à l’université de strasbourg, et avons
établi un partenariat avec une compagnie de biotechnologie suisse.

Évidence de réponse neurogénique dans la rétinopathie SCA7 chez la souris

nous étudions un modèle souris qui récapitule la rétinopathie affectant les patients
sCa7. La rétinopathie de la souris se caractérise par deux types de mort neuronale :
une mort par apoptose précoce, qui s’atténue avec le temps, et une mort « sombre »
dont le mécanisme est inconnu, qui devient plus abondante avec l’évolution de la
pathologie. Curieusement, nous avons noté que la mort par apoptose précoce ne
mène pas à une diminution significative du nombre de photorécepteurs. nous
montrons maintenant que la perte de photorécepteurs par apoptose est compensée
par la production de nouveaux neurones. Ces nouveaux photorécepteurs naissent
par la conversion de cellules gliales de müller en cellules neuronales. Ce phénomène
est bien connu chez les vertébrés inférieurs comme le poisson, mais il n’a jamais
été décrit chez les mammifères lors de pathologie de la rétine (karam et al.,
manuscrit en préparation).
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conférences et congrès

symposium for the retirement of pr. J.p. frijns (university of Leuven), 17 sept. 2011 :
« fragile x syndrome: an overview of the last 30 years, from families to gene and mutations
and to the latest therapeutic trials » (conférencier).

Journées parisiennes de pédiatrie, paris les 7 et 8 octobre 2011, « retard mental et analyse
du genome à très haut débit » (conférencier).

rare 2011, rencontres eurobiomed des maladies rares (montpellier) du 2 au 4 novembre
2011 : « La révolution génomique du diagnostic des maladies rares », (conférencier).

Conférence débat de l’académie des sciences « La génomique », paris, 8 novembre 2011
(intervenant).



génétique humaine 261

fédération de médecine translationnelle de strasbourg (fmts), 1er séminaire « médecine
translationnelle : des modèles animaux à l’homme », strasbourg le 30 novembre 2011 :
« L’homme comme organisme modèle en génétique » (conférencier).

Journées d’actualités physiopathologiques de strasbourg (Japs), strasbourg 1 et 2 décembre
2011, session « génétique » (organisateur et modérateur) ; « best of 2011 en génétique »
(conférencier).

assises de génétique (marseille), 2 au 4 février 2012, « impact de la variabilité du génome
en pathologie » « conférencier, séance plénière).

Colloque « 20 years of unstable repeat expansion diseases: from mechanisms to treatment,
where are we now? », (igbmC, illkirch), 9 juin 2012 (organisateur et intervenant).

The 7th international conference on ‘Unstable microsatellites and human disease’ (mont-
saint odile, france), 9 au 14 juin 2012 (Coorganisateur, avec les prof. C. pearson, u. of
toronto, L. ranum, u. of florida, états-unis et dr. k. merienne, igbmC).

afpa (association française de pédiatrie ambulatoire), 20e congrès national of eCpCp,
« La pédiatrie : hier, aujourd’hui, demain, ici et ailleurs » (strasbourg) 22-24 juin 2012, « La
génétique hier, aujourd’hui, demain » (conférence inaugurale).

1st symposium of the french national infrastructure phenomin. The Mouse model for basic
and biomedical research (for the 10th anniversary of the Mouse Clinical Institute) (iCs,
igbmC, illkirch), 28 et 29 juin 2012 (membre du comité d’organisation).

Conférences et activités grand public

2nd forum européen de bioéthique (febs) : « procréation : la famille en chantier », à
strasbourg du 30 janvier au 4 février 2012. Le forum européen de bioéthique a pour vocation
de rendre accessible à tous les questions de bioéthique. Jean-Louis mandel est président et
cofondateur du febs avec le pr. israel nisand. Cette 2e édition avait inscrit à son programme
22 débats sur ce thème avec plus de 130 intervenants, et une vingtaine d’autres manifestations,
(forum jeune avec des lycéens, 3 projections de films suivis de débat, etc.) rassemblant un
total de 9 000 auditeurs.

participation à des projets européens

L’équipe d’hélène puccio fait partie d’un consortium européen, efaCts (the
european friedreich ataxia Consortium for translational studies) financé par le
7e programme cadre (fp7) de la Commission européenne. Ce consortium implique
14 partenaires européens et un partenaire industriel aux états-unis (2010-2014).
Les projets d’hélène puccio sont par ailleurs financés par un erC starting grant
obtenu en 2007. dans le cadre des programmes européens era-net for research
programmes on rare diseases, michel koenig est coordonnateur du projet euro
sCar « nosology and molecular diagnosis of the degenerative recessive ataxias »
et Jocelyn Laporte participe avec 2 autres équipes au projet mtmpathies2 « mtm1
and mtmr2 myotubularins: biochemical activity and the regulation of membrane
trafficking in health and disease » ainsi qu’au consortium européen « sarCosi :
sarcomeric signals in muscle remodelling » (training network FP7-PEOPLE) avec
14 autres équipes. nicolas Charlet est lauréat du prestigieux erC Starting grant
2012, pour son projet sur les maladies à gain de fonction d’arn.

J.L. mandel participe au projet fp7 gencodys (genetic and epigenetic networks
in cognitive dysfunction), 2010-2015, qui réunit 11 partenaires européens.




