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Bases moléculaires des maladies
héréditaires rénales : la néphro-
nophtise et les hypoplasies rénales

Le projet de recherche du groupe a pour but de définir la physiopathologie de la néphronophtise. De
plus, I'équipe a récemment débuté un nouveau projet sur '’hypodysplasie rénale, une autre cause ma-
jeure d'insuffisance rénale de I'enfant.

La néphronophtise (NPH) est une néphropathie autosomique récessive caractérisée par une fibrose
interstitielle et la formation de kystes. C'est la cause génétique la plus fréquente d'insuffisance rénale
chez I'enfant. La NPH est associée a des anomalies extra-rénales, telles qu’une dystrophie rétinienne
(syndrome de Senior-Loken) et une hypoplasie du vermis cérébelleux (syndrome de Joubert). Au
cours des dix derniéres années, cette équipe a identifié quatre des genes responsables de la NPH et
des atteintes associées (NPHP1, NPHP4, RPGRIP1L et NPHP11]. Le produit de ces génes, les néphro-
cystines, sont des protéines cytosoliques co-localisées au niveau des jonctions cellulaires et du cil
primaire dans les cellules épithéliales rénales. Le cil primaire est un organelle sensoriel constitué de
microtubules a la surface apicale de la membrane des cellules tubulaires rénales ou il fonctionnerait
tel un mécanosenseur du flux régulant ainsi le cycle cellulaire et la polarité épithéliale. Les travaux
récents basés sur les caractéristiques des cellules tubulaires invalidées pour les genes NPHP par
interférence a ’ARN, ont montré le réle critique des néphrocystines dans la morphogenese épithéliale
et la formation du cil.

L’équipe de Sophie Saunier caractérisera le role des néphrocystines dans la polarité apico-basale,
planaire et la fonction ciliaire et les voies de signalisation impliquées lors de différents processus cellu-
laires et notamment lors de la tubulogenése en culture tridimensionnelle. Les membres de I'équipe ana-
lyseront également Iimpact de 'absence des néphrocystines sur différents organes (rein, yeux) par
Putilisation de modeles animaux (souris mutantes NPHP4-/-, lignées de poisson zébre traitées par mor-
pholinos contre les néphrocystines) et d'une grande collection de tissus de patients. Enfin, ils
exploiteront leurs modeles in vitro afin de cribler des composés chimiques capables de restaurer la fonc-
tion des néphrocystines afin d'identifier de nouveaux agents thérapeutiques pour traiter les malades.

En paralléle, ce groupe poursuit des études génétiques, d'une part pour identifier de nouveaux génes
responsables de NPH et d’autre part pour identifier des génes impliqués dans I'hypodysplasie rénale
(HDR), pathologie résultant d'un défaut survenant lors des premiers stades de la différenciation rénale.
Différentes approches sont utilisées : études familiales ; étude de I'effet épistatique de variants dans les
genes NPHP connus ou dans d’'autres genes ciliaires, qui pourraient expliquer la variabilité du phénoty-
pe et les atteintes extra-rénales variables associées a la NPH; recherche de variations du nombre de
copies des genes au niveau germinal et/ou somatique par quantification sur puces ainsi que de variants

au niveau des 3'UTR de genes impliqués dans la différenciation rénale dans le cas des HDR.

Ciliary defect (A) and disorganized multi-lumen structures in 3D type-| collagen matrix (B) in NPHP1 (N1-KD)
and NPHP4 (N4-KD) knockdown MDCK cells compared to control. From Delous et al., Hum. Mol. Genet., 2009.
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Equipe Avenir : miRNAs
dans le développement
et la fonction rénale

Le but des travaux de recherche, menés par cette équipe, est de définir le réle de la régulation des
génes par les microARNs dans le rein, et en particulier dans le glomérule et les podocytes.

Les microARNs (miARNs) forment un groupe abondant de courts ARNs régulateurs qui agissent com-
me des répresseurs post-transcriptionnels en se fixant sur les régions 3'UTR d’ARNm cibles, ce qui
entraine I'inhibition de leur traduction ou leur dégradation.

Pour étudier la fonction des miARNs dans le rein, I'équipe de Scott Harvey a supprimé leur biogenése
chez la souris par un KO conditionnel de dicer, une enzyme essentielle a la maturation des miARNs.
Une inactivation dans les cellules précurseurs du rein engendre une |étalité périnatale et une sévere
hypoplasie rénale. Les souris avec une inactivation spécifique de dicer dans les podocytes dévelop-
pent une protéinurie plusieurs semaines apres la naissance et progressent rapidement vers l'insuffi-
sance rénale terminale. La pathologie podocytaire est caractérisée par I'effacement, la vacuolisation
et 'hypertrophie. Les cellules subissent une dédifférenciation qui s'illustre par une désorganisation du
cytosquelette. Les podocytes mutés sont incapables de synthétiser des miARNs matures ce qui est
mis en évidence par la perte de miR-30, un miARN enrichi dans le rein. Par contre, I'expression des
miARNSs des cellules glomérulaires endothéliales (miR-126) et mésangiales (miR-145) nest pas modi-
fiée. Ainsi, les miARNs sont essentiels pour orchestrer le développement rénal, et sont nécessaires
pour le maintien du phénotype podocytaire et lintégrité fonctionnelle de la barriere de filtration glo-
mérulaire.

La recherche de cette équipe s’attache maintenant a définir, en termes mécanistiques, les modifica-
tions qui participent a la maladie rénale chez les souris avec une inactivation spécifique de dicer dans
les podocytes. Les profils transcriptionnels et protéomiques vont servir a caractériser I'expression des
génes dans les glomérules mutants. La « signature » spécifique des miARNs du rein normal et patho-
logique est en cours de caractérisation au niveau des cellules et de 'organe a I'aide de puces d’expres-
sion et d’hybridation in situ. Au final, cette équipe veut attribuer des roles biologiques a des miARNs
spécifiques dans le rein par des études de gain et perte de fonction in vitro et in vivo en générant des
souris invalidées pour ces miARNs.

Dans un projet collaboratif, 'équipe de Scott Harvey cherche a établir les liens fonctionnels entre les
miARNs et WT1, un facteur de transcription clé du podocyte. Nous évaluons I'impact des miARNs sur la
régulation de I'expression de WT1, et nous testons si une isoforme spécifique de WT1 est impliquée

dans la biogenese des miARNs et régule leur activité grace a sa capacité de liaison a 'ARN.

MIRNAS ARE CRITICAL FOR NORMAL GLOMERULAR FUNCTION. In situ hybridization on normal mouse kidneys

demonstrating podocyte expression of miR-30a (left), and mesangial expression of miR-145 (center). In po-
docyte-specific dicer knockout mice, functional ablation of miRNAs causes proteinuria and rapidly progres-

sive glomerulonephritis. At early time-points, mutant glomeruli display segmental staining for podocin (red)

and some podocytes show aberrant expression of the mesangial marker desmin (green), indicative of podo-

cyte injury (right).
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Génétique humaine
des maladies infectieuses :
prédisposition complexe

La réponse a un agent infectieux chez ’lhomme, notamment le développement de la maladie clinique,
dépend en grande partie du patrimoine génétique de l'individu infecté. Le projet de cette équipe vise
a identifier les principaux variants génétiques impliqués dans le contréle des maladies infectieuses
communes dues aux mycobactéries et a certains virus oncogénes. Au cours de ces derniéres années,
les principaux résultats ont été les suivants : 1) identification de variants de susceptibilité a la Iepre
dans les génes PARK2/PACRG et LTA identifiant ainsi de nouveaux circuits de réponse immunitaire au
bacille de la lepre, 2] localisation du premier locus majeur prédisposant a la tuberculose pulmonaire,
et de deux autres loci contrélant Iinfection par Mycobacterium tuberculosis, 3) dissection des modes
de transmission intrafamiliale du virus herpés 8 (HHV-8) avec la détection d'un géne majeur prédis-
posant a l'infection par ce virus chez les enfants, 4) démonstration que I'infection actuelle par le virus
de I'hépatite C (VHC) a une forte composante familiale expliquée a la fois par des modes de trans-
mission intrafamiliale et par une prédisposition génétique, 5) localisation de deux loci prédisposant
a l'infection par le virus HTLV-1 dans I'enfance. Cette équipe va poursuivre et étendre ses travaux sur
la Iepre et la tuberculose (TB) en abordant I'étude de nouveaux phénotypes (phénotypes quantifiant
linfection dans la TB, réactions de réversion dans la lepre}, et en recueillant de nouveaux échantillons.
Elle va débuter un projet recherchant les bases génétiques de l'ulcére de Buruli, la troisieme maladie
mycobactérienne commune. Elle continuera ses études sur les infections par les virus HTLV-1, HHV-8
et VHC avec l'identification des loci précédemment détectés par analyse de liaison, ainsi que le début
d’études portant sur les phénotypes cliniques liés a ces infections virales. Avec I'équipe de génétique
immunologique de Jean-Laurent Casanova, I'équipe de Laurent Abel abordera la question du contréle
génétique de certaines maladies infectieuses a la fois sous I'angle de la prédisposition mendélienne
a certains phénotypes rares (par exemple TB disséminée ou sarcome de Kaposi) et sous celui de la
prédisposition complexe & des phénotypes plus fréquents (TB pulmonaire ou infection par le HHV-8).
Tirant profit des avancées considérables dans les technologies de génotypage a trés haut débit, cette
équipe réalisera également des études d’association génome entier dans plusieurs maladies infec-
tieuses (TB, I&pre et phénotypes liés a I'infection par le VHC). Tous ces projets sont menés dans le ca-
dre de trés larges études de terrain, et impliquent de nombreuses collaborations. Lidentification de ces
principaux variants génétiques apportera des éléments essentiels pour comprendre les mécanismes
pathogéniques impliqués dans la réponse aux agents infectieux, et aura des implications considéra-

bles pour le développement de nouvelles stratégies de contréle des maladies infectieuses.
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Génétique humaine
des maladies infectieuses :
prédisposition mendélienne

La réponse a un agent infectieux chez ’homme, notamment le développement de la maladie clinique,
dépend en grande partie du patrimoine génétique de l'individu infecté. Cette équipe formule I'hypo-
these que des infections graves survenant chez des enfants par ailleurs bien portants surviennent du
fait d’'un déterminisme immunologique gouverné par une prédisposition monogénique (mendélienne).
Au cours des derniéres années, cette équipe a apporté une preuve de principe, en identifiant les pre-
miéres bases génétiques moléculaires de trois maladies infectieuses pédiatriques. Les formes sévé-
res de tuberculose de I'enfant et les infections causées par les mycobactéries peu virulentes (comme
le BCG) peuvent étre en rapport avec des anomalies du circuit IL-12-IFN-gamma (mutations des génes
IFNGR1, IFNGR2, STAT1, IL12B, IL12RB1 et NEMO). Les infections pneumococciques invasives, isolées
ou dans le cadre d’une dysplasie ectodermale anhidrotique, peuvent étre favorisées par des déficits de
la voie de signalisation TIR-NF-kB (mutations des génes NEMO, IKBA, IRAK4, et MYD88). Enfin, les
encéphalites herpétiques peuvent résulter de défauts de la voie de signalisation TLR3-IFN-alpha/beta
(mutations des génes UNCI3B1 et TLR3). Léquipe de Jean-Laurent Casanova poursuit ces travaux a la
fois par des criblages de génes candidats et par des criblages du génome. Elle élargit également ses
champs d'investigation a d’autres maladies infectieuses pédiatriques, comme la candidose cutanéo-
muqueuse, le sarcome de Kaposi, 'hépatite virale fulminante, la grippe maligne et d’autres viroses
graves. Au plan clinique, ses travaux offrent a ces familles un diagnostic moléculaire et un conseil
génétique, et ouvrent de nouvelles voies thérapeutiques fondées sur la restauration d'une réponse
immunitaire défaillante. Au plan immunologique, ses travaux révelent que certaines voies de signalisa-
tion sont nécessaires a la défense de I'hdte vis-a-vis d'un petit nombre de pathogenes, parfois d'un
seul microbe.
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Dynamique du génome
dans le systeme immunitaire

Le systeme immunitaire est le siege d'importantes modifications du génome créées par des mécanis-
mes moléculaires qui participent a la maturation des lymphocytes : la recombinaison V(D}J, la commuta-
tion isotypique des immunoglobulines et la maturation des anticorps. A cette dynamique programmée du
génome s'ajoutent des altérations aléatoires de 'ADN pendant les phases de prolifération lymphocytaire
au cours des réponses immunes. Finalement, le « vieillissement » du systéme immunitaire est en partie
régulé parle contréle de la taille des télomeres. Cette équipe a identifié les causes moléculaires responsa-
bles de quatre des formes héréditaires du syndrome lymphohistiocytaire (perforine, Rab27a, Munc13-4
etMunc18-2), leur lieu d’action dans la cellule, et montré le role déterminant joué par une perturbation de
lafonction tueuse des lymphocytes dans I'apparition de ce syndrome. Des mécanismes efficaces de répa-
ration des lésions de 'ADN sont indispensables non seulement pour accompagner le développement des
cellules lymphoides Tet B mais également pourassurer ’lhoméostasie harmonieuse de ces cellules en pé-
riphérie. Les anomalies de ces voies de réparation de 'ADN sont responsables de divers déficits immunitai-
resde'enfant et participental’émergence d’hémopathies malignes. Ce groupe aidentifié deuxacteurs clés
(ArtemisetCernunnos)d'undes systémes majeurs deréparationdeslésionsde’ADN chezlesmammiféres;
a partir de 'analyse moléculaire d'enfants présentant des déficits immunitaires.
Les objectifs de recherche portent sur une meilleure compréhension des mécanismes de la réparation
de I'ADN et de la régulation des téloméres. Les projets de cette équipe s"appuient sur plusieurs approches
expérimentales :
* I'analyse de situations pathologiques humaines caractérisées par des défauts de la réparation de
I'ADN et de la régulation des télomeres ;
* le développement de modeles animaux (souris KO) pour étudier les différentes situations de dyna-
mique du génome au sein du systéme immunitaire ;
* le développement de cribles génétiques pour identifier de nouveaux facteurs de la réparation de 'ADN
et de la physiologie des télomeres.
Pour aborder ces projets, 'équipe de Jean-Pierre de Villartay adopte une stratégie double qui s'appuie sur
le recrutement privilégié de patients immunodéprimés a I'Hopital Necker-Enfants malades, et sur la créa-
tion de nouveaux modeles animaux d’invalidation génique. Ces modeles animaux sont indispensables
pour 'analyse du role des facteurs de la réparation de 'ADN dans certains aspects de la dynamique du
génome tels que la commutation de classe des immunoglobulines. lls ont en particulier permis d'identi-

fier un nouveau mécanisme de gestion des lésions de 'ADN.

DNA damages/modification during development
and maturation of the immune system

Picture illustrating an anaphase bridge caused by telomere-telomere fusions. These events are increased in cells
expressing the Apollo-D molecule that exerts a dominant negative effect on telomere protection.

Auteurs : Fabien Touzet, Patrick Revy
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Interactions lymphocytaires et matu-
rations terminales des lymphocytes B

La maturation des anticorps requiert chez 'homme deux événements majeurs : la commutation
isotypique des immunoglobulines (ou switch) est la possibilité pour un lymphocyte B de produire
non plus de I'lgM mais des anticorps variés (IgG, IgA et IgE) et les mutations somatiques permettent
la sélection des anticorps de haute affinité pour I'antigene. Lanalyse de patients atteints de défauts
héréditaires de la commutation isotypique a permis de montrer le role essentiel des molécules
Activation-Induced cytidine Deaminase (AID) et Uracil-N Glycosylase (UNG) dans la premiére étape
commune a la commutation isotypique et aux mutations somatiques : AID introduit dans 'ADN des
uraciles par déamination des cytidines. Cette lésion de 'ADN est ensuite reconnue et réparée par UNG : UNG
induit un site abasique puis une cassure simple brin de I’ADN ; une étape supplémentaire de cassures
double brin de 'ADN est cependant requise pour la commutation isotypique. Cependant la plupart
des défauts de commutation isotypique restent non encore élucidés sur le plan moléculaire et leur

caractérisation devrait permettre de répondre a trois principales questions.

1) COMMENT AID CIBLE-T-ELLE LES REGIONS DE SWITCH ?

Les mutations de la partie Cter de AID n'abolissant pas son activité de cytidine déaminase entrainent
cependant un défaut total de la commutation isotypique, sans anomalies des mutations somatiques.
Cette observation suggere une autre fonction pour AID, qui pourrait étre le recrutement d’un
cofacteur nécessaire a son ciblage sur les régions de switch. Certains patients atteints d'un défaut de
commutation isotypique non encore €élucidé présentent un phénotype trés semblable ; leur analyse

génétique, actuellement en cours, devrait aboutir a la définition de ce cofacteur.

2) COMMENT LES CASSURES DOUBLE BRIN DE ’ADN NECESSAIRES A LA COMMUTATION ISOTYPIQUE SONT-
ELLES GENEREES ?

L'enzyme PMS2, molécule du mismatch repair (MMR), est l'un des éléments responsables de la
génération des cassures double brin de 'ADN au cours de la commutation isotypique. Des résultats
préliminaires suggerent que PMS2 agit par son activité endonucléasique, une hypothése en cours
d’étude grace a l'utilisation de mutants artificiels dépourvus d’activité endonucléasique. D'autre part,
Iétude d’autres défauts d’enzymes du MMR (MSH2/MSHE) permet d’analyser le role respectif de ces

molécules dans la commutation isotypique et les mutations somatiques.

3) COMMENT LES CASSURES DOUBLE BRIN DE ’ADN NECESSAIRES A LA COMMUTATION ISOTYPIQUE SONT-
ELLES REPAREES ?

La réparation des cassures simple brin de 'ADN au cours des mutations somatiques fait appel aux
enzymes du MMR et a des polymérases infideles. La réparation des cassures double brin de '’ADN au
cours de la commutation isotypique est plus complexe : elle fait essentiellement appel aux molécules
du Non Homologous End Joining (NHEJ), mais une voie alternative (AEJ) est parfois utilisée. La
commutation isotypique présente un défaut tres probablement li¢ & un défaut de la réparation de
I'ADN, comme en témoignent I'apparition de lymphomes B et la radiosensibilité accrue des lignées
cellulaires des patients. Toutes les molécules connues pour agir dans la réparation de I’ADN au cours
de la commutation isotypique ayant été exclues, un nouveau facteur de la réparation de '’ADN pourrait

étre impliqué et la caractérisation moléculaire de ces patients devrait en permettre la définition.
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Homéostasie lymphocytaire :
réle des cellules tueuses

L’équilibre entre les différentes cellules de défense de I'organisme est maintenu grace a un contrdle
précis de leur production, de leur prolifération et de leur mort. La perturbation des mécanismes en jeu
peut avoir des conséquences pathologiques. Cest en particulier le cas dans le syndrome lymphohis-
tiocytaire, une maladie grave qui se manifeste par une réaction immunitaire incontrélée. Dans cette
maladie, les lymphocytes tueurs et les macrophages, dont la fonction est de détruire les cellules in-
fectées ou malignes, s'activent de fagon excessive et détruisent en les infiltrant les organes sains.
Les formes héréditaires se déclarent généralement avant I'age d’'un an, et sont fatales en I'absence
de traitement spécifique. Cette équipe a identifié les causes moléculaires responsables de quatre des
formes héréditaires du syndrome lymphohistiocytaire (perforine, Rab27a, Munc13-4 et Munc18-2),
leur lieu d’action dans la cellule, et montré le role déterminant joué par une perturbation de la fonction
tueuse des lymphocytes dans I'apparition de ce syndrome.
L’équipe de Geneviéve de Saint-Basile souhaite a présent mieux caractériser les autres effecteurs de la
fonction tueuse des lymphocytes, les événements moléculaires et cellulaires successifs qui conduisent
a l'apparition du syndrome lymphohistiocytaire, et tester de nouvelles approches thérapeutiques. Pour
cela, trois objectifs principaux seront développés :
* la recherche d’autres effecteurs de la fonction tueuse des lymphocytes qui pourraient interagir avec
ceux déja identifiés ;
* la recherche d'autres causes moléculaires responsables de forme héréditaires du syndrome lym-
phohistiocytaire ;
* l'utilisation de modele murins de ces pathologies, déja disponibles ou en cours d'établissement par
génie génétique, pour mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques et tester de nouvelles
approches thérapeutiques.
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Activation lymphocytaire
et susceptibilité au virus Epstein-Barr

Le syndrome lymphoprolifératif li¢ au chromosome X (XLP) est une maladie génétique rare qui touche
le systeme immunitaire. Cette maladie se caractérise principalement par une susceptibilité importan-
te a linfection par le virus Epstein-Barr (EBV) et I'apparition de lymphomes. Chez les individus sains,
le virus EBV est responsable d'une maladie inoffensive et le plus souvent asymptomatique, la mono-
nucléose infectieuse, qui est contrélée par une réponse immune normale. Chez les patients atteints
du syndrome XLP, I'infection par le virus EBV peut étre fatale et se traduit par une mononucléose infec-
tieuse sévere et persistante traduisant une réponse immune anormale et défectueuse. Deux causes
génétiques responsables du XLP ont été identifées jusqu’a ce jour. Néanmoins, il existe des patients
chez lesquels l'origine génétique de la maladie est pour le moment inconnue.

Les recherches de cette équipe ont pour but de comprendre et d'identifier les défauts cellulaires,
moléculaires et génétiques qui sont responsables d’'un syndrome lymphoprolifératif et plus particulie-

rement qui causent cette susceptibilité particuliere a I'infection par le virus EBV chez ces malades.
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Modéles pathologiques
de défauts de la tolérance au soi

Ce projet est centré sur 'étude de maladies génétiques du systéme immunitaire qui conduisent a une
destruction des cellules de l'organisme par ses propres défenses (autoimmunité). Le syndrome lympho-
prolifératif avec autoimmunité est une maladie associée a un déficit d'une protéine de la surface cellu-
laire (dénommée Fas) capable d’induire la mort programmée (apoptose) de la cellule et en particulier de
certains lymphocytes. Ce défaut se traduit par une prolifération non contrdlée de ces lymphocytes et par
I'apparition de manifestations autoimmunes comme la destruction des globules rouges et des plaquet-
tes. La variabilité d'expression de cette maladie suggere 'implication d’autres facteurs génétiques. Le but
principal de ce projet est de mieux comprendre les bases cellulaires de cette pathologie et d'identifier les
autres facteurs génétiques responsables.

Le syndrome d'immunodéficience polyendocrinopathie entéropathie lié a I’X (IPEX) est une maladie du
nouveau-né qui est la conséquence d'un défaut de lymphocytes T dits régulateurs. Leur absence ou mau-
vais fonctionnement conduit a une destruction du tube digestif ou des glandes endocrines (comme le
pancréas ou la thyroide) par les lymphocytes appelés effecteurs. Cette maladie autoimmune est asso-
ciée a des mutations d’un géne essentiel au développement des cellules régulatrices et appelé Foxp3.
Chez certains patients, ce géne est normal et nous recherchons le déficit génétique associé a leur mala-
die. Parallélement, nous étudions les lymphocytes régulateurs dans cette maladie et dans d’autres pa-
thologies autoimmunes comme I'ALPS. Lensemble de ce travail devrait permettre de mieux comprendre
les mécanismes fondamentaux impliqués dans le contréle des lymphocytes autoréactifs et d’apporter de

nouveaux outils diagnostiques et thérapeutiques pour ces maladies autoimmunes de l'enfant.

Pathological models of self-tolerance breakage

Cellular, molecular and genetic bases
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Thérapies innovantes des déficiences
Immunitaires primitives
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CARACTERISATION DES PROGENITEURS

HUMAINS LYMPHOIDES ET LEUR UTILISA-
TION DANS LUALLOGREFFE DE CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES

Une population de progéniteurs lymphocytaires humains capable de différencier en cellules T, B et na-
tural killer, et détectables a la fois dans le sang du cordon, dans la moelle osseuse, dans le thymus et en
circulation a été récemment décrite. Les données préliminaires montrent que ces progéniteurs lympho-
cytaires peuvent étre extensivement amplifiés et que nous pouvons induire leur différenciation exclusive
vers les lymphocytes T aprés culture sur des cellules stromales exprimant le ligand delta-1 de Notch. Le
but ultime de ces travaux est de batir un protocole clinique visant a accélérer la reconstitution immuni-

taire apreés greffe de CSH HLA partiellement compatible.

DESCRIPTION D’'UNE NOUVELLE FORME DE DICS, LA DYSGENESIE RETICULAIRE

La dysgénésie réticulaire (DR] est caractérisée par une profonde lymphopénie, un arrét précoce de
maturation de la lignée myéloide au stade des myéloblastes/promyélocytes ainsi qu'une surdité neu-
rosensorielle bilatérale. Les mutations du gene de I'adénylate kinase sont responsables de cette pa-
thologie. A partir de cette découverte, nous essayons de décrire le réle du géne AK2 dans le développe-
ment hématopoiétique humain et murin en utilisant d'une part la délétion du géne AK2 par RNA

interférence, et d’autre part un modele murin de souris K.0.

DEVELOPPEMENT DE LA THERAPIE GENIQUE

Un premier protocole de thérapie génique a été réalisé entre 1999 et 2002 chez 10 patients atteints
du Déficit Immunitaire Combiné Séveére (DICS) lié au chromosome X d{ & la mutation d’une sous-unité
des cytokines hématopoiétiques appelée gamma c ( c]. Cet essai, basé sur lutilisation ex vivo des
cellules souches hématopoiétiques génétiquement modifiées, a démontré la possibilité de corriger
de fagon stable cette maladie avec un bénéfice clinique chez neuf des dix patients traités aprés un
suivi supérieur a 10 ans. Ce protocole a été transitoirement interrompu en raison de la survenue d'une
complication de type leucémique chez quatre des patients traités. Cette complication, réversible chez
trois d’entre eux, est liée a l'expression non contrélée d'un oncogéne induite par I'LTR du rétrovirus
utilisé. Létude physiopathologique de ces effets adverses nous a permis de proposer un nouveau pro-
tocole basé sur 'utilisation d’un virus modifi¢, qui débutera en 2010. Lévaluation a long terme des
parametres biologiques et immunologiques chez les patients ainsi traités permet non seulement de
comprendre la place de la thérapie génique dans I'arsenal thérapeutique des maladies héréditaires,
mais également d’appréhender des questions d'immunologie fondamentale concernant la dynamique
et 'homéostasie des populations T.

CARACTERISATION D’'UNE NOUVELLE CELLULE SOUCHE PRESENTE DANS LE LIQUIDE AMNIOTIQUE

Des cellules souches a haut potentiel hématopoiétique sont présentes dans le liquide amniotique, ala
fois de 'homme et de la souris. La compréhension de leur origine embryonnaire et la caractérisation de
leur capacité de différenciation nous permettra d’évaluer leur potentiel thérapeutique.
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Interactions de 'épithélium intestinal
et du systéme immunitaire

Avec une surface de 300 m? et une exposition permanente a des milliards de bactéries et des kilo-
grammes de produits alimentaires, la muqueuse intestinale est la principale interface de I'organisme
avec le milieu extérieur. Au cours de I'évolution, un systéme immunitaire complexe s'est mis en place :
il assure une protection efficace de I'hdte et évite 'emballement de réponses inflammatoires ou aller-
giques déléteres. Les altérations de ce systéme au cours de maladies mono ou polygéniques ont des
conséquences séveres sur les fonctions intestinales et la santé de I'hote.

LE PREMIER PROJET de cette équipe concerne la maladie cceliaque (MC). La MC affecte de 0,3 a 1 % des
Européens et implique des interactions entre des facteurs génétiques partiellement identifiés et un
facteur environnemental déclenchant, les protéines dérivées du blé et de céréales apparentées (glu-
ten). La MC est a l'origine de symptomes digestifs et extradigestifs trés divers et son diagnostic est
encore trop souvent méconnu. Généralement guérie par un régime contraignant a vie, la MC est aussi
responsable de complications graves, maladies autoimmunes et lymphomes. Le principal facteur de
risque génétique, les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité HLA-DQ2/8, joue un réle clé
dans sa pathogénie en permettant I'activation des lymphocytes T intestinaux par les peptides dérivés
du gluten. Cette activation est nécessaire mais n'est pas suffisante pour déclencher la maladie. Les ob-
jectifs de ce groupe sont : 1) de démontrer le réle complémentaire d’autres facteurs identifiés par des
travaux antérieurs (production excessive d'interleukine 15, altération du transport epithélial de pepti-
des), 2] de poursuivre les travaux sur 'origine et les mécanismes de développement des lymphomes
T, la complication la plus grave. Ces travaux s'appuient sur les analyses in situ et ex vivo de biopsies et
de lymphocytes intestinaux et sur le développement de modeles murins. Les résultats sont utilisés
pour développer des outils diagnostiques et des traitements innovants pour les formes évoluant vers
une transformation maligne.

LE SECOND PROJET de cette équipe est d’analyser le dialogue entre I'héte et le microbiote intestinal
a travers le systeme immunitaire. Ce dialogue contrdle 'homéostasie intestinale et pourrait aussi
participer a la régulation de l'allergie et de 'autoimmunité. En utilisant des souris gnotobiotiques,
I'équipe de Nadine Cerf-Bensussan a récemment réalisé une analyse systématique des membres du
microbiote stimulant la maturation postnatale du systéme immunitaire intestinal. Ce travail a permis
d'identifier le réle clé d'une bactérie appelée segmented filamentous bacterium (SFB). Les projets de
ce groupe sont : 1) d'explorer les mécanismes moléculaires 2 l'origine des propriétés immunostimu-
lantes de SFB, 2] de continuer a exploiter le modéle des souris gnotobiotiques pour définir limpact de
la flore sur les réponses immunes locales et périphériques en situation basale et dans des modéles
d’allergie et d’autoimmunité, 3] selon les résultats, d’identifier une bactérie similaire & SFB dans la
flore intestinale humaine et d’analyser sa contribution en physiologie et en pathologie.

LE TROISIEME PROJET de cette équipe est d’analyser les bases génétiques de maladies intestinales
mettant en jeu le pronostic vital et se développant au cours de la premiere année de vie dans une
cohorte d'enfants suivis dans le service de pédiatrie gastroentérologique. Ce travail concernera en
priorité les anomalies altérant les réponses immunitaires aux antigénes dérivés de 'alimentation et/

ou de la microflore.

Celiac disease: gluten-sensitive enteropathy
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Diagnostic des maladies génétiques
par signalisation calcique et analyse
des cellules feetales circulantes

LES ETUDES DE CETTE EQUIPE COMPRENNENT DEUX PARTIES COMPLEMENTAIRES :

1. Evaluation de I'impact de I'interaction de la signalisation calcique subcellulaire entre la mitochondrie
et le réticulum endoplasmique (RE) dans les maladies de la chaine respiratoire mitochondriale (MRCD)
et les maladies liées au stress du RE;

2. Développement des tests ISET (Isolation by Size of Epithelial Trophoblastic cells) pour le diagnostic
prénatal non invasif des maladies génétiques.

Projet 1 : Impact de la signalisation calcique subcellulaire dans les maladies de la chaine respiratoire
mitochondriale (MRCD) et liées au stress du réticulum endoplasmique (RE).

1.1 Dans la mitochondrie, I'énergie est produite suite au bon fonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale. Nous avons démontré que le déficit du complexe Il détermine des modifications de
concentration calcique dans la mitochondrie et plus en général dans la cellule. Ces résultats montrent
que la modulation pharmacologique des concentrations de calcium a l'intérieur de la cellule pourrait
étre une voie intéressante pour redonner aux cellules avec ce déficit du complexe Il (il s’agit de ma-
ladies génétiques rares) la possibilité de réactiver la production énergétique qui est essentielle a la
survie cellulaire.

1.2 Des études récentes ont révélé le réle important des échanges entre le RE et la mitochondrie. Nos
études ont montré qu’une protéine décrite dans notre laboratoire en 2001, la protéine S1T, se situe au
niveau des sites de contact entre RE et mitochondrie et joue un réle important dans le stress du RE. Le
stress du RE est une pathologie cellulaire qui caractérise des maladies trés importantes comme les
maladies d’Alzheimer, de Parkinson, le diabete, etc. Nos travaux permettent d'espérer que la correction
pharmacologique des échanges calciques entre RE et mitochondrie pourra indiquer une nouvelle voie
thérapeutique des maladies liées au stress du RE.

Projet 2: Développement des tests ISET (lsolation by Size of Epithelial Trophoblastic cells) pour le
diagnostic prénatal non invasif des maladies génétiques. Notre équipe a validé avec succés la mé-
thode ISET pour le diagnostic prénatal non invasif (NI- PND) de 'amyotrophie spinale (SMA) et de la
mucoviscidose (CF) (Paterlini-Bréchot P. et al., soumis pour publication). Ces deux validations ont duré
chacune deux ans et ont été réalisées strictement en aveugle. A louverture de I'aveugle, les résultats
obtenus par la méthode non invasive se sont révélés identiques a ceux obtenus par la méthode inva-
sive. |l s’agit de la premiére validation clinique d’un test non invasif de diagnostic prénatal. La suite de

ce projet implique la validation clinique de la méthode ISET pour le NI-PND de la trisomie 21.

Cellules trophoblastiques circulantes

%

Contacts ER-mitochondrie
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Les plateformes technologiques

Les plateformes technologiques

Plusieurs plateformes technologiques ont été mises en place sur le site de Necker-Enfants malades, grace a I'implication

de nos partenaires institutionnels : Inserm, Université Paris-Descartes, Assistance publique-Hopitaux de Paris.

Elles sont a la disposition de tous les chercheurs présents sur le site. Depuis sa création en 2007, Imagine vise a améliorer
ces plateformes (a la fois en participant au financement ou a I'achat de nouveaux équipements et en finangant les salaires
des ingénieurs) et a en créer de nouvelles (exemple de la plateforme de génomique).

Lorsque le batiment Imagine sera opérationnel, les plateformes technologiques a disposition de 'ensemble des chercheurs
du site seront toujours situées soit au sein du batiment /Imagine, soit dans les locaux de la Faculté de médecine.

En complément du renforcement des plateformes existantes, Imagine mettra en place de nouvelles plateformes techniques
au cours des prochaines années, dont une animalerie d'expérimentation de statut A2, SPF.

Plateforme de génomique

MISSIONS

La plateforme de génomique de la Fondation Imagine a été créée en 2008 avec pour mission d'offrir
a la communité scientifique du site Necker-Enfants malades des prestations de haut niveau dans le
domaine du génotypage, du séquengage tres haut débit et de I'expression génique. Le design expéri-
mental, I'analyse et l'interprétation des résultats sont menés en collaboration avec les chercheurs et

la plateforme de bioinformatique.

EQUIPEMENTS

La plateforme est équipée de :

* une station GeneChip Affymetrix constituée de deux fours a hybridation, deux stations fluidiques
et un scanner a fluorescence ;

* un séquenceur nouvelle génération trés haut débit SOLiD™ version 3 + d’Applied Biosystems ;

* un bioanalyseur 2100 Agilent Technologies ;

* un spectrophotométre Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) et un fluorimétre QuBit (Invitrogen] ;
* un S2 Covaris et un Hydroshear GeneMachines pour fragmenter 'ADN ;

« un appareil de PCR en temps réel StepOne (Applied Biosystems).

Elle assure :

* une aide au design expérimental ;

* |a vérification de la qualité des échantillons d’ADN et d’ARN ;

* 'amplification, le marquage et 'hybridation des sondes sur les puces Affymetrix de type GeneChips®
Mapping arrays 250K, puces d'expression et Genome-Wide Human SNP.6 arrays ;

* la construction des banques de fragments pour leur analyse sur séquenceur tres haut débit;

* l'analyse primaire des données et leur transfert a la plateforme de bioinformatique pour la suite

de I'analyse.

Les applications proposées sont :

* gene expression profiling chez 'lhomme et la souris ;
¢ analyse de Copy Number Variation ;

* analyse de liaison et étude d’association ;

* reséquencage de régions ciblées ;

« séquengage de produits de chromatine-immunoprécipitation (ChIP-Seq).
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Plateforme cytométrie de flux

MISSIONS

La cytométrie de flux (FCM) est une technique centrale et aboutie pour la biologie clinique et la
recherche fondamentale. Elle permet d’identifier, de caractériser et d’'obtenir des mesures qualitatives
et quantitatives sur des cellules individuelles préparées a partir d’'une population cellulaire hétérogéne

(organisme, organe ou compartiment cellulaire], avec précision, rapidité et efficacité.

En hématologie et immunologie, la FCM permet l'identification et la caractérisation des différentes
populations hématopoiétiques chez les sujets normaux ou pathologiques, I'étude des déficits
immunitaires et des hémopathies, et le suivi des patients aprés transplantation de cellules souches

hématopoiétiques.

En microbiologie, la FCM compléte les études d’imagerie cellulaire effectuées sur les bactéries.

Le service est équipé d'un cytometre analyseur (BD LSR Fortessa) et de trois cytometres trieurs (BD
FACS Vantage SE Diva, BD FACS Aria | et BD FACS Aria Il SORP).

Les cytometres trieurs associent I'analyse et la caractérisation des sous-populations a la séparation
physique de ces sous-populations voire des cellules individuelles. Tous les trieurs du service sont
équipés d'un automate de dépot permettant de trier et déposer une seule cellule (ou un nombre dé-
fini de cellules) dans des microtubes pour des études moléculaires (single-cell PCR) ou du clonage

cellulaire.

EQUIPEMENTS

BD FACS Aria Il SORP, BD FACS Aria |
financé par la Fondation Imagine
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Plateforme
d'imagerie cellulaire et moléculaire

MISSIONS

La plateforme d’imagerie cellulaire offre aux scientifiques de lInstitut /magine une variété de

microscopes optiques haut de gamme et des outils d’analyses de pointe.
La microscopie de fluorescence est devenue un outil incontournable dans la recherche biomédicale.

Les nouvelles techniques d’imagerie, la microscopie confocale a balayage laser, en combinaison avec
de puissants logiciels d’analyses, ont permis aux scientifiques d’avancer au-dela des limites de la

résolution optique.

D’autre part, nous assurons la formation des utilisateurs aussi bien en acquisition d'images sur nos

différents systémes qu’en analyses.
La plateforme est équipée de microscopes et de logiciels d’analyses performants.

EQUIPEMENTS

* Microscopes confocaux a balayage laser

* TRIMSCOP Multiphoton Microscope sur un statif Olympus
e Vidéomicroscope/TIRF

* Microscopes a épifluorescence

* Logiciels d’analyses
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Plateforme
bioinformatique

MISSIONS

Au cours de ces dernieres années, la recherche biomédicale a vu naitre I'émergence d’un grand
nombre de nouvelles technologies dites a haut débit. Ces nouvelles technologies générent un nombre
toujours plus important de données a analyser et a interpréter nécessitant un accroissement des
besoins de calcul et de stockage. Le traitement de cette information complexe est nécessairement
multidisciplinaire : mathématiques, statistique, informatique, biologie. En 2007, I'Université Paris-
Descartes a souhaité mettre a la disposition des biologistes une infrastructure performante pour la
gestion des données massives de la génomique, transcriptomique et leur analyse. Tout naturellement,
les équipes de recherche soutenues par la Fondation Imagine en tant que partenaire de I'Université
Paris-Descartes et de la Faculté de médecine bénéficient du support de la plateforme BIP-D. Cela a

incité la Fondation Imagine a soutenir et a renforcer la plateforme.

La plateforme a développé un pipeline d’analyse original automatisant l'analyse et facilitant
I'interprétation des résultats des études de génétique de liaison. Ce pipeline intégre les données brutes
de génotypage a haut débit générées par la plateforme de génomique de la Fondation Imagine, il est
associé a une interface graphique interactive permettant la visualisation et 'annotation automatique

des régions candidates. Depuis 2008, 500 000 000 de génotypes ont ainsi été stockés et analysés.

Lun des changements technologiques au cours de ces derniéres années a été 'émergence d’une
nouvelle génération de séquenceurs « haut débit ». Par rapport aux méthodes de séquencage
classiques, il s’agit d’'une augmentation d’au moins un facteur 1 000 en capacité de séquengage. Pour
mettre en place cette technologie, la Fondation Imagine vient d’équiper sa plateforme de génomique
d’un séquenceur haut débit (Solid de Bioapplied).

Cette quantité et la nature nouvelle de cette information générent de nouveaux défis. En effet,
I'analyse de plusieurs Gigabases d’ADN composées de plusieurs milliards de courts fragments
nécessite le développement de méthodologies (statistique, informatique] et de stratégies d’analyse
nouvelles et originales, ainsi que la mise a disposition de moyens informatiques (stockage et calcul)
trés importants. La plateforme bioinformatique, grace au soutien financier de la Fondation Imagine,

vient de s’équiper d’'un nouveau cluster de calcul et d’'un serveur de fichier.

EQUIPEMENTS

Dell Server:

2x Quad-Core Xeon X5355 2.66GHz/2x4MB, 24 Gb Memory, 2 To disk raid 5
PC Desktop:

3 Intel Core Duo 2, 4 Gb Memory, 500 Mo (Linux)

2 Intel 2x Xeon 2.9 Ghz, 2 Gb Memory, 1 To Disk (Windows Xp)
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Plateforme
transfert de génes

MISSIONS
Prestations offertes par la plateforme :

* Apporter une aide a la conception et a la préparation de vecteurs viraux pour la recherche : lentivirus,

rétrovirus, parvovirus et adénovirus ;

* Maintenir une base de données des vecteurs disponibles et des protocoles soumis a la commission

de génie génétique ;
e former les utilisateurs ;

* Préparer des lots de vecteurs pour des études précliniques, conformément aux bonnes pratiques
de laboratoire ;

* Faciliter les échanges et les partenariats avec d'autres plateformes académiques ou avec des

sociétés de biotechnologie spécialisées pour la production de vecteurs a usage clinique.

La plateforme a été reconnue comme plateforme émergente en 2009 par le GIS IBiSA (Infrastructures

en biologie santé et agronomie, http://www.ibisa.net/).

EQUIPEMENTS

e La plateforme est équipée pour la culture de tissus cellulaires et la purification de particules virales

(PSM, incubateurs C02, ultracentrifugeuses€).

* Deux laboratoires BL2 sont situés sur le site de 'Hopital Necker .

* Une plateforme BL3 est située au Centre de recherche des Cordeliers.
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Banque
d’ADN

La Banque d’ADN a été créée en 1992 au sein du Département de génétique de 'Hopital Necker, grace
initialement a une subvention de la Fondation Paribas. Elle est depuis 1995 gérée par 'IlRNEM, I'Institut
fédératif de Necker. Plus récemment, plusieurs financements (Génopéle lle-de-France, Fondation
Wyeth] ainsi que la mise a disposition par I'lnserm IFR 94-IRNEM de 70 m2 de laboratoire ont permis de
refaire entiérement la banque d’ADN. La nouvelle banque a ainsi réouvert en avril 2005. Cette plate-
forme est également soutenue financiérement par I’AP-HP (Hopital Necker).

Lobjectif de la banque d’ADN est de réaliser pour les chercheurs et les cliniciens la réception d’échan-
tillons sanguins, la préparation, la conservation a long terme et la mise a disposition de produits dérivés
sous différentes formes (ADN, culots de leucocytes, lymphocytes du sang périphérique, lignées cellu-
laires transformées par 'EBV) selon les recommandations actuelles de préparation et de conservation
des échantillons biologiques, dans le respect des réglementations nationales et internationales.

Deux catégories d’échantillons sont conservées dans la banque d’ADN : 1) des échantillons provenant
de patients (presque toujours des enfants] atteints de maladies génétiques rares et pris en charge
dans les différents services du site ; 2) des échantillons de patients constituant des collections autour
d’un projet de recherche précis. Le premier groupe d’échantillons est actuellement le plus important et
représente plus de 25 000 échantillons. Il s’agit soit de culots de leucocytes (12 000], de lymphocytes
du sang périphérique (6 500), soit moins fréquemment de lignées cellulaires (6 000), d’ADN (2 000),
provenant d’environ 18 000 patients (et de leurs apparentés qu'ils soient atteints ou non). Le second
groupe, constitué par des patients inclus dans différents projets de recherche, est en augmentation
constante depuis la réouverture et la réorganisation de la banque d’ADN (environ 50 % par an).

En 2010, la banque d’ADN démarrera l'activité d'extraction d’ADN et la préparation d’ADN qualifié et
quantifié pour les chercheurs, les cliniciens et leurs collaborateurs (ou pour des centres de génoty-
page), dés I'acquisition d’un automate d'extraction d’ADN.

La constitution d’une plateforme centralisée au sein du batiment /Imagine permettra de réunir la ban-
que d’ADN avec les autres biobanques de Necker, actuellement dispersées sur le site. Toutes les col-
lections biologiques seront alors conservées de fagon sécurisée, dans le respect des réglementations

en vigueur et des recommandations bioéthiques.

Marie-Alexandra

ALYANAKIAN Laboratoire d'expérimentation

animale et de transgénése
(LEAT)

Cette animalerie comporte environ 4 000 cages, elle accueille actuellement 16 350 rongeurs et assure

la reproduction d’un grand nombre de lignées de souris (160 au total). Elle est composée d'un espace
de reproduction pour les souris transgéniques, d’'une zone expérimentale, d'une zone de quarantaine

et propose différents services :

— Transfert dembryons : cette technique est pratiquée a partir d'embryons frais ou congelés. La
décontamination est cruciale, car elle produit des animaux de statut « SPF » a partir de souches
contaminées. Cette expertise permet d’accueillir de nouvelles lignées en conservant un statut

sanitaire rigoureux défini selon les normes du comité de pilotage en charge de la plateforme ;

— Cryoconservation des embryons. équipe g
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Anne Esling une zone « SOPF », une zone réservée aux risques biologiques de type A2 ou A3 et plusieurs autres
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Les plateformes cliniques

LA CLE DU SUCCES POUR IMAGINE EST LA FORTE INTRICATION EXISTANT ENTRE LA RECHERCHE ET LES ACTIVITES CLINIQUES DISPENSEES SUR LE SITE

DE NECKER-ENFANTS MALADES. QUATRE STRUCTURES ONT AINSI ETE DEVELOPPEES AU COURS DES DERNIERES ANNEES :
1/ LES CENTRES DE REFERENCE MALADIES RARES;
2/ UN CENTRE D’INVESTIGATION CLINIQUE ET UNE UNITE DE RECHERCHE CLINIQUE ;
3/ UN CENTRE DE BIOTHERAPIE;
4/ UN CENTRE DE RESSOURCES BIOLOGIQUES.

1/ LES CENTRES DE REFERENCE MALADIES RARES

Dans le cadre du « Plan national maladies rares 2005-2008 », le Ministere de la Santé a identifié des centres de renommée
et dexpertise internationales, labellisés en centres de référence pour une maladie rare ou un groupe de maladies rares.
Lexcellence des chercheurs et des praticiens de I'Hépital Necker-Enfants malades a permis la labellisation de 18 centres de réfé-
rence sur les maladies génétiques rares de I'enfant. Ces centres de référence sont les suivants : Maladies génétiques a expres-
sion cutanée, Maladies rares digestives intestinales, Maladies héréditaires du métabolisme, Maladies mitochondriales, Epilepsies
rares, Maladies rénales héréditaires de I'enfant et de I'adulte, Déficits immunitaires héréditaires, Arthrites juvéniles, Malformations
cardiaques complexes, Maladies rares en ophtalmologie, Dysostoses cranio-faciales, Syndromes drépanocytaires majeurs, Syn-
drome d’Ondine, Maladies osseuses constitutionnelles, Maladies neuromusculaires, Anomalies du développement embryonnaire
d'origine génétique, Déficiences mentales fixées non syndromiques d'origine génétique, Malformations ano-rectales et pelviennes
rares. La contribution des centres de référence maladies rares est essentielle au projet Imagine, en ce qui concerne I'amélioration
de la qualité de vie des patients et de leurs proches. lls ont, en effet, pour mission de faciliter le diagnostic et de définir la prise en
charge thérapeutique, psychologique ainsi que 'accompagnement social des malades et de leurs familles.

2/ UN CENTRE D’INVESTIGATION CLINIQUE ET UNE UNITE DE RECHERCHE CLINIQUE

La recherche clinique bénéficie d'une forte interaction avec un centre d’investigation clinique (structure mixte Inserm/Assistance
publique-Hopitaux de Paris] situé a proximité de I'lnstitut Imagine. La partie gérée par I'lnserm est dédiée a la recherche clinique
sur les enfants, et comporte une plateforme méthodologique, I'unité de recherche clinique (URC). La partie gérée par 'Assistance
publique-Hépitaux de Paris est une structure de conseil et d’assistance aux chercheurs pour mettre en ceuvre des projets de

recherche, en contréler la qualité et la conformité aux réglements applicables actuels.

3/ UN CENTRE DE BIOTHERAPIE

Une autre unité de recherche clinique a été créée pour permettre le développement d'essais cliniques impliquant des cellules
et/ou des génes. |l s’agit d’'une structure mixte Inserm/Assistance publique-Hopitaux de Paris. Ce centre de biothérapie a été ac-

crédité par 'Agence nationale frangaise (AFSSAPS) et est totalement opérationnel. Il permet de réaliser des essais de thérapie

génique/cellulaire basés sur des projets de recherche menés par/magine.

4/ UN CENTRE DE RESSOURCES BIOLOGIQUES
Cette structure se situera également a proximité du futur batiment de recherche Imagine. Cette banque de ressources sera assez
grande pour contenir les échantillons d’ADN et de cellules des patients et de leurs familles, collectés dans le cadre des projets

de recherche.

LE

PROJET
ARCHITEC-
TURAL
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Necker-Enfants malades 2009

AUJOURD’HUI, LES UNITES DE RECHERCHE IMAGINE SONT EPARPILLEES SUR LE SITE DE UHOPITAL NECKER-ENFANTS MALADES :

Unité de recherche Arnold Munnich | Unité de recherche Corinne Antignac

Unités de recherche Laurent Abel
et Nadine Cerf-Bensussan

Unité de recherche Alain Fischer Unité de recherche Arnold Munnich Il Unité de recherche Patrizia Paterlini-Bréchot

Necker-Enfants malades 2012

NOUVEAU BATIMENTIMAGINE Nouveau Batiment de Biologie Autres activités de recherche
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Lexcellence au service
des enfants dans un batiment pionnier

Afin de répondre au mieux aux objectifs scientifiques et humanistes qu'elle s'est fixés, la Fondation Imagine a souhaité se doter d’'un complexe ou tous
les acteurs de la recherche sur les maladies génétiques pourront se retrouver. Des chercheurs aux enfants atteints de ces maladies, en passant par les

familles, tous auront acces a ce lieu unique au monde de partage et d’échange, véritable interface entre soins et recherches sur les maladies génétiques.

Au cceur du site de I'Hopital Necker-Enfants malades, la fondation Imagine pourra s’installer dans un tout nouvel espace de plus de 15000 m?, construit
sur un terrain mis a disposition par 'Assistance publique-Hopitaux de Paris (AP-HP] dans le cadre d’une convention d’occupation du domaine public.

Ce lieu exceptionnel et pionnier, entierement dédié aux maladies génétiques, réunira recherche fondamentale, recherche clinique et soins innovants sous
un méme toit, au plus prés des malades. Les liens innovants entre les soins, la recherche fondamentale et la recherche clinique seront optimisés par la
mise en place d’une nouvelle organisation permettant plus d’interactivité, accélérant ainsi I'ensemble du processus de recherche avec un seul objectif :
gagner du temps pour sauver des vies.

Au sein de ce batiment pionnier, on trouvera une partie recherche de 11 500 m?, destinée a accueillir des laboratoires équipés de tous les outils indispensables
a la découverte de nouvelles solutions diagnostiques et thérapeutiques, et une partie clinique de 3 500 m?, destinée a accueillir des consultations en géné-

tique, un centre d’investigation clinique, un centre de ressources biologiques et des centres de référence maladies rares.

Le batiment Imagine sera inauguré des 2012 et permettra d’accueillir de nouvelles équipes internationales.

ORGANI-
. SATION
IMAGINE
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Lorganisation Imagine

La coordination des activités de recherche
sur les maladies génétiques et leur intégration
au sein de I'hopital sont du ressort de la
direction scientifique de la Fondation Imagine.
Le directeur scientifique Alain Fischer et le
codirecteur Arnold Munnich sont assistés
d’'une équipe administrative. lls sont soutenus
par une direction scientifique et par des
représentants des laboratoires de recherche,
du centre de recherche clinique, du centre

de recherche clinique de biothérapie,

des départements cliniques, et du directeur
de I'Institut fédératif de recherche (IRNEM).

La direction scientifique est composée de :
Pr Corinne Antignac en tant que directrice

de la stratégie, Dr Laurent Abel, M™¢ Laurence
Colleaux, Pr Nadine Cerf-Bensussan et
PrRémi Salomon. Cette équipe, représentant
les 24 groupes qui font partie de I'lnstitut
Imagine dans sa phase dite « hors murs »

(avant I'ouverture du nouveau batiment

Le consell d’administration

attendue pour mi-2012), a une mission
stratégique. Cette mission consiste a décider
de l'orientation scientifique du projet,

des évolutions a apporter aux laboratoires,
du développement des plateformes
technologiques (en collaboration avec 'lRNEM),
du recrutement de nouvelles équipes et de la
contribution a apporter au développement

du centre de recherche clinique. La direction
scientifique pilote I'organisation des activités
denseignement, la communication et la

valorisation.

La Fondation Imagine et son conseil
d’administration sont chargés de lever, gérer,
investir et mettre a disposition des fonds
permettant la mise en ceuvre du plan d’actions
validé par la direction scientifique.

Le conseil d'administration est composé

des représentants des membres fondateurs,
c'est-a-dire de I'Assistance publique-Hopitaux
de Paris (AP-HP), de I'lnstitut national

de la Fondation Imagine

Claude GRISCELLI
PRESIDENT : Pr Claude GRISCELLI

TRESORIER : M. Edouard COUTY (Conseiller maitre a la cour des comptes)

MEMBRES FONDATEURS :
UNIVERSITE PARIS-DESCARTES (PARIS V)

Edouard COUTY

VILLE DE PARIS

et du développement)

ASSOCIATION FRANGAISE CONTRE LES MYOPATHIES (AFM)
- Mme | aurence TIENNOT-HERMENT (Présidente)

- M. Serge BRAUN (Directeur scientifique)

FONDATION HOPITAUX DE PARIS-HOPITAUX DE FRANCE

- Mme Bernadette CHIRAC (Présidente)

de la santé et de la recherche médicale
(Inserm), de 'Université Paris-Descartes,

de I'Association Frangaise contre les
Myopathies (AFM), de la Fondation Hopitaux
de Paris-Hopitaux de France (HP-HF)

et de la Ville de Paris, ainsi que de
représentants des enseignants et chercheurs,
de personnalités qualifiées qui représentent
le monde économique et social et de grands

entrepreneurs.

Le conseil scientifique international (CSI)

de la Fondation Imagine, composé

de scientifiques prestigieux, donne son avis

au conseil d’administration et a la direction

sur tout ce qui touche a la réalisation du projet
et a la direction de I'Institut. Ceci inclut le projet
immobilier, l'orientation stratégique et la
sélection de nouvelles équipes suite a un

appel d'offres, et plus tard, I'évolution de ces
structures et groupes. Ses recommandations

sont consultatives.

- M. Jean-Frangois SAUVAT (Direction de la politique médicale)
- M. Christophe MISSE (Directeur de la recherche clinique

- M. Jean-Marie LE GUEN (Adjoint au maire chargé de la santé publique)

REPRESENTANTS DES ENSEIGNANTS ET DES CHERCHEURS

- Pr Corinne ANTIGNAC (Directrice de 'unité néphropathies héréditaires et

rein en développement — Inserm)

- Dr Laurent ABEL (Directeur de recherche, codirecteur de I'unité

- PrBruno VARET (Président du conseil scientifique)

- M. Frangois PAQUIS (Secrétaire général)

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET LA RECHERCHE MEDICALE (INSERM])
- M. Hervé DOUCHIN (Directeur général adjoint)

- Pr Robert BAROUKI (Directeur de recherche)

PARIS HOSPITALS (ASSISTANCE PUBLIQUE-HOPITAUX DE PARIS)

de génétique humaine des maladies infectieuses — Inserm)

PERSONNALITE QUALIFIEE
M. Stéphane FOUKS (Président d’Euro RSCG C&0)
Autres siéges a pourvair : Trois personnalités qualifiées,

représentant le monde économique.

La plateforme projets de la Fondation Imagine

a été créée afin de faciliter la mise en ceuvre du
programme scientifique de I'nstitut des maladies
génétiques.

Elle comporte deux poles : la direction des projets
et du développement et la direction administra-

tive et financiére.

La plateforme projets

Le pole des projets et du développement,
dirigé par Karine Rossignol, est I'interface
avec la direction scientifique pour tout ce
qui concerne l'organisation et la gestion

du programme scientifique.

Elle traite les demandes et acquisitions
d’équipements pour les plateformes technolo-
giques, le recrutement des nouvelles équipes,
postdoc et étudiants doctorants, la gestion et
le contrdle des offres et subventions. Ce pole a
également pour mission de coordonner des ac-
tivités avec 'IRNEM, de contréler et développer
les interactions avec les concurrents et les in-
dustries pharmaceutiques, tout en surveillant
le développement des projets, les problémati-
ques de communication, le financement de la
recherche, le développement de partenariats et

les relations presse.

Tiffany Cheynier a rejoint la Fondation en
septembre 2009 et seconde Karine Rossignol

en ce qui concerne la communication.

=
{4

Guillaume HUART

Karine ROSSIGNOL

Le pole administratif et financier, dirigé par
Guillaume Huart, traite les questions juridiques,
les ressources humaines, les offres et le
controle des marchés, les relations avec les
institutions (ministéres, membres fondateurs,
publics et privés), les questions budgétaires,
les dons et legs et le suivi financier des

placements de la fondation.

Chantal Céliset est I'assistante du Pr. Claude
Griscelli, Président de la Fondation Imagine.
Elle a rejoint son cabinet en 1999 et I'a suivi

depuis lors.

Ces deux poles contribuent au développement
du projet de I'Institut des maladies génétiques
Imagine, a la fois dans ses dimensions

administrative et opérationnelle.
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LInstitut de recherche
Necker-Enfants malades (IRNEM]

LIRNEM est constitué d’un regroupement de seize unités de recherche créées par des organisations frangaises publiques de recherche telles que I'lnserm
(Institut national de la santé et de la recherche médicale), le CNRS (Centre National de la Recherche Scientifique) ou I'Université Paris-Descartes. Il
comprend les six unités de recherche de la Fondation Imagine et englobe environ 960 scientifiques (592 équivalents temps plein — ETP), cliniciens,
chercheurs en formation, et de performantes équipes d’ingénieurs, de techniciens et d’administratifs. Les principales thématiques du site sont 'immuno-
hématologie, la génétique humaine, la biologie cellulaire, la physiologie et I'infectiologie. Lintégration étroite de la recherche et des services cliniques, en
particulier le développement des transplantations rénales et les greffes de moelles, la constitution, le suivi et le phénotypage précis de nombreuses
cohortes de maladies autoimmunes, et surtout de maladies génétiques familiales, a grandement contribué aux avancées des équipes du site dans les
domaines de la localisation, du clonage, du séquencage, de la description des mutations, de la compréhension des mécanismes et des approches thérapeu-

tiques, des handicaps génétiques des enfants, des menaces de maladies immunodéficientes et autoimmunes.

LIRNEM recoit un soutien financier du Ministére de 'Enseignement supérieur et de la Recherche frangais et d’autres sources publiques et privées afin de
développer le site et de favoriser les collaborations scientifiques. Depuis sa création en 2000, le principal objectif de 'IRNEM a été d’optimiser au maximum
I'utilisation de ses moyens financiers, technologiques et humains afin de créer de bonnes conditions pour la recherche de base et la recherche clinique a

son plus haut niveau.

La stratégie de I'lFR a été de développer des plateformes technologiques mises en place selon les principaux besoins de la communauté scientifique du
site de Necker-Enfants malades. Les plateformes incluent les plateaux techniques de protéomique, 'imagerie cellulaire, la cytométrie de flux, le tri et
I'analyse de cellules, une banque d’ADN, une plateforme d’information scientifique, la bioinformatique, le transfert de génes, la génomique ainsi qu'une
animalerie de 16 350 rongeurs et 18 lapins. Plus récemment, ''RNEM s’est impliqué dans le mouvement de restructuration des forces de recherche de
Necker-Enfants malades qui conduit a plus de visibilité et a une organisation efficace. Depuis la création d'/magine en 2007, les décisions d’amélioration

des plateformes sont discutées par 'IRNEM et Imagine, dans l'optique de rendre ces équipements opérationnels pour 'ensemble du site.

Gérard FRIEDLANDER

Président : Gérard Friedlander
Vice-président en charge de la stratégie
et du programme scientifique : Alain Fischer

Bernadette ARNOUX

Vice-présidente en charge de la coordination
scientifique et administrative :

Bernadette Arnoux

PLUSIEURS PARTENAIRES, PUBLICS ET PRIVES,
SOUTIENNENT LA FONDATION IMAGINE

Les membres fondateurs sont I'Assistance
publique-Hépitaux de Paris (AP-HP), I'Institut
national de la santé et la recherche médicale
(Inserm), I'Université Paris-Descartes, le
département de Paris, 'Association Frangaise
contre les Myopathies (AFM] et la Fondation
Hopitaux de Paris-Hopitaux de France (HP-HF).

Leur contribution globale a la dotation

de la Fondation Imagine s’éleve a 12,8 millions
d'euros, somme qui inclut la contribution

de lEtat.

Les produits financiers issus du placement de
la dotation de la Fondation Imagine servent a
financer l'exploitation (emplois, communication

et administration générale).

Dotation de la Fondation Imagine [en millions d'euros]

CONTRIBUTIONS ET INVESTISSEMENTS

Les membres fondateurs soutiennent également
la Fondation Imagine en mettant a sa disposition

des ressources technologiques et humaines.

LUniversité Paris-Descartes et I'lnserm recru-
tent du personnel pour les plateformes techno-
logiques et administratives. Llnserm soutient
également les acquisitions d’équipements pour
les plateformes technologiques et les unités
Inserm impliquées dans le projet. Le Ministere
de 'Enseignement supérieur et de la Recherche
a quant a lui investi 6 millions d’euros sur nos

plateformes.

Le budget nécessaire pour I'équipement et le
personnel est de 8 millions d’euros, a investir
sur les quatre prochaines années. La seconde

phase commencera a l'ouverture du batiment.

Finances

Linvestissement en termes d’équipements
pour les plateformes technologiques sera

poursuivi.

En ce qui concerne le projet immobilier, 'Assis-
tance publique-Hopitaux de Paris nous alloue

un terrain de 5 100 m? pour le nouveau batiment
qui sera construit a 'angle prestigieux du boule-
vard Montparnasse et de la rue du Cherche-Midi.

Le site sera mis a disposition pour trente ans.

Le Ministére de la Santé a octroyé 20 millions
d’euros au projet immobilier. LEtat et la région
fle-de-France fournissent 12 millions deuros, la
Ville de Paris donne 2 millions d’euros, et 'AP-HP

investit 12,5 millions d’euros.

La Fondation Imagine s'emploie a réunir les
derniers fonds nécessaires a la construction de

I'nstitut des maladies génétiques.

0O Government 4M

B AP-HP 0,25M

O INSERM 0,25M
01m

B City of Paris 1M

B AFM 3,2M

O University Paris-Descartes

B Foundation HP-HF 4M
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Prochaines étapes

2006

* Elaboration et organisation

du projet scientifique

2007

« Création de la Fondation Imagine (juin).

e Nomination du conseil d’'administration

(septembre).

* Evaluation du budget.

2008

* Mise en place de la direction scientifique

* Nomination du Conseil scientifique

international

« Elaboration du programme de construction

du nouveau batiment

* Mise en place des plateformes
technologiques (acquisition d’équipements
et recrutement d'ingénieurs techniques pour
les plateformes de génomique, de cytométrie

de flux et d'imagerie cellulaire)

2009

* Réunion du Conseil scientifique international
(mars)

* Présentation du projet architectural

* Renforcement des plateformes
technologiques (acquisition d’équipements
et recrutement d’ingénieurs techniques
pour 'imagerie, le séquencage, I'histologie

et 'animalerie)

2010-2011-2012

* Appel d’offres pour recruter 8 a 10 nouvelles
équipes de recherche

* Construction du batiment /Imagine

* Début de la levée de fonds

* Réunion du Conseil scientifique international
pour évaluer le programme scientifique des

nouvelles équipes

2012

* Inauguration du nouveau batiment /Imagine

* Mise en place de la nouvelle organisation

LES PRINCI-
PALES
PUBLICATIONS
CIENTIFIQUES
IMAGINE
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Les principales publications

scientifiques Imagine

2009

e Abifadel M, Rabes JP, Devillers M, Munnich
A, Erlich D, Junien C, Varret M, Boileau

C. Mutations and polymorphisms in the
proprotein convertase subtilisin kexin 9
(PCSK9) gene in cholesterol metabolism and
disease. Hum Mutat, 2009.

* Benko S, Fantes JA, Amiel J, Kleinjan DJ,
Thomas S, Ramsay J, Jamshidi N, Essafi A,
Heaney S, Gordon CT, McBride D, Golzio C, Fisher
M, Perry P, Abadie V, Ayuso C, Holder-Espinasse
M, Kilpatrick N, Lees MN, Picard A, Temple |,
Thomas P, Vazquez MP, Vekemans M, Roest-
Crollius H, Hastie ND, Munnich A, Etchevers

HC, Pelet A, Farlie PG, FitzPatrick D, Lyonnet S.
Disruption of very distant highly conserved
non-coding elements on either side of the SOX9
gene is associated with Pierre Robin sequence.
Nat Genet, 20089, In press.

e Briot A, Deraison C, Lacroix M, Bonnart C,
Robin A, Besson C, Dubus P, Hovnanian A.
Kallikrein 5 induces atopic dermatitis-like
lesions through PAR2-mediated thymic

stromal lymphopoietin expression in Netherton
syndrome. J Exp Med, 2009 May 11, 206(5):
1135-47.

* Lagresle-Peyrou C, Six E, Picard C, Rieux-
Laucat F, Michel V, Ditadi A, Demerens-de
Chappedelaine C, Morillon E, Valensi F, Simon-
Stoos KL, Mullikin JC, Noroski LM, Besse C,
Wulffraat NM, Ferster A, Abecasis MM, Calvo F,
Petit C, Candotti F, Abel L, Fischer A, Cavazzana-
Calvo M. Human adenylate kinase 2 deficiency
causes a profound hematopoietic defect
associated with sensorineural deafness.

Nat Genet, 2009, 41: 106-11.

e Machuca E, Hummel A, Nevo F, Dantal J,
Martinez F, Al-Sabban E, Baudouin V, Abel

L, Grunfeld JP, Antignac C. Clinical and
epidemiological assessment of steroid-
resistant nephrotic syndrome associated with
the NPHS2 R2290 variant. Kidney Int, 2009.

* Magérus-Chatinet A, Stolzenberg MC, Loffredo
MS, Neven B, Schaffner C, Ducrot N, Arkwright
PD, Bader-Meunier B, Barbot J, Blanche S,
Casanova JL, Debre M, Ferster A, Fieschi C,
Florkin B, Galambrun C, Hermine 0, Lambotte O,
Solary E, Thomas C, Le Deist F, Picard C, Fischer
A, Rieux-Laucat F. FAS-L, I-10, and double-
negative CD4-CD8-TCR alpha/beta+ T cells are
reliable markers of ALPS associated with FAS
loss of function. Blood, 2009.

* Malamut G, Afchain P, Verkarre V, Lecomte

T, Amiot A, Damotte D, Bouhnik Y, Colombel JF
Delchier JC, Allez M, Cosnes J, Lavergne-Slove A,
Meresse B, Trinquart L, Macintyre E, Radford-
Weiss |, Hermine 0, Brousse N, Cerf-Bensussan
N, Cellier C. Presentation and long-term follow-
up of refractory celiac disease: comparison

of type | with type Il. Gastroenterology, 2009,
136: 81-90.

* Malan V, Raoul 0, Firth HV, Royer G, Turleau C,
Bernheim A, Willatt L, Munnich A, Vekemans

M, Lyonnet S, Cormier-Daire V, Colleaux L.
19q13.11 deletion syndrome: a novel clinically
recognizable genetic condition identified by
array-CGH. J Med Genet, 2009.

* Meresse B, Ripoche J, Heyman M, Cerf-
Bensussan N. Celiac disease: from oral
tolerance to intestinal inflammation,

autoimmunity and lymphomagenesis.
Mucosal Immunol, 2009, 2: 8-23.

* Pannier S, Couloigner V, Messaddeq N,
Elmaleh-Berges M, Munnich A, Romand R,
Legeai-Mallet L. Activating Fgfr3 Y367C
mutation causes hearing loss and inner ear
defect in a mouse model of chondrodysplasia.
Biochim Biophys Acta, 2009, 1792: 140-7.

e Tory K, Rousset-Rouviére C, Gubler MC,
Moriniere V, Pawtowski A, Becker C, Guyot C, Gie
S, Frishberg Y, Nivet H, Deschenes G, Cochat P,
Gagnadoux MF, Saunier S, Antignac C, Salomon
R. Mutations of NPHP2 and NPHP3 in infantile
nephronophthisis. Kidney Int, 2009.

2008

e Abifadel M, Bernier L, Dubuc G, Nuel G,
Rabes JP, Bonneau J, Marques A, Marduel M,
Devillers M, Munnich A, Erlich D, Varret M,
Roy M, Davignon J, Boileau C. A PCSK9 variant
and familial combined hyperlipidaemia.

J Med Genet, 2008, 45: 780-6.

* Avouac J, Juin F, Wipff J, Couraud PG,
Chiocchia G, Kahan A, Boileau C, Uzan G,
Allanore Y. Circulating endothelial progenitor
cells in systemic sclerosis: association with
disease severity. Ann Rheum Dis, 2008, 67:
1455-60.

¢ Borck G, Molla-Herman A, Boddaert N,
Encha-Razavi F, Philippe A, Robel L, Desguerre |,
Brunelle F, Benmerah A, Munnich A, Colleaux

L. Clinical, cellular, and neuropathological
consequences of AP1S2 mutations: further
delineation of a recognizable X-linked mental
retardation syndrome. Hum Mutat, 2008, 29:
966-74.

* Bristeau-Leprince A, Mateo V, Lim A, Magérus-
Chatinet A, Solary E, Fischer A, Rieux-Laucat F
Gougeon ML. Human TCR alpha/beta+ CD4-
CD8- double-negative T cells in patients with
autoimmune lymphoproliferative syndrome
express restricted Vbeta TCR diversity and are
clonally related to CD8+ T cells. J Immunol,
2008, 181: 440-8.

e Chami M, Oules B, Szabadkai G, Tacine R,
Rizzuto R, Paterlini-Bréchot P. Proapoptotic
calcium transfer to mitochondria during ER
stress is mediated by SERCA1 truncated
isoform. Nat Cell Biol.

* Danos 0. AAV vectors for RNA-based
modulation of gene expression. Gene Ther,
2008.

* De Beaucoudrey L, Puel A, Filipe-Santos 0,
Cobat A, Ghandil P, Chrabieh M, Feinberg J, Von
Bernuth H, Samarina A, Janniere L, Fieschi C,
Stephan JL, Boileau C, Lyonnet S, Jondeau G,
Cormier-Daire V, Le Merrer M, Hoarau C,
Lebranchu Y, Lortholary 0, Chandesris MG,
Ron F, Gambineri E, Bianchi L, Rodriguez-
Gallego C, Zitnik SE, Vasconcelos J, Guedes M,

Les principales publications
scientifiques Imagine

Vitor AB, Marodi L, Chapel H, Reid B, Roifman
C, Nadal D, Reichenbach J, Caragol |, Garty BZ,
Dogu F, Camcioglu Y, Gulle S, Sanal O, Fischer
A, Abel L, Stockinger B, Picard C, Casanova JL.
Mutations in STAT3 and IL12RB1 impair the
development of human IL-17-producing T cells.
J Exp Med, 2008.

* De Villartay JP, Shimazaki N, Charbonnier JB,
Fischer A, Mornon JP, Lieber MR, Callebaut I.

A histidine in the beta-CASP domain of
Artemis is critical for its full in vitro and in vivo
functions. DNA Repair (Amst), 2008.
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