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Résumé

Aujourd’hui I’'un des enjeux majeurs en genétique médicale n’est plus la détection des
variations dans le génome des patients mais leur interprétation biologique et clinique afin de
mieux prendre en charge des patients et leurs apparentées pour les maladies monogéniques a
transmission mendélienne. Dans le cas d’APC, un gene suppresseur de tumeur se manifeste
par le syndrome FAP, et prédispose au cancer colorectal, 9563 variations sont répertoriées
dans la base de donnée ClinVar et I’impact clinique de 58% d’entre elles est inconnu.

Cette étude a été réalisée dans le but de caractériser 1’effet de certaines variations
exoniques susceptibles d’affecter les ESR, et variations IVS -1+1+2 des sites 3’ss 5’ss
d’épissage, sur le pré-ARNm du géne APC, afin de contribuer a leur classification selon les
recommandations ACMG.

La méthode in silico (bases de données et logiciels de prédictions bio-informatique)
nous a servie pour la sélection des variations et les exons d’intéréts 5, 6, et 11. De plus,
I’effet de ces variations a été étudié par le test indicateur d’anomalie d’épissage minigene.

La fiabilité a été confirmée de certains prédicteurs bio-informatique sur I’effet de
certaines variations notamment SpliceAl mais des améliorations sont primordiales pour des
interprétations cliniques. Ce jeu de données a également permis de constater que
I’interprétation des variations ne peut pas étre généralisée par rapport au méme type et la
localisation. Chaque variation doit étre étudiée separément dans son contexte, car certaines
variations +2TC n’ont aucun effet sur 1’épissage, donc des analyses supplémentaires seront
nécessaires afin de confirmer les resultats obtenus.

Mots clés : APC, VUS, minigene pCAS2, outils bio-informatiques, classification ACMG



Abstract

Today, one of the major challenges in medical genetics is no longer the detection of
variations in the genome of patients but their biological and clinical interpretation in order to
better manage patients and their relatives for monogenic diseases with Mendelian
transmission. In the case of APC, a tumor suppressor gene manifesting as FAP syndrome, and
predisposing to colorectal cancer, 9563 variations are listed in the ClinVar database and the
clinical impact of 58% of them is unknown.

This study was carried out with the aim of characterizing the effect of certain exonic
variations likely to affect the ESRs, and VS -1+1+2 variations of the 3'ss 5'ss splice sites, on
the pre-mRNA of the APC gene, in order to contribute to their classification according to
ACMG recommendations.

The in silico method (databases and bioinformatics prediction software) was used to
select the variations and the exons of interest 5, 6, and 11. In addition, the effect of these
variations was examined by the minigene splicing anomaly indicator test.

The reliability has been revealed of certain bioinformatics predictors on the effect of
certain variations, in particular SpliceAl, but improvements are essential for clinical
interpretations. This dataset also showed that the interpretation of variations cannot be
generalized with respect to the same type and location. Each variation must be studied
separately in its context, because some +2TC variations have no effect on splicing, so
additional analyzes will be necessary in order to confirm the results obtained.

Keywords: APC, VUS, pCAS2 minigene, bioinformatics tools, ACMG classification



Sommaire

[- INTRODUCTION ..ot st s sre e 1

[I-SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE........ccoi it e 2-18

=1 L CANCET. .ottt e e e e e e 2
-2, LS MULATIONS ..ottt e e e e e e e e e e e e eeeeenens 2
[-3. LeS VariationS gENIQUES .......c.erueieuirieieiiie et ettt ettt ettt ene e e ens 5

[, L P PISSAZE vt enttete ettt et et et e e teerteeeeeesteeestaeesstaeessaesnneesnnneesnsennees L1

T Y = R 13
- MATERIELS ET METHODES ...ttt ettt ee e eesenee e ese s e 19-31
Y = (< 1= T 19
HE-100 I0 STHICO . et e 19
I1-1.2 Test fonctionnel d’épissage (minigene pCAS2) .....ccovvvvviiviiiiiiiniinn. 21
-2 MO, ..o 22
1-2.1 ANalyses INSHICO.........ooitiiic e 20

[1-2.1 Test fonctionnel (IMINIZENE).......ovuviiniiiiiiieiiieeeeeeieee e eesrie e evee s 23

- RESULTATS oottt ettt ettt sss st ssss st sstes st sas s ssssassessss sessssssssassessssessnsassns 32-48
IT1-1 ANalySes 1N STHCO. .. .ieutiiiiiciieiee e et srae et ae e aeeaena e 32
[11-1.1 SElection des VariationS...........cccevireiiiesiniese s e . 32
[11-1.2 BaSES 08 AONNEES......cuervieieiiieeriie ettt ete et evee ettt s aeseanse s 34
[11-1.3 Prédictions bio-informatiqUeS............cccoueiveieiiiiecie e 35
[11-2. Testefonctionnel MINIGENE. ........cuoovvieiieieeeeeece e 40
[11-2.1 RT-PCR semi qUANtitatiVe. . ......cocueeueeieiniieiie e eie et e 40
[11-2.2 RT-PCR FIuo qUantitative. ..........ccccoeeeieriienieienieeiiesie e 45
[V- DISCUSSION ..ottt e sttt st ettt e sttt st snesenseneens 49-53
V-CONCLUSION .ottt st et e s e s sr e s nnae s nr e e e s eae e eans 54-55

VI- REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES



Liste des tableaux

Tableau 1 : Indication de la séquence de réfErenCe. ...........oooeeiieiiiieie e 4
Tableau 2 : Les codes qui représentent les variations de séquences sur I’ADN (Huret.J.L,
A0 PSP PROPSRTR 6
Tableau 3 : Lataille en pb et AA des exons de APC avec la taille en pb des introns en amont
et aval.(d’apres AlAMUL) ........ooiiiiiiiiie s 14
Tableau 4 : les variations d’ APC sélectionnées pour le test fonctionnel.............ccccovveriirennnnn. 32
Tableau 5 : Les informations collectées sur les variations sélectionnées.............c.ccoceoevivennen. 34
Tableau 6: Tableau récapitulatif des prédictions Splice Al Look up sur les scores et les
positions des sites concernés (accepteur et donneur) pour chaque variation d’intérét............. 38
Tableau 7: Le score le AtESRseq des variations exoniques d’intéréts a base du logiciel
HEXOSPIICE ...ttt ettt ettt et 40

Tableau 8: Résultats issus de I’analyse des alignements apres s€équengage ..........coovcvveveernnne. 44



Liste des figures

Figure 1 : séquences de référence d’apres HGVS ... 5
Figure 2 : Régles de nomenclature des variants, nomenclature officielle de la HGVS.

Modifiée a partir (EScande.F, 2015) .......c.cooiiiiiiiiieiieieie e 7
Figure 3 : organisation des criteres de classification des variations en tant que pathogene ou
bégnine selon les recommandations ACMG (Richards.S e. a., 2015) .....ccocevveiieneeneeieiene 9
Figure 4 : Représentation schématique des signaux et protéines impliqués dans le mécanisme
B PISSAZE .. reeeeeet ettt e e e 11
Figure 5 : Représentation schématique sur les défauts d’épissage engendrés par les variations
A8 SBOUBIICES ...ttt etttk b ettt ekttt h bt e ke bt e e bb ekt e et e st n ke et e et s 12
Figure 6 : Représentation schématique dimentionionnelle de la composition du gene APC en
exons et introns, tirée a partir du serveur Alamut Visual ............cccccvevvieiiie e 13

Figure 7: Représentation schématique des exons et introns du géne APC, qui met en avant la

notion In frame et Out of frame tirée a partir de UMD-APC .........cccooveiiiieeiie e 14
Figure 8: Corrélation phénotype-génotype du géne APC.........cccceecieeeiiieeciee e 17
Figure 9: Présentation schématique de I’endroit de fixation des amorces sur le vecteur pCAS2
............................................................................................................................................. 22
Figure 10: Principe du test fonctionnel indicateur d’anomalies d’épissage, basé sur
I’utilisation du MINIZENE PCASZ ....iiiiiiiiiiie e e s 23
Figure 11: La taille des inserts amplifiés par PCR par le biais des amorces InFusion ............ 24
Figure 12: Migration des produits PCR sur gel d’agarose @ 1.5%........ccccoovviiiiviiniinininiiiinnne, 25

Figure 13: Représentation schématique des sites de digestion sur pCAS2 par BamHI et Mlul,
la migration sur gel d’agarose du pCAS2 digeéré et Non digere .........ccoovvvvveiiiieiiieiiieiiieninens 25

Figure 14: Représentation schématique du clonage de I’insert dans le vecteur pCAS2 digéré

par recombinaiSoN NOMOIOGUE ..........cciiiieiiiee e 26
Figure 15: Principe de la mutagénése dirigée : PCRI et PCRII .........ccovvviieiiieiiiie e, 27
Figure 16: La migration sur gel d’agarose a 1.5% des produits PCRI..............coccoiiinincn 28
Figure 17: La migration sur gel d’agarose des produits de PCRIL.............cccceeiiiiiiiiiniiiinnnn 28
Figure 18: Courbe d’amplification d’un fragment cible par PCR en temps réel ..................... 31

Figure 19: Description de la localisation des variations sélectionnées dans ’exon 5, 6 et 11

d’APC, et leurs régions introniques flanquantes. .............cooiiiieiieiiiiiie e 33



Figure 20 : Diagramme qui représente la force des sites d’épissage 5’ss et 3’ss pour chaque
exon d’APC tirées a partir de SSF-L et MaxEnt dans Alamut ............cccccovveviieiiniiieiinennnn 35
Figure 21: Courbe qui représente la force des sites accepteurs 3’ et donneurs 5’constitutifs du
géne APC basés sur les logiciels de prédiction SSF-L et MaxEnt tirés a partir de ’interface
AJBIMUL Lttt h ettt 36
Figure 22: Diagramme qui représente le score percentile constitutif des sites donneur 5’ et
accepteur 3’ d’APC tirés a partir de MaxEntScan SROOGLE............ccooiiiiiiiiiiiiiiineee, 37
Figure 23: Histogramme qui représente la force des sites sélectionnés en état sauvage WT ou
MUtE (Variant) tir€eS Par HSF ... ..o 38
Figure 24: D’effet sur I’épissage des 12 variations, sélectionnées dans I’exon 5, 6, 11 de APC,
analysées a I’aide du test fonctionnel MINIGENE ........coiiiiiiiiiiiiiierce e 43
Figure 25: Séparation des produits RT-PCR fluo (profils d’épissage) par électrophorése sur
ZE1 A AZATOSE 290 ...veee e 46
Figure 26: Quantification relative, par RT-PCR fluorescente, des transcrits produits a partir

des minigenes « APC exon 5, 6 et 11 » sauvage et mutés (variations +1 et +2) ...........c......... 47



Liste des abréviations

ADNg : Acide DésoxyriboNucléique génomique
ADNCc : Acide DésoxyriboNucléique complémentaire
ARNM : Acide RiboNucléique messager

APC: adenomatous polyposis coli

BET : Bromure d’EThilium

CMV : CytoMegaloVirus

dNTP : desoxyNucleotide TriPhosphate

DSB : Double-Strand Break

ESE : Exonic Splicing Enhancer

ESR : Exonic Splicing Regulatory elements
ESRseq : Exonic Splicing Regulator Sequence
ESS : Exonic Splicing Silencer

FAP: Familial adenomatous polyposis

FL : Full-length (« pleine-longueur »)

ISE : Intronic Splicing Enhancer

ISS : Intronic Splicing Silencer

IVS: intervening sequence (intron)

MES : MaxEntScan

PCR : Polymerase Chain Reaction

pré-ARNm : Acide RiboNucléique pré-messager
RT-PCR : Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction
SR : Serine aRginine-rich

SNV : Single Nucleotide Variant

VSI : Variation de Signification Inconnue

WT : Wild Type

5°/3’ss : 5°/3 " splice site

AtESRseq : total ESRseq score change



INTRODUCTION



. Introduction

La génétique humaine a pu relever plusieurs defis ces derniéres années, telle que la
détection des variations dans le génome des patients et la mise en évidence de la trés grande
variabilité interindividuelle du génome humain, et ce gréace a la révolution technologique et la
mise a disposition de nouvelles techniques de séquencage de I’ADN a haut débit. Mais
I’interprétation biologique et clinique de ces variations reste un défi majeur en génétique
medicale (Richards.S et al, 2015).

Les individus qui sont porteurs d’une altération causale au niveau constitutionnelle
(germinale) présentent un risque plus élevé de développer un cancer a un age précoce par
rapport a la population générale. Il est donc essentiel d’identifier et de caractériser les génes de
prédisposition aux cancers et de classifier les différentes variations identifiées dans ces genes
afin d’optimiser la prise encharge des patients et de leurs apparentés (Gaildrat.P, 2021).

Selon Dinstitut national du cancer, les recherches en oncogénétique ont permis
d’identifier plus de 100 génes de prédisposition a certains cancers (Rahman.N, 2014), tel que

le gene APC (Adenomatous Polyposis Coli), un gene suppresseur de tumeur (Polakis.P, 1995).

La protéine APC exerce plusieurs fonctions au sein de la cellule : elle régule la
signalisation WNT en régulant la stabilité et la localisation de la B catenine, 1’adhésion et la
migration cellulaire, I’assemblage des microtubules et la ségrégation des chromosomes
(Fodde.R, 2002). Par consequent des altérations génétiques dans des régions spécifiques de ce
gene peuvent engendrer la perte des fonctions d’APC essentielles au bon fonctionnement
cellulaire. Elles se manifestent cliniguement par le syndrome FAP (Familial Adenomatous
Polyposis). C’est un syndrome a transmission autosomique dominante, caractérisé par la
survenue de polyposes dans le colon et le rectum a un age précoce et prédispose au CCR
(Cancer ColoRectal) (Leoz.M.R, 2015).

Aujourd’hui, 9563 variations nucléotidiques d’APC sont répertoriées dans la base de
données ClinVar ( ClinVar APC). Parmi ces variations, 5613 (58%) ont été classées comme
des variations a signification inconnue (IVS : leur impact biologique et clinique reste a

déterminer).

Le but de ce projet de recherche est de caractériser les effets des variations a 1’origine
des substitutions introniques localisées en position -1, +1, +2 des exons, 5, 6, et 11 d’APC et
également une substitution exonique de ces exons sur I’épissage du pré ARNm d’APC. En
utilisant le test fonctionnel Minigéne et les prédictions bio-informatiques, et ce afin de

contribuer a la classification de ses variations selon les recommandations ACMG.






I1. Synthese bibliographique
I1.1 Le cancer

11.1.1 Définition

Le cancer englobe un groupe hétérogéne de maladies, qui se manifeste par le développement
anarchique des cellules anormales au sein de I’organisme. Ce déréglement au niveau cellulaire
est lié aux changements qui surviennent dans le génome des cellules. Ces mutations sont la
conséquence des interactions entre plusieurs facteurs de risque : facteurs externes
(environnementaux, mode de vie, infections), facteurs internes (facteurs génétiques,

déréglement des hormones et systéeme immunitaire..) (Le Cancer, 2016).

Le cancer est considéré comme un probleme majeur de santé publique, car il est 'une des
principales causes de mortalité dans le monde a 1’origine de prés de 10 millions de déces en
2020 (Ferlay.J, 2020) d’ou la prévention, I’innovation du diagnostique et thérapeutique sont
une nécessité au niveau mondiale car plusieurs cancers peuvent étre guéris dans le cas ou le

diagnostic est fait a des stades primaires suivi d’un traitement efficace (Cancer, 2022).
11.1.2 Classification
Le cancer est classeé selon son origine en deux groupes :

11.1.2.1 Sporadiques : dit aussi somatiques, representent 85 a 90%, ils sont caracterisés par la
présence des altérations génétiques au niveau de la tumeur, accumulées tout au long de la vie

(vieillissement, facteurs environnementaux).

[1.1.2 .2 Génétiques : représentent 5 a 10%, caractérisé par la présence de I’altération causale
des la naissance, soit en constitutionnelle (pré-zygotique) héritée par les parents, ou mosaique

(post zygotigue) variation de novo .
11.2 Les mutations

11.2.1 Définition

Elles sont le résultat d’un processus biologique qui conduit a la modification de la séquence
d’un geénome, elle résulte de P’action d’agents physiques, chimiques, ou d’erreurs de

réplications (Kebir.S, 2015-2016).
[1.2.2 Classification

Les mutations peuvent étre classées selon différents critéres



11.2.2.1. Selon la localisation cellulaire et chromosomique: (Kebir.S, 2015-2016)

e Mutation germinale (constitutionnelle) : mutation présente dans les cellules germinales
avant la fécondation (cellules souches d’un gameéte), elle est héritée par les parents et

sera transmissible a la descendance.

e Mutation somatique (acquise) : elle apparue dans une cellule somatique, peut étre a
I’origine d’un clone cellulaire porteurs de cette mutation, et les mutations ne seront
pas transmissible a la descendance.

e Mutation autosomique : survient dans les génes situés sur les autosomes.

e Mutation liée au sexe : survient dans des genes situés sur les chromosomes X/Y.

11.2.2.2 Selon leurs effets biologiques

La conséquence d'une mutation peut étre trés variable. La nature de la séquence touchée,
I'ampleur de la modification génétique, le contexte biologique, genétique, environnemental,

sont autant d'éléments qui déterminent les effets de ces changements (Bodart.J.F, 2007).

Mutation perte de fonction, Mutation hypomorphe, Mutation hypermorphe, Mutation gain de
fonction, Mutation conditionnelle, Mutation létale, Mutation suppressive, Mutation
neutre (Chellat-Rezgoune, 2021) (Kebir.S, 2015-2016).

11.2.2.3 Selon la taille du changement

Les mutations chromosomiques, et les mutations géniques (ponctuelle), (Chellat-Rezgoune,
2021).

11.2.2.4 Selon la nature de changement moléculaire : (Chellat-Rezgoune, 2021)

Sont des mutations ponctuelles (variation de séquence = variant allélique) : concerne le

changement de une ou quelques positions adjacentes de I’ADN, il existe 2 grands types :

Les substitutions (mutation silencieuse, faux sens, non-sens), et les Indel: insertion ou

délétion, décalage de cadre de lecture : frameshift.
[1.2.3. L’impact phénotypique des variations génétiques

Les mutations sont la source de la diversité entre individus, mais elles sont aussi a 1’origine
des maladies génétiques monogéniques, et des prédispositions génétiques aux maladies

multifactorielles. Les conséquences de toute mutation dépendent de son effet fonctionnel, qui



peut étre neutre, conduit a 1’amélioration d’une fonction (diversité, évolution) ou & son

altération (effet pathogéne) (Kebir.S, 2015-2016).
11.3 Les variations de séquences
11.3.1 Terminologie

Le terme « mutation » et « polymorphisme » MAF>1%, ont créé des confusions, car ils
réfeérent a une classification par rapport a I’effet pathogeéne et bénin respectivement. Afin de
palier a ce probleme il a été recommandé de remplacer ces deux termes par « variant »
(Richards.S, et al, 2015) qui référe a tout changement de la séquence d’ADN de référence,

sans préjuger de sa conséquence fonctionnelle.

Le changement de la séquence d’ADN peut concerner un seul nucléotide (SNV), 2 a 50pb
(Indels), ou bien des variations structurales >50pb (duplication en tandem, duplication
intrinséque, inversion, translocation et variation du nombre de copie CNV) (Gaildrat.P, 2021).

11.3.2 Nomenclature

L’uniformisation de la nomenclature des variations est définie et maintenue par le consortium
Human Genome Variation Society (HGVS) en établissant des recommandations a base des
critéres standardisées au niveau international afin d’assurer une description claire des
variations de séquence, pouvoir les partager mais aussi les utiliser en aval pour des

diagnostics moléculaires (Den Dunnen.J.T, 2016).
11.3.2.1 La séquence de référence

Tableau 1 : Indication de la séquence de référence.

Codant C. NM
ADN Génomique g. NG_
Mitochondrial m.
ARN r.
Protéine p. NP_

La description des variations doit toujours étre faite au niveau de I’ADN en lien avec une

séquence de référence qui peut étre :



e Une séquence genomique, qui est symbolisée par le préfixe «g.» précéde la

description du variant. Elle est précise car elle fait référence au chromosome et a la
version du génome (GRCh37/hg19 et GRCh38/hg38), utilisée par la bio-informatique

pour le traitement des résultats de séquencage a haut debit.

e Une séquence codante du transcrit du géne étudié (ADNCc), précéde la description du

variant par le préfixe « c. ». Il faut bien préciser la séquence de référence choisie car

un méme géne peut avoir plusieurs transcrits, et le choix se portera généralement sur le

transcrit principal, qui est souvent le plus abondant dans les cellules.

Elles proviennent de la base de données RefSeqGene (Reference Sequences Gene), du

national center

Biotechnology

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg/

Information (NCBI)

e Une séquence proteique, qui décrit les variants par le préfixe « p. », mais pour des

raisons de précision, les variants doivent étre décrits au niveau de I’ADN, car un

méme AA peut étre le résultat de différents variants nucléotidiques. (Escande.F,

2015).
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Figure 1 : Séquences de référence d’aprés HGVS (Escande.F, 2015).
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Sur la séquence gnomique :
e Désigne les nucléotides par rapport a leur position sur le chromosome
Sur ’ADNc :

e le premier chiffre 1 est toujours référé au premier nucléotide A, du codon de
I’initiation ATG

e La partie en amant du codon d’initiation de la traduction (5’UTR) est notée -1, -2, ect

e Les nucléotides situés au début des introns (IVS: InterVening Sequence) seront
numérotés : le chiffre du dernier nucléotide de ’exon +1, +2, ect. Et ceux situés a la
fin de I’intron : le chiffre du premier nucléotide de I’exon en aval -1, -2, ect.

e Le dernier nucléotide du codon de terminaison de la traduction portera le dernier

chiffre et la séquence en aval (3’UTR) sera numérotée *1, *2, ect

Sur séquence protéique :

e Le premier codon de traduction est numéroté 1

11.3.3 Les codes utilisés pour décrire les variations:

— Au niveau de ’ADN :

Tableau 2 : Les codes qui représentent les variations de séquences sur ’ADN (Huret.J.L,
2008)

Substitution > Inversion Inv Translocation t
Etendue - Conversion Con Mosaique ,
Délétion del Extension Ext Allele [1
Insersion ins Codon stop X Incertain 0
Décalage de Autres
Duplication dup cadre de fsX changements

lecture sur 1’allele




e Exemples de nomenclatures de variations nucléotidiques :

ga2 892
v
Substitutions «»» GTT&CT!GAMG GTTGCTTGAAAC c.3920>T
Substitution de la cytosine (C) enthymine (T) en postion 892 de b séquence codante de de FADNC de référenca
2507

Délétions «dels v

Une base GTCAGATCCA €.2507del ou c.2507delA

Délétion de I'adénosine (A) en position 2507
3268 3274
Plusieurs bases CITCIT A!AGCWMG& €.3268_3274del
Ddétion des bases GAGCTTA

Insertions «ins=» 35

Une base GTTACT AT GTTACTGACAACAT  c¢3658_3650insA

Insmlmgéu:?e basa A entre les nudéotides 3658 et 3650
Plusieursbases  GAAGTG[38 pb| AAGAGGA C.682_683ins38
Insertion de 38 palres de bases entre les nuckiotides 682 et 683
Dans un motif répété GATACTCTCATT GATACTCTCTCATT Duplication
Duplication adup»
pl p a%z
Unebase GATACTCICATT GATACTCTICATT €682dupT
334337

Plusieurs bases CT, A!CT!AGT CTAGCTCGTCTAGT c.334_337dup (et pasc33s_341dup)
Duplication du motif situé en postion 334-337

Figure 2 : Regles de nomenclature des variants, nomenclature officielle de la HGVS.
Modifiée a partir (Escande.F, 2015).

11.3.4 L’effet des variations géniques au niveau moléculaire
Ces variations géniques peuvent modifier plusieurs processus moléculaires tel que :

11.3.4 .1 La régulation de la transcription (éléments cis-regulateurs : séquence de I’ADN ou

des facteurs de transcription se lient) ce qui affecte le taux de I’ARN produit.

11.3.4 .2 L’épissage (les ESR, ISR, le site accepteur 5’ et donneur 3°, site d’embronchement)

ce qui affecte la maturation des ARNm : élimination des introns et assemblage des exons.

e Destruction d’un site naturel d’épissage (5°/3’ ss)
e Création d’un nouveau site d’épissage (5°/3” ss)
e Altération d’un ou plusieurs éléments de régulation (SRE, e.g. ESE/ESS)

e Altération des sites de branchement

11.3.4 .3 La traduction (la conformation de ’ARNm en trois dimensions : 1’endroit de liaison

des facteurs d’initiation, ou bien un décalage de cadre de lecture : un codon stop prémature)



Ce qui affecte la quantité ‘dégradation par NMD’ et la qualité de la séquence nucléotidique

respectivement.

11.3.4 .4 La conformation spatiale de la protéine (changement de la nature des acides aminés,
protéine tronquée, protéine instable) ce qui affecte la fonction de la protéine en question
(activité réduite, nulle, ou continuelle)

11.3.5 Classification selon les recommendations ACMG (American College of Medical
Genetics): (Richards.S, et al, 2015)

Les variations localisées dans des génes impliqués dans des maladies mendéliennes sont

classées en 5 catégories :

classe Type de variation
5 Pathogéne
4 Probablement pathogene
3 Variation a signification inconnue (VUS)
2 probablement bégnine
1 Bégnine




Interpretation of sequence variants | RICHARDS et a/ ACM G STAN DARDS AN D G UIDEI—IN ES

Benign Pathogenic
Strong Supporting Supporting Moderate Strong Very strong
Population MAF is too high for Absent in population Prevalence in
data disorder BA1/BS1 OR databases PM2 affecteds statistically
observation in controls increased over

inconsistent with controls PS4
disease penetrance BS2

Computational Multiple lines of Multiple lines of Novel missense change Same amino acid Predicted null

and predictive computational evidence computational at an amino acid residue change as an variant in a gene
data suggest no impact on gene evidence support a where a different established where LOF is a
/gene product BP4 deleterious effect pathogenic missense pathogenic variant known
on the gene /gene change has been seen PS1 mechanism of
Missense in gene where product PP3 before PM5 disease
only truncating cause PVS1
disease BP1 Protein length changing

variant PM4
Silent variant with non
predicted splice impact BP7

In-frame indels in repeat
w/out known function BP3

Functional Well-established Missense in gene with Mutational hot spot Well-established

data functional studies show low rate of benign or well-studied functional studies
no deleterious effect missense variants and functional domain show a deleterious
BS3 path. missenses without benign effect PS3

common PP2 variation PM1
Nonsegregation Cosegregation with
ation with disease BS4 disease in multiple .
mﬁg afaotod family Increased segregation data

members PP1

De novo De novo (without De novo (paternity and
data paternity & maternity matemity confirmed)
confirmed) PM6 PS2
Allelic data Observed in trans with For recessive
a dominant variant BP2 disorders, detected
in trans with a
Observed in ciswith a pathogenic variant
pathogenic variant BP2 PM3
Other Reputable source w/out Reputable source
database shared data = benign BP6 = pathogenic PP5
Found in case with Patient's phenotype or
Other data an alternate cause FH highly specific for
BPs gene PP4

Figure 3 : organisation des criteres de classification des variations en tant que pathogene

ou bégnine selon les recommandations ACMG (Richards.S, et al, 2015)

BS= benign strong/ BP= benign supporting/ FH= family history/ LOF= loss of function/ MAF= minor
allele frequency/ path= pathogenic/ PM= pathogenic moderate/ PP= pathogenic supporting/
PS=pathogenic strong/ PVVS= pathogenic very strong.

D’aprés ’ACMG et I’AMP (Association for Molecular Pathology), 6 aspects doivent étre pris

en compte pour pouvoir interpréter les variations de séquences afin de les classeés :
11.3.5.1 La fréquence allélique dans la population générale :

La fréquence allélique, MAF (Minor Allele Frequency) de la variation dans la population

générale doit étre compatible avec la prévalence de la maladie. (Manolio.T.A, 2009)

Les maladies mendéliennes sont généralement rare par conséquent la MAF de la variation en
question dans la population générale doit étre <1%, car si la MAF et >1% la variation sera

ignorées et sera considérer comme polymorphisme.



La MAF, peut étre consultée a travers les différentes bases de données : dbSNP, gnomAD...
11.3.5.2 La fréquence dans les cohortes des malades :

Comparaison entre des cohortes des cas vs témoin, sur la présence ou I’absence de la
variation en question. Ces cohortes doivent étre bien choisies en tenant compte de : taille,
’origine, le phénotype, la pénétrance (compléte ou partielle) et 1’age d’apparition (précoce ou
tarde).

11.3.5.3 La co-segrégation de la variation dans les familles des patients :

L’analyse de I’arbre généalogique de plusieurs patients en prenant compte de la pénétrance et

I’age d’apparition
11.3.5.4 Prédictions sur la base du type de variation :
I1'y a des types de variations qui sont prédites perte de fonction du fait leurs nature :

Variation nonsense, et les variations qui crée un décalage de cadre de lecture (indel non
multiple de 3), car elles conduisent a I’apparition des codons stops prématurés, et ces derniers
ont un effet perte de fonction de la protéine. De ce fait, si ces variations sont localisées dans

des genes impliqués dans une maladie monogénique, elles sont classés pathogeénes.

Les IVS+1/2 sont généralement classées pathogeénes car elle conduise a un saut d’exon,

délétion de quelques nucléotides exonique ou bien une rétention intronique.
11.3.5.5 Prediction bio-informatiques de I’'impact biologique de la variation :

Ses logiciels de prédictions bio-informatique sont interpelés en cas des variations faux-sens
(changement d’AA) de signification inconnue (VUS) qui sont susceptible d’engendrer des

défauts d’épissage.

Ces logiciels sont basés sur le degré de conservation de I’AA d’une part et d’une autre part

sur les caractéristiques biochimiques de I’AA.

Ces prédictions bio-informatiques ont une fiabilité variable mais sont utilisées a fin de

sélectionner des variations pour les tests fonctionnels (Jinchen.L, 2018).
(ESRseq scores, MMsplice, MaxEntScan, Human Splice Finder, Splice Al...)
[1.3.5.6 Données fonctionnelles :

La grande majorité des variations affectent 1’épissage et ¢a engendre généralement des
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ARNmMm aberrants a cause d’un frameshift de plus souvent.
Parmi les tests fonctionnels indicateurs de défaut d’épissage :

Analyse par RT-PCR sur ARN du sang ou lignée lymphoblastoide de patient, en cas de non
disponibilité d’un échantillon de patient, on peut utiliser le test basé sur l’utilisation de

minigéne.

Plusieurs tests ont été développé pour évaluer la fonctionnalité de d’une protéine, soit dans

son contexte biologique complet ou sur une caractéristique fonctionnelle spécifique.

11.4 L>épissage :
[1.4.1 Définition

C’est un mécanisme de régulation post-transcriptionnel, et il est considéré comme
une etape clés pour la maturation des prés-ARNm, permettant 1’excision des introns

et I’assemblage des exons.

0o

= " . St régu_lsﬂé_m:s_(:]
wor  UU | U OO A
o SUEUEARSS, WD D

(Scotti.M.M, 2016)

Figure 4 : Représentation schématique des signaux et protéines impliqués dans le

mécanisme d’épissage

Ce processus met en jeu, un complexe moléculaire dynamique le spliceosome, qui est
constitué de 5 ribonucléoprotéines nucléaires (les shnRNP U1, U2, U4-U6) et plus de 200
protéines. (Scotti.M.M, 2016)

Cette machinerie, qui a comme roéle, d’'une part la catalyse des réactions de trans-
estérification, et d’autre part le maintien de la structure du transcrit, reconnait des endroits

spécifiques sur la séquence du pré-ARNmMm, on distingue :
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e les sites d’épissage: le site donneur 5’ ss, le site accepteur 3’ss, et le site de

branchement) permettent la reconnaissance des jonctions exon/intron.

e les ¢léments de régulation de I’épissage : les éléments répresseurs exoniques (ESS,

Exonic Splicing Silencer) ou introniques (ISS, Intronic Splicing Silencer) qui lient les

protéines hnRNP (heterogeneous nuclear RiboNuclo Proteins),

et les éléments

stimulateurs exoniques (ESE, Exonic Splicing Enhancer) ou introniques (ISE,

Intronic Splicing Enhancer) qui constituent des sites de fixation pour les protéines SR

(SerineaRginine-rich), permettant ainsi

spliceosome. (Scotti.M.M, 2016)

la modulation et le

recrutement du

Les séquences du 5’ss et 3’ss sont treés conservé notamment sur les di-nucléotides situés aux

extrémités 5’ et 3’ des introns :1VS -1-2 GT et IVS+1+2 AG.

11.4.2 Les défauts d’épissage induits par des variations de séquence :

Point de branchement,

3’ss S’ss  Région riche en pyrimidines
' v v
| ex] — 3k ex2 WP ex3 =P
Nouveau ss
Il exl —ex2 —— ex3 =-—p
7
11 ex1 —@exz —  ex3 =P
5’ss Activation d’un ss cryptique
v ex1l ex2 ex3 —p-
¢ Nouveau ss
_ Pseudo ___
\Y exl rzs ex2 —— ex3 —
Nouveau ss
exl  Exon —— Intron ik Activation/utilisation d’un

nouveau site d’épissage

ex1l ex3

Saut d’exon

ex1 %  ex3

Perte d’un fragment d’exon

ex1 ex3
Saut d’exon

(o g
ex1 eX2 o2l €X3

Inclusion d'un fragment d’intron

ex1 Pseudo' ex2
exon |

. ex3

Inclusion d'un pseudo-exon

* Mutation sur des signaux d’épissage

(Quilan.M, 2021)

Figure 5 : Représentation schématique sur les défauts d’épissage engendrés par les

variations de séquences

Selon (Wimmer et al, 2007) dans (Abramowicz et Gos., 2018)

Les mutations qui altérent 1’épissage peuvent étre divisé en 5 catégories :
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(DMutations qui affectent les signaux principaux d’épissage. (II)Mutations qui créent des
nouveaux sites d’épissages. (III)Les mutations qui affectent les éléments de régulations

d’épissage. (IV)Les mutations qui activent des sites cryptiques. (V)Les mutation introniques.

11.4.3 Les approches expérimentales de détection des anomalies d’épissage: (Meulemans.L,
2021)

11.4.3.1 Analyses expérimentales dans un contexte artificiel :

e Test indicateur d’anomalies d’épissage basé sur I'utilisation de minigenes
e Test indicateur d’anomalies d’épissage basé sur [’utilisation de transgenes ou de
modifications du génome

11.4.3.2 Analyses expérimentales & partir du materiel biologique des patients:

e Analyse des profils d’épissage des transcrits par RT-PCR
e Analyse de I’expression allélique

e Analyses des défauts d’épissage par la technique de RNA-seq

1.5 APC (adenomatous polyposis coli)
11.5.1 Définition :

C’est un gene suppresseur de tumeur, localisé sur le chromosome 5 brin g en position 22.2, il
est composé de 16 exons (-1...15), et sa protéine comporte 2846 acides aminés (AA) de
310KDA (Leoz.M.R, 2015)

Vue générale du transcrit NM_000038.6

Figure 6 : Représentation schématique dimentionionnelle de la composition du gene

APC en exons et introns, tirée a partir du serveur Alamut visual (NM_000038.6 Hg19)
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Tableau 3 : La taille en pb et AA des exons de APC avec la taille en pb des introns en

amont et aval.(d’aprés Alamut)

Exon In frame or Taille (pb) Taille Intron en Intron en
out of frame (AA) amont aval
-1 5’UTR 41 0 16947
1 5’UTR+Start 153 45 16947 11300
2 ouT 85 29 11300 778
3 ouT 202 68 778 8238
4 ouT 109 37 8238 5052
5 IN 114 38 5052 11542
6 IN 84 28 11542 8749
7 IN 105 35 8749 14111
8 IN 99 33 14111 3372
9 ouT 379 127 3372 2551
10 IN 96 33 2551 5116
11 ouT 140 47 5116 681
12 IN 78 26 681 849
13 IN 117 39 849 5978
14 ouT 215 72 5978 2387
15 Stop 6574 2192 2387
NB :

La notion de In frame et Out of frame
Nombre de pb constituant 1’exon /3, si le nombre est entier (multiple de 3) donc I’exon est dit

In frame, si ce n’ai pas un nombre entier ’exon est Out of frame

E D D OJOOEOED D
O ooD o

mml »m http://www.umd.be/APC/

Figure 7: Représentation schématique des exons et introns du gene APC, qui met en

avant la notion In frame et Out of frame tirée a partir de UMD-APC
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La protéine APC est multifonctionnelle et se trouve sous plusieurs isoformes dans la cellule,
elle contient des domaines et motifs AA qui lui permettent de s’oligomériser et interagir avec
plusieurs protéines (Leoz.M.R, 2015). L’activité d’APC est corrélée avec son niveau de
phosphorylation (Bio-informatique)

11.5.2 Les réles intracellulaire de la protéine APC :

Le géne APC code pour une protéine multifonctionnelle, qui peut participer a plusieurs
processus cellulaire : la transduction du signal (voie WNT), I’assemblage des microtubules et

la ségrégation des chromosomes, 1’adhésion et la migration cellulaire. (Fodde.R, 2002)

[1.5.2.1 La régulation négative de la voie WNT: cette régulation se fait & travers la
dégradation de la B caténine par la protéine APC associée a un complexe destructif :
Axin/Axin2, GSK-3b et CK1 dans le cytoplasme (Neo.O, 2021). En effet en absence
de Pactivité d’APC, la protéine B caténine s’accumule et se tronsloque dans le noyau, et
interagie avec d’autres facteurs de transcription (FT) permettant ainsi 1’expression de
plusieurs oncogenes impliques dans la: prolifération, migration, progression et apoptose.
(Leoz.M.R, 2015)

11.5.2.2 La stabilisation des microtubules : la protéine APC s’associe avec d’autres protéines

et exerce:

e Larégulation de la duplication des centrosomes par I’interaction entre les centrosomes
et les tubulines.
e La fixation correcte du fuseau mitotique aux Kkinétochores des chromosomes.
(Fodde.R, 2002)
En effet ces deux fonctions assurent 1’assemblage et la stabilit¢ des microtubules ce qui
conduit a la stabilisation des chromosomes. En effet une APC inactive implique un défaut de

ségrégation des chromosomes. (Leoz.M.R, 2015)
11.5.2.3 Le controle I’adhésion cellulaire :

La protéine APC régule la  caténine, et cette derniere non seulement elle est 'un des
modulateurs de la voie WNT mais elle est aussi un composant essentiel pour I’adhérence des
jonctions. Elle lie entre les Ecadherines et o caténine, et entre les actines et leurs protéines

associées (Ben-Ze'ev.A, 1998)
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11.5.2.4 la régulation du cycle cellulaire :

La protéine APC intervient principalement durant la transition G1/S et G2/M.
(He.T.C, 1998), (Rubinfeld.B, 1996). La régulation au niveau du G1/S se fait grace
a I’activation de la cycline D1 par la B caténine sous forme inhibée (Heinen.C.D,
2002). La phase G2/M, c’est 1’état de phosphorylation d’APC qui joue un role dans
cette transition, en effet APC non phosphorylée inhibe la progression de G2 en M,
mais dans son état phosphorylé elle permet la progression de la mitose. (Neo.O,
2021)

11.5.2.5 le réle dans le mécanisme de réparation BER :

La protéine APC est aussi impliquée dans le mécanisme de régulation BER (base
excision repair) (Jaiswal.A.S, 2008). Le BER est impliqué dans la réparation des
petites 1ésions d’ADN (Liu.Y, 2007), en cas des grandes lésions, la transcription
d’APC est stimulée, cette derniére forme un complexe avec les modulateurs de ce
mécanisme tel que Fen-1 et pol-b, ce qui permet le blocage du processus de BER.
L’ADN non réparé induit le déclanchement du mécanisme d’apoptose.

(Jaiswal.A.S, 2008)

11.5.3 Les manifestations phénotypiques d’une perte de fonction d’APC
11.5.3.1 Syndrome FAP : (familial adenomatous polyposis)
11.5.3.1.1 Définitions

C’est une maladie génétique a transmission autosomique dominante (Polakis.P, 1995),
généralement causée par des mutations germinales au niveau du géne APC, mais 25% sont
des mutations de novo. Caractérisé par la formation précoce de nombre variable de polypes

adénomes colorectal multiple (Leoz.M.R, 2015)
NB :

Polypes : ¢’est une excroissance qui se développe sur la muqueuse du cblon, on distingue
deux types : polype bénins qui ne présentent pas un risque de développement, et des polypes

adénomataux, qui sont susceptible de se développer en tumeur cancéreuse. (Médiste, 2018)

Adénome : est une dysplasie, une tumeur néoplastique bénigne, qui peut se développer en

tumeur néoplastique maligne, (ex : CCR : cancer colorectal) (cancer)
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Les patients avec le syndrome FAP, développent d’autres manifestations en plus des polypes
gastriqgues de duodénales: cancer de la thyroide, cerveau et 1’estomac, hypertrophie

congeénitale, kystes épidermoides (Leoz.M.R, 2015)
11.5.3.1.2 Phénotypes de FAP :
Selon le nombre de polyposes et I’age de leurs survenus, on distingue

e FAP Classique : centaine de milliers de polypes tout au long du colon et rectum a
I’age de 15 ans, et CCR inévitable a I’age moyen 35ans

e FAP Atténué (AFAP) : 10 a 1000 polypes, qui se manifestent a un age un peu tardif, et
le risque de développer le CCR est moindre, une forme d’imitation d’une forme

sporadique (évolution bénigne de la maladie) (Leoz.M.R, 2015)

11.5.3.1.3 Corrélation entre phénotype FAP et son génotype

Il existe une association entre les manifestations cliniques et la localisation des mutations

germinales du géne APC

3 ¥
Mmrrrrrrrrrr T T rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrorrrrrroarnrrnoornnd
0 00 400 800 800 1,000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

Codon number

. Attenuated FAP (1-157; 213—412; 1,505-2,843)

I intermediate FAP (157-1,595)

. Profuse FAP [1,250-1464)

Figure 8: Corrélation phénotype-génotype du géne APC (Leoz.M.R, 2015)

DT : tumeur desmoide, CHRRE : hypertrophie congénitale de I'épithélium pigmentaire

rétinien, FAP : familial adenomatous polyposis,

Plus de 1100 mutations probablement pathogénes ont été répertoriées, on trouve

majoritairement :

e Mutations tronquantes : 28% non-sens, 10% insertion, 46% délétions, 3% faux sens
et 13% grosses altérations : délétion des exons (défaut d’épissage), ou duplication.

e Les mutations faux sens sont rare mais 60 sont déja classées potentiellement
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pathogéne

Selon cette corrélation on distingue :

e Polypose agressive (profuse FAP) présenté en rouge : entre les codons 1250 et 1464,
principalement 0309
e AFAP (Attenuated FAP) présenté en vert : généralement les extrémités 5’ (avant le
codon 157) et 3’ (aprés le codon 1595), en plus régions d’épissage alternatif de ’exon
9 (213-4012)
e Phénotype intermédiaire de FAP (classique) présenté en gris : le reste du géne ; entre
les codons 157 et 1595 sauf le 1309. (Nieuwenhuis.M.H, 2006)
Les manifestations extra coloniales sont associées également a des mutations spécifiques
de géne APC, généralement situées avant le codon 1400 sauf pour le DT : tumeur desmoid en
aval de 1400.

11.5.3.2 Cancer colorectal

Les patients avec le syndrome FAP, présente un risque majeur au développement d’un cancer
colorectal a un age précoce, d’ou I'intérét de préventions par des approches et interventions

endoscopiques et chirurgicales. (Leoz.M.R, 2015)

Le gene APC est un géne suppresseur de tumeur car sa perte de fonction est impliquée dans

I’initiation et la promotion du cancer : (Leoz.M.R, 2015)

e L’initiation du cancer :
La perte de fonction d’APC fait acquérir un avantage fort de sélection positive aux cellules
colorectales, par la perte de régulation nucléaire de B catenin, ce qui imite une activation

constitutive de la voie WNT, et promouvoir ainsi I’initiation a I’amplification clonale

e La progression tumorale :
Les mutations dans le domaine C-ter de APC, permet I’apparition des réarrangements
chromosomiques (CIN), former ainsi de nouvelles mutations au niveau des génes
suppresseurs de tumeur et les oncogenes, ce qui conféres aux cellules le caractére maligne et

métastases.
11.5.3.3 Manifestations extracolorectal,

Les mutations au niveau d’APC sont aussi liées au cancer gastrique, du sein, des poumons et |

cancer cervical (Neo.O, 2021)
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Il. Matériels et méthodes

I1.1 Matériels

11.1.1 In silico

Les Bases de données :

L’interface ou les variations sont répertoriées, ont été consultées soit a partir de I’interface

Alamut Visual (version 2.15, Feb 2020) ou bien directement sur leur interface web

gnomAD (Genome Aggregation Database) : une base de donnée qui comprend le séquencage
d’exome de 13216 individus, et séquencage du génome de 15496 individus de populations
différentes, permettant ainsi d’estimer la fréquence allélique pour chaque variation

(Karczewski.k, 2017)

ClinVar : archive publique, qui rapporte la relation entre phénotype et variations humaine
(interpretation clinique des variations) base sur les échantillons des patients héberges par
NCBI (National Center for Biothechnology information), et financé par NIH (National
institutes of Health) (Landrum.M, 2013).

dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism database) : archive publique, développé par NCBI
dans le but d’assembler des variations génétiques inter et intra-especes, incluant: substitutions

d’une seule nucléotide, répétitions micro-satellitaires, petites indel (Sligielski.E M, 2000).

UMD (Universal Mutation Database) : c’est une base de donnée développée en France par
INSERM-UMR_S910, dédiée a la collection des mutations retrouvées dans le génome
humain associées a des maladies génétiques, afin d’établir la corrélation phénotype-génotype.

(Beroud, 1992) http://www.umd.be/

UMD-APC : fournie des informations publiées ou non, sur des variations germinales du géene
APC trouvé par I’analyse des tests génétiques établies par des laboratoires de diagnostique
francais. Actuellement 3717 variations ont été répertoriées. (Laboratories, 2014)
http://umd.be/APC/gene.shtml

Cosmic (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) : est une base de données hébergée par
Iinstitut Wellcome Sanger, dans le cadre du Cancer Genome Project. Elle regroupe les

mutations somatiques acquises dans les cancers humains. (Cancer Sanger)
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Les Outils bio-informatiques :

Algorithmes de prédictions de I’impact de ses variations sur le mécanisme d’épissage.

SpliceAl Lookup : outil basé sur I’utilisation de I’intelligence artificielle (réseau neuronal
artificiel profond) pour prédire si a chaque position d’un 1I’ARNpré-messager arbitraire, est

un site donneur, accepteur ou ni I’un ni I’autre.

Il prédit, le gain et la perte de la force d’épissage a plusieurs centaines de paires de bases pour
une variation donnée, et les potentiels sites cryptiques qui peuvent étre engendreés.
(Jaganathan.K, 2019).

MMsplice (modular modeling of splicing) : les modules de cet outil se base sur la notation
des sites d’exons, d’intron et d’épissge, par un réseau de neurones. Ces modules sont
combinées pour prédire les effets des variations sur: le saut d’exon, le choix du site

d’épissage, I’efficacité de 1’épissage et la pathogénicité (Cheng.J, 2019).

SROOGLE : est un serveur Web qui met a la disposition du biologiste la séquence du signal
d’épissage, et les score dans un format intégré, visuel et facilement interprétable. Le
navigateur graphique met en avant les 4 signaux d’épissage et leurs scores associés, en se
basant sur neuf algorithmes différents. L’interface offre également la possibilité d’examiner
I’effet des mutations ponctuelles a n’importe quelle position donnée (Schwartz.S H. A.,
2009).

MaxEnt (Maximum Entropy) : ¢’est un modele de prédiction pour des motifs de séquences

données en tant que sites d’épissage donneurs ou accepteurs, basé sur le principe d’entropie

maximale (MEP) (Yeo.G, 2004).

HSF (Human Splicing Finder): c’est un outil bio-informatique en ligne, qui combine 12
algorithmes différents pour identifier les signaux d’épissage : les dites accepteurs 3’ss et
donneurs 5°ss, les séquences auxiliaires d’épissage (ESE / ESS) et les sites de branchement au
niveau de génome humain. Cet outil est également congu pour prédire théoriquement 1’impact

des mutations (indel, SNP) sur ces signaux. (Desmet.F.O, 2009).

HExoSplice : c’est une interface web, désignée pour prédire I’effet des SNVs (single
nucleotide variations) sur des éléments régulateurs de 1’épissage SREs (splicing regulatory
elements), incluant les ESEs (exonic splicing enhancers) et les ESSs (exonic splicing
silencers. Cet outil est principalement basé sur I’évaluation quantitative de tous les hexameres
de ’ARN comme des potentiels ESRseq (exonic splicing regulatory sequences) (Lefebvre.A,
2020).
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1.1.2 Test fonctionnel
Cellules HelLa : décongelées (azote -180°C) le 24/01/22 : commandés dans (ATCC)

C’est une lignée cellulaire immortelle cultivée in vitro, elle a été obtenue a partir d’un cancer
cervical affectant une femme Afro-américaine Henirietta Lacks sans consentement, utilisées

dans le domaine de la recherche (Jorden.BR, 2013).

Le vecteur pCAS2 : préalablement construit dans le laboratoire. 1l est composé d’un géne de
résistance a la Carbénicilline, 2 exons (A et B) séparés par une région intronique présentant deux

sites de restriction BamHI et Mlul. L’expression de ce minigeéne est sous le controle d’un

promoteur CMV (CytoMégaloVirus) (Gaildrat.P, et al, 2010)
ADNg témoin d’un patient : référence T403 LM070318 (263,5 ng/uL)

Bactéries DH5 alpha : présente a -80°C (Invitrogen). Sont des bactéries Escherichia coli
compétentes, genetiqguement modifiées en introduisant 3 mutations : recAl faciliter I’insertion
du plasmide, endA augmente le rendement, lacZAM15 est utilisé pour la selection des clones

par rapport a leurs couleurs bleue/blanc (DHS5a Competent Cells).
Enzymes de restriction : BamHI et MLUI
Les KITs utilisés :

CloneAmp HIFI PCR Primix (ADN polymérase HIFI + dANTP + tampon de I’enzyme), permet
I’amplification des fragments ADN.

Clonage In-fusion : permet le clonage des produits PCR avec le vecteur préalablement digéré,

par la recombinaison homologue de 15pb (ozyme).

Nucleospin plasmid DNA purification: Miniprep, permet ’extraction et la purification des

plasmides a partir des bactéries (Macherey-Nagel).

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-Up : extraction d’ARN, extraction des acides nucléiques, du
gel d’agarose (Macherey-Nagel)

Les amorces (IDT) : sont des brins courts d’ADN qui s hybrident avec complémentarité de
bases servent comme point de départ a ’amplification de I’ADN d’intérét, in vivo et in vitro,

par la liaison d’une ADN polymérase. (How to make primers for PCR)

In vitro, elles peuvent servir : la PCR, la mutagénese dirigée, le séquencage, les analyses

cibliées...
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Les différentes amorces utilisées dans notre recherche sont présentés dans I’annexe 1.

=>» Amorces RT-PCR (pCASKOIF/ pCAS-2R)
=2 Amorces pCASseq F/R
= Amorces infusion (Bam F/MLU R)
2 Amorces Mutagéneése dirigée (-1, exonique, +1, +2)

> € > €
N
g &
BamH1 MLU
GGATCC ACGCGT
pCAS2

Carbenicilline

Figure 9: Présentation schématique de ’endroit de fixation des amorces sur le vecteur

pCAS2

11.2 Méthodes

Pour répondre a la problématigue, nous avons opté pour deux approches complémentaires :

les analyses in silico et I’analyse du test fonctionnel minigéne.

I1.2.1 Les analyses in silico

Ces analyses ont été basées sur I’interrogation de différentes bases de données, et interfaces
de prédictions bio-informatiques afin de sélectionner les variations a analyser par le test
minigéne d’une part, et d’autre part les résultats ont été comparés avec les différents

algorithmes de prédiction bio-informatique.
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11.2.2 Test fonctionnel minigéene
- Le principe

C’est un test fonctionnel indicateur d’anomalies de 1’épissage, dont I’effet de la variation sur
I’épissage est étudié dans un contexte génomique et cellulaire artificiel dans le but d’établir un

lien direct de causalité entre la variation et son effet sur I’épissage. (Meulemans.L, 2017)

Ce test a été congu comme une alternative a I’ARN de patients, essayant de mimer le contexte
physiologique, ou étudier dans un contexte général de certaines variations qui n’ont pas été

répertoriees dans les bases de données.

1/ Clonage 2/ Transfection

Amplification (PCR) & partir de ’ADNg des patients
ou introduction de la variation par mutagénése Minigéne sans OU avec variation

Segment d’ADN sans variation

114pb

183pb 163pb

Oou
Segment d’ADN avec variation 3/ Analyses RT/PCR

= s [

~ I3 —_—
~ .

N
Ny L — AExon

-,

(A T E B )+Exon

~
~ .
~ -

CMV O%\ I/;O’

4/ Séquencage
Vecteur minigéne pCAS2

Figure 10: Principe du test fonctionnel indicateur d’anomalies d’épissage, basé sur

I’utilisation du minigéne pCAS2
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Les étapes de manipulation

N
» Constriction vecteurs sauvages (WT)

A /
-

« Construction vecteurs mutés (MT)
B J
-

X * Analyses des produits minigénes
J

A/ Construction vecteur sauvage (WT)

A.1 Amplification par PCR les parties d’intéréts de APC (exon 5, 6 et 11 et leurs introns).
e a partir dun ADNg témoin (T403 LMO070318) prealablement recupére au
laboratoire a 263.5ng/ul.
e des amorces spécifiques « BamHI/Mlul infu » qui s’hybrident dans les introns de part
et d’autre de chaque exon.
e Premix: cloneAmp HIFI PCR qui contient tous les acteurs nécessaires pour la
réaction de PCR : enzyme polymérase, les ANTP, le tampon de I’enzyme.
La réaction d’amplification se fait dans un thermocycleur : 98°C pendant 10s (dénaturation
des brins d’ADN) puis 55°C pendant 5s (hybridation des amorces sur les brins d’intéréts) par
la suite 72°C pendant 5s (la température optimale pour I’enzyme HIFI : I’¢longation) ce cycle

doit se répéter 29 fois.

114pb

’ 183b163b
+21pb +29pb

— - Amorce BamHI/MIul.infusion

84pb
e B

+33pb +34pb : séguence homologue a

I’intron de APC

: séguence homologue au
140pb

214pb _E11 171pb site de restriction de I’intron de
pCAS2

+36pb +37pb

Figure 11: La taille des inserts amplifiés par PCR par le biais des amorces InFusion

Les produits PCR ont étée migrés sur un gel d’agarose a 1,5%, pour s’assurer que
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les fragments d’intéréts sont présents, ces derniers ont été purifiés et récupérés

grace au kit Macherey Nagel PCR and Gel Clean Up.

Q

Q.

§ ES5 E6 E11

- 502pb 542pb 567pb B
1000pb
500pb e — —

Figure 12: Migration des produits PCR sur gel d’agarose a 1.5%

A. 2 Digestion du vecteur pCAS2 :

e Le vecteur pCAS2 préalablement construit au laboratoire (LM160119) a une
concentration (623ng/ul) a été utilisé.
e Les enzymes de restriction BamHI er Mlul et le tampon de ces enzymes ont été
utilisés.
La réaction de digestion se fait dans un thermocycleur pendant 2h a 37°C, puis les bandes ont

¢été migrées dans un gel d’agarose a 1.5%.

4
N\
‘?@\ 2';‘? oy peas2

L 1kb
pCAS2
non digéré

BamH1 Miul
GGATCC ACGCGT

10kb

(]

3kb

Carbenicilline

Figure 13: Représentation schématique des sites de digestion sur pCAS2 par BamHI et

Mlul, la migration sur gel d’agarose du pCAS2 digéré et non digéré
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A. 3 Clonage InFusion des inserts :

Le clonage se fait par recombinaison homologue & 50°C pendant 15min entre le vecteur
pCAS2 digéré et les inserts (produits PCR) a I’aide d’un prémix In Fusion.

BamH1 Miul

Carbenicilline

Figure 14: Représentation schématique du clonage de I’insert dans le vecteur pCAS2

digéré par recombinaison homologue

A. 4 Transformation bactérienne

e Les bactéries compétentes DHSa ont été transformées par choc thermique (30mn sur
glace => 45s a42°C => 2mn sur glace).

e Les bactéries ont été ensuite amplifiées dans 1ml de LB (milieu de culture liquide)
pendant 1h a 37°C sous agitation.

e Les bactéries ont été coulées sur une boite qui contient LB+CB (milieu de culture
solide + antibiotique carbenicilline) afin de laisser pousser uniquement les bactéries
transformées par les vecteurs qui contiennent les inserts d’intérét.

e Aprés une nuit d’incubation, les vecteurs ont été récupérés (miniprep) en utilisant le

kit Nucleospin plasmid DNA purification, Macherey-Nagel.

A. 5 Séquencage des plasmides

On a pass¢ par cette étape pour s’assurer que les vecteurs d’intérét contiennent les bons inserts

et qu’ils sont WT et aucune mutation n’a été engendrée durant les manipulations.

La réaction de séquence : La partie flanquante entre exon A et B a été amplifiée, en utilisant
les amorces pCASseqF (Forward) et pCASseqR (Reverse), le kit Big Dye (d’NTP

fluorescente terminateurs, enzyme polymérase) et le vecteur pCAS2.

e La réaction se fait dans un thermocyleur a 95°C pendant 2mn (dénaturer le plasmide)
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puis 40 cycles de 96°C/10s, 50°C/5s, 60°C/2mn (amplification de fragments
d’intéréts), 12°C infinie.

e Les produits de PCR sont ensuite placés dans un séquenceur, et les résultats ont été
comparés avec une séquence de référence par un logiciel d’alignement en ligne

MultAlin : http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

B /Construction des vecteurs Mutés

B. 1 Mutagénese dirigée
C’est une méthode basée sur 2 réactions de RCR successives en utilisant des amorces de
mutagénese dirigée (amorces qui contiennent la mutation d’intérét), permet d’avoir des

fragments d’ADN dont chacun porte une seule mutation.

Mutagéneése dirigée

PCRI PCRII
R F F/R o
L ES _|_ ....... -
V ______________________ Dfi':—
- ES ES .
+2
—_— ES5 S

Figure 15: Principe de la mutagénese dirigée : PCRI et PCRII
La PCRI :

On a utilis¢é comme matrice les vecteurs WT (plasmide pCAS2+1’insertWT), les amorces

InFusion, et les amorces de mutagenése dirigée.
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La réaction d’amplification se fait comme expliquer dans I’étape (A.1 Amplification par PCR

les partie d’intéréts)

Les produit de cette PCRI sont des fragments incomplets des inserts mais contiennent la

mutation d’intérét.

Pour déterminer la taille des fragments, ces derniers ont été migrés sur un gel d'agarose a
1.5%

Q0
8Q E5 +1GA E5 +2TC E6 +1GA E6 +2TC E11 +1GA E11 +2TC
i 195pb 329pb 284pb 280pb 204pb 384pb
1000pb .
500pb
P—— — S

Figure 16: La migration sur gel d’agarose a 1.5% des produits PCRI

LaPCRII:

Les matrices de cette réaction sont les produits de la PCRI, qui vont s’hybrider par
complémentarité de bases afin d’avoir des fragments complets, puis dans les prochains cycles,

ce sont les amorces InFusion qui vont prendre le relai pour assurer I’amplification

2 ES E6 E11
S +1GA/+2TC +1GA/+2TC +1GA/+2TC
- 502pb 542pb 567pb

1000pb

500pb -— . -—

Figure 17: La migration sur gel d’agarose des produits de PCRII

NB :

Pour la construction du vecteurs mutés (pCAS2+insertMuté) les étapes de de la construction
des vecteurs sauvage (pCAS2+insertWT) ont été suivies, sauf 1’étape de la digestion du
vecteur car la quantité de vecteur préalablement digérés est suffisante.

Il s'agit du clonage InFusion des inserts mutés dans le vecteur pCAS2, la transformation

bactérienne et le sequencage des plasmides.
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C /Analyse des produits minigenes :

Pour pouvoir analyser le profil d’épissage de ces minigénes WT et mutés, ces derniers ont été
transfectés dans des cellules Héla, ensuite les ARNm ont été extraits.
e Dans un premier temps, les cellules Héla ont été ensemencées dans des plaques de
culture de 12 puits (60 000 cellules/puits)
(Les cellules Héla ont été entretenues dans des flasques a 37°C, puis le milieu de culture a été
aspiré et la trypsine a été ajoutée. Les flasques ont été ensuite incubées dans un incubateur a

37°C pendant 5min, les cellules ont été décollées et mises dans un milieu de culture DMEM

Les cellules ont été comptées pour avoir une concentration de 60 000 cellules/puits, de ce fait,
les cellules ont été ajoutées en goutte a goutte dans chaque puits, et la plaque de culture de
cellules a été mise dans un incubateur.)

e Dans un second temps, les cellules ont été transfectées aprés 24h d'incubation et
incubées a 37°C (correspondant a une confluence de 75%) avec les vecteurs WT et
mutés a l'aide du réactif Fugene (il crée des pores au niveau de la membrane des
cellules)

e Les ARN totaux ont été extraits a partir des cellules Héla aprés une nuit d’incubation

(correspondant a une confluence de 98%) en utilisant le Kit : Macherey-Nagel Nucleospin
RNA Isolation

Afin d'analyser le profil d'épissage des ARNm (issus de la transcription des vecteurs sous le

contréle du promoteur CMV) deux méthodes complémentaires ont été sélectionnées.

C. 1/ RT-PCR classique suivie par le séquencage

But : cette analyse est qualitative, en effet, les produits RT-PCR ont été d’abord migrés pour
visualiser les bondes (chaque bonde correspond a un épissage unique) ce qui nous permet de
savoir le nombre de profils d'épissage engendrés pour chaque type de mutation. Ensuite

chaque bonde est séquencée afin d’identifier les fragments.
C.1.1. RT-PCR:

Pour pouvoir convertir les ARN d’intéréts en ADNc, nous avons utilisé¢ les ARN Totaux,
deux amorces pCASKOI-F et pCAS2-R (complémentaire a une séquence dans 1’exon A et B

respectivement), I’enzyme One Step, tampon de 1’enzyme, dNTP.

e La réaction sur le thermocycleur est faite comme suit : 50°C/30mn, 95°C/15mn puis
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40 fois le cycle (94°C/30s, 57°C/30s, 72°C/1mn) 72°C/1mn, 12°C a I’infini
e Les produits de la RT-PCR ont été migrés sur gel d'agarose & 2% pendant 45mn a
130V (short migration). La migration a été encore reprise pendant 45 mn (long

migration).

C. 1.2. Le séquengage :

Les ADNCc issus de la purification sur gel d'agarose, I'amorce pCASKOI-F (pour séquencer en
Forward) et la pCAS2-R (pour séquencer en reverse), Big Dye ont été utilises.

e La réaction est réalisée dans un thermocyleur & 95°C pendant 2mn (dénaturer le
plasmide) suivie de 40 cycles de 96°C/10s, 50°C/5s, 60°C/2mn (amplification de
fragments d’intéréts), 12°C infinie

e Les produits de de la réaction de séquence sont ensuite placés dans un sequenceur, et
les résultats ont été comparés avec une séquence de référence par un logiciel

d’alignement en ligne MultAlin : http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/

C. 2. RT-PCR fluo suivie par Gene Scan :

But : cette analyse est quantitative, c’est-a-dire elle nous permet de quantifier chaque type de

fragment (profil d’épissage) issu du méme type de vecteur, dans des conditions dénaturantes
C.2.1.RT-PCR fluo :

La réaction : c’est une RT-PCR classique, I’amorce pCASKOI-F" fluo a été utilisée, pour cela
des gradients de cycles ont été appliqués pour choisir le cycle optimal pour chaque exon (5, 6
et 11).

Le cycle optimal doit étre inclus dans la phase 2 : croissance exponentielle
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| Biomnigene. qRCT RT-gPCR

Intensité de fluorescence / Nombre de copies

| |
I |
I f
I |
| |
| |

Phase 1 | Phase 2 | Phase 3

Bruit de fond : Croissance exponentielle : Plateau
| |
Ct l l
(Cycle Threshold) I l
I |
| |
| |
| |
|

T T T AT
0 30 35 40

Nombre de cycles

Figure 18: Courbe d’amplification d’un fragment cible par PCR en temps réel

Le principe du gradient du cycle: la réaction est arrétée chaque deux cycles, et les produits de
la RT-PCR ont été migrés sur un gel d'agarose a 2%, les bandes sont ensuite quantifiées par
un logiciel. Les données obtenues sont utilisées pour dessiner une courbes d'amplification, ce

qui a permis de choisir le cycle optimal pour chaque exon.

e Une fois le cycle optimal est choisi : 32 cycles pour E5 et 26 cycles pour E6 et E11, la
réaction RT-PCR fluo est répétée avec le cycle optimal et les produits de cette réaction

ont été utilisé d’une part pour une migration et d’une autre part pour le Gene Scan

C. 2.2. Gene Scan :

Le milieu réactionnel contient : ADNc dilué ( a 1/100 pour E6 et E11, et a 1/10 pour E5),
marqueur GS 500 ROX(fragments de références fluo joue le role d’un leader), Formamide
(dénature I’ADNCc)

e Ladénaturation a été lancé dans le thermocycleur pendant 2mn a 95°C
e Le produit de cette dénaturation est lu sur le séquenceur, les résultats bruts engendrés

ont été analysés par le logiciel Gene-Scan Analysis.
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I1l. Résultats

I1l. 1 Analyse in silico
I11.1. 1 La sélection des variations a analyser par test fonctionnel :

Les résultats des analyses in silico ont permis de choisir les mutations a analyser par le test
fonctionnel minigeéne,

Les critéres :

e Les variations susceptibles de ne pas affecter le processus d’épissage sur la base des
prédictions bioinformatiques, principalement les IVS +1, +2,

e Les mutations qui ont été précédemment classées pathogenes dans au moins une base
de donnée,

e Des variations qui affectent le processus d’épissage comme témoins

Tableau 4 : les variations d’APC sélectionnées pour le test fonctionnel

E5 E6 E1ll
' c.532-1GA ' C.646-1GA ' c.1409-1GA
SET #2
€.602 AT €.688 CA c.1532 GT
C.645+1GA C.729+1GA c.1548+1GA
SET #1
€.645+2TC C.729+2TC €.1542+2TC
APC - APC regulator of WNT signaling pathway | GRCh37 (Chr 5) i _Asa
1e générale du transcrit NM_000038.6 l: - -I: 75 -:n:;_: -_-I:_ ‘E‘ :I;l:[-". 46 - l:.",‘,‘ :_:[- _' [:_::'-':-_:|:|'1;;- :::.l: 1744 .8 -
-1 1 (3 - 5 6 7 8 9 )(10 1113 14 15

{ Génome - chr5 112. 116 4&9 112 116. 618 (GRCh]'J‘) 150 bps

116470 116480 112116450  |112116500  |112116510 11911€ 112116530

AATAAACACCAAAATCAAAAGGAATGTTTGTCTATACTGGTCTTCCGTTAACCTTATACTTCGTTCCGTTTAGTCTCAACGCTACCTTCTTGTTGATCCATGGACGGTCCTATACCTTTTTGCTCGTGTCCATTCAATGAACAA
4 Conservation nucléotidiq

- .|.....IIII||L|T (NIRRT R AT R II T AL T I L. ..
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Figure 19: Description de la localisation des variations sélectionnées dans I’exon 5, 6 et

11 d’APC, et leurs régions introniques flanquantes.

Dans le panel du haut, la localisation de ’exon 5, 6 et 11 est présentée dans le contexte du
gene APC (16 exons : rectangles bleus ; 15 introns : lignes jaunes). Dans le panel du bas, la
distribution des variations sélectionnées dans le cadre de ce projet est indiquée par rapport a la
séquence nucléotidique et la séquence protéique de chaque exon. La nomenclature des
changements nucléotidiques est indiquée en coordonnées « c. » selon les recommandations du
consortium international HGVS (Human Genome Variation Society) sur la base de la
numérotation des nucléotides dans la séquence codante du transcrit de référence APC

(NM_000038.6). Les conséquences prédites de ces variations au niveau protéique sont
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également indiquées en coordonnées « p. ». Ces variations sont celles qui ont finalement fait
I’objet d’une analyse fonctionnelle dans le test minigéne. Les images présentées ici
correspondent a des représentations modifiées extraites de I’interface Alamut Visual 2.15

(Interactive Biosoftware, Rouen).

111.1. 2 Bases de données

Tableau 5 : Les informations collectées sur les variations sélectionnées

- . Type de
Variation Localisa Nature de . .
o . - signal ClinVar Cosmic
nucléotidique tion variation
d’épissage
355 (IVS- i In i
¢.532-1 G>A Intron4  Naturelle Pathogene causal N/R . Pathogene
1G>A) ClinVar
C.602A>T Exon 5 Artificiel ESR N/R N/R N/R N/R N/R
E5 5'ss .
Pathogene Pathog p/pathog .
In frame €.645+1G>A Intron5  Naturelle  (IVS+1G>A . NR Pathogene
ene ene
)
5'ss
€.645+2T>C Intron5  Atrtificiel N/R N/R N/R N/R N/R
(IVS+2T>C)
3'ss  (IVS- Pathogéne Pathogeéne,
€.646-1G>A Intron5  Naturelle causal N/R N/R
1G>A) VUS
€.688C>A Exon 6 Artificiel ESR N/R N/R N/R N/R N/R
E6 5'ss
In frame C.729+1G>A Intron 6  Artificiel (IVS+1G>A N/R N/R N/R N/R N/R
)
o 5'ss
€.729+2T>C Intron 6 Atrtificiel N/R N/R N/R N/R N/R
(IVS+2T>C)
. 3ss  (IVS- . .
€.1409-1G>A intron 10  Naturelle 1G>A) Pathogene causal  N/R N/R Pathogéne
>
€.15632G>T exon 11 Atrtificiel ESR N/R N/R N/R N/R N/R
El1 5'ss
Pathogene Pathog .
Out of ¢.1548+1G>A  Intron11 Naturelle  (IVS+1G>A . N/R  N/R Pathogeéne
éne
frame )
5'ss . p/pathog
€.1548+2T>C Intron 11 Naturelle p/pathogéne  N/R N/R . N/R
(IVS+2T>C) éne
N/R : non répertorié p/pathogéne : probablement pathogéne
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Pour les trois exons 5, 6 et 11, 4 variations ont été choisies: une exonique susceptible
d’affecter les ESR (éléments régulateur d’épissage), les IVS-1GA, qui ont été déja répertoriés
dans les bases de données comme pathogenes, et les IVS +1GA et +2TC car ces positions
sont trés conserves et un changement conduit automatiquement & une altération du site

d’épissage.
111.1.3. Les prédictions bio-informatique :
111.1.3.1 SSF-L et MaxEnt :

Les forces des sites donneurs 5’ et accepteurs 3’ tirés a partir de I’interface Alamut

SSF-L
100.00
90.00
80.00
70.00 - .
60.00 - . W SSF-L
50.00 - . [0-100]5'ss
40.00 - W SSF-L
30.00 - . [0'100]3|S$
20.00 - =
10.00 - .
0.00 -
-1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
MaxEnt
12
B MaxEnt
[0-12] 5'ss
B MaxEnt
[0-16] 3'ss

Figure 20 : Diagramme qui représente la force des sites d’épissage 5’ss et 3’ss pour
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chaque exon d’APC tirées a partir de SSF-L et MaxEnt dans Alamut

D’aprés MaxEnt et SSF I’exon 5 a le site donneur 5’ss le plus fort parmis tous les exons de

APC, et I’exon 2 pour le site accepteur 3’ss.

On remarque également que I’exon 4 a un site accepteur 3’ss concidérablement faible par

rapport au autres.

Les exons d’intéréts 5, 6, et11 ont des sites d’epissage 3’ss et 5’ss généralement forts.

5’ss
100 12
90 /.\
80 — /\ — ~_ .\ - 10
N S o~ L \N—
D= ——SSF-L
50 6 -
40 [0-100]5'ss
30 T4 e MaxEnt
20 - [0-12] 5'ss
10
O T T T T T T T T T T T T T T 0
-1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Exons de APC
3’ss
100 12

2NN NN\ AN
0 N/ \/ \Y, —

40 \ M I [0-100]3'55
/ " 4 e MaxEnt

\
30 \ / [0-16] 3'ss

O T T T T T T T T T T T T T T 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Exons de APC

Figure 21: Courbe qui représente la force des sites accepteurs 3’ et donneurs
5°constitutifs du géne APC basés sur les logiciels de prédiction SSF-L et MaxEnt tirés a

partir de I’interface Alamut
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En comparant les prédictions bio-informatiques sur la force des sites d’épissages de tous les
exons d’APC tirées a partir des logiciels MaxEnt et SSF, il a été remarqué qu’elles sont en

concordance.

111.1.3.2. SROOGLE:

W 5'ss
MaxEntScanSROOGLE (score
percentile, constitutive exons)

m3'ss
MaxEntScanSROOGLE (score
percentile, constitutive exons)

-11. 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figure 22: Diagramme qui représente le score percentile constitutif des sites donneur 5°
et accepteur 3’ d’APC tirés a partir de MaxEntScan SROOGLE

Contrairement aux deux logiciels précédents (MaxEnt/SSF) qui prédisent la force des sites
d’épissage en fonction des exons du géne concerné, SROOGLE donne le ratio de ces forces

par rapport a tous les sites d’épissage qui existent dans le génome humain.

Cela nous a permis de visualiser d’une manicre globale la force des sites d’épissage des exons

d’intéréts :

e Il a été remarqué que le site 5’ss de I’exon5 est trés fort avec une valeur de 0.95,
contrairement a son site accepteur 3’ss qui est le plus faible parmi les exons d’intérét

avec une valeur de de 0.26.

e Lessites 3’ss de ’exon 6 et 11 ont la méme force d’épissage avec une valeur de 0.41

et 0.39 respectivement qui sont en dessous de la moyenne.

e Le site 5’ss de I’exon 6 est considérablement faible avec une valeur de 0.21
contrairement a celui de I’exon 11 qui est en dessus de la moyenne avec une valeur de

0.72.
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111.1.3.3. HSF :
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Figure 23: Histogramme qui représente la force des sites sélectionnés en état sauvage

WT ou muté (variant) tirées par HSF

HSF a prédit la force des sites d’épissage a I’état sauvage (REF / WT) et en cas d’inclusion

des variations d’intéréts (ALT / variant) :

Il a été remarqué que les variations IVS -1GA / +1GA / +2TC pour les exons 5, 6 et 11

conduisent toutes a la diminution de la force des sites d’épissage, contrairement aux variations

exoniques qui affectent positivement les ESR, car les sites deviennent plus forts.

111.1.3.4. Splice Al look up

Tableau 6: Tableau récapitulatif des prédictions Splice Al Look up sur les scores et les

positions des sites concernés (accepteur et donneur) pour chaque variation d’intérét

Exon | Localisation | A/L/S | AIL/IP | AIG/S | AIG/P D/L/S | D/IL/P | DIGIS | DIGIP
variation

ES c.532-1G>A |1 1 0,89 17 0 / 0 /
C.602A>T 0,02 -54 0 0 / 0 /
c.645+1G>A | 0,02 -114 |0 / 097 |[-1 0,39 -33
€.645+2T>C | 0,01 -99 0 / 0,05 -2 0,08 -34

E6 c.646-1G>A |1 1 0,85 11 003 |-142 |0 /
c.688C>A 0,06 -37 0,01 396 0,02 |[-185 | 0,01 489
C.729+1G>A | 0,19 -48 0 / 099 |-1 0,38 3
€.729+2T>C | 0,11 -80 0 / 0,4 -2 0,25 2

E11 | c.1409-1G>A |1 1 0,99 2 0 / 0 /
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€.1532G>T 0 0 0 0 0 0 0 0

c.1548+1G>A | 0,04 -140 0 / 0,99 -1 0,94 37

€.1548+2T>C | 0,02 -141 0 / 0,31 -2 0,65 36
A :acceptor L :loss S :score P : position G :gain D : donor

Splice Al prédit pour chaque variation donnée le gain ou la perte de la force des sites

donneurs et accepteurs constitutifs, ainsi que la probabilité de création de nouveaux sites

adjacents dd aux variations.

NB : Entre O et 0.2 le score est insignifiant / plus le score se rapproche de 1 plus le

changement de la force d’épissage est important dans les deux sens.

Il a été remarqué que toutes les variations 1VVS-1GA =1 conduisent a la perte du site
accepteur des exons 5, 6 et 11, et en parallele elles créent de nouveaux sites accepteurs
a 17pb, 11pb, 2pb de la variation, avec des scores : 0.89/ 0.85/0.99 respectivement.
Toutes les variations exoniques sensées affecter les ESR sont sans effet, car leurs
scores varient entre O et 0.06

Les IVS+1GA n’ont pas un effet sur les sites accepteurs (score < 0.2), en revanche,
elles conduisent d’une part a la destruction des sites donneurs constitutifs avec des
scores 0.97/0.99 / 0.99 pour I’exon 5, 6, et 11 respectivement. Et d’une autre part a la
création de nouveaux sites donneur a la position -33pb, 3pb, et 37 des variations, avec
des scores : 039/0.38/0.94

Les IVS+2CT n’ont pas d’effet significatif sur les sites accepteur (score < 0.2), mais
Splice Al prédit une possibilité de la perte des sites donneurs pour I’exon 6 et 11 avec
des score 0.4 / 0.31 respectivement et a la création de nouveaux sites a 2pb et 37pb de
la variation avec des scores de 0.25 et 0.65 respectivement. Aussi, il a été trouvé que
le site donneur de I’exon 5 est insensible a cette variation avec un score de 0.05 qui est

largement <a0.2
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111.1.3.4. HexoSplice :

Tableau 7: Le score le AtESRseq des variations exoniques d’intéréts a base du logiciel

HexoSplice
APC Variant Variant HexoSplice Total ESRseq
exon c.nomenclature p.nomenclature  score change
Exon 5 C.602A>T p.(Glu201Val) -5,5746
Exon 6 C.688C>A p.(Arg230Ser) -4,9384
Exon 11  ¢.1532G>T p.(Gly511Val) -3,0097

Prédictions pour les variations exoniques susceptibles d’altérer les ¢léments de régulation
exonigie Enhancer ou Silencer, en effet une & une modification potentielle des éléments de
régulation est considérée si le AtESRseq < -0,70, et on remarque que nos 3 variations ont des

valeurs trés négatives donc probablement, elles vont affecter le processus d’épissage.

I1l1. 2 Test fonctionnel Minigéne

Le test fonctionnel basé sur 1’utilisation de minigeéne a ét¢ choisi afin d’évaluer ‘impact des
variations sur I’épissage des exons 5, 6, et 11 de géne APC. Les profils d’épissage des
transcrits produits a partir des minigénes avec des inserts sauvage et mutés, apres transfection
des cellules HéLa ont été étudiés a I’aide de la technique de RT-PCR, suivie d’une analyse par

¢lectrophorese et d’un séquengage des produits correspondants.

De plus, une RT-PCR Fluorescente a été mis a profit afin de quantifier avec précision les
effets sur 1’épissage (Meulemans.L, Identification fonctionnelle des variations génétiques a
I’origine d’une modification de 1'épissage sans perte d'activité du produit du gene : le modele

de lI'exon 12 du gene BRCAZ2, 2017)
I11.2.1 RT-PCR semi quantitative :

Le vecteur minigene sans insert (pCAS2 vide) et les vecteurs minigénes avec I’insert « APC
Exon 5, 6, et 11 », dans le contexte sauvage ou muté, ont été transfectés dans les cellules
Héla.

Apres extraction des ARN totaux, les profils d’épissage des transcrits produits a partir de ces
différents minigenes ont été analysés par RT-PCR a l’aide des amorces pCAS-KOI-F et

pCAS-2R localisées, respectivement, dans les exons A et B du minigéne pCAS2.
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[11.2.1.1 Migration :
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Deuxiéme réaction pour avoir le profil de la ¢.729+1GA :
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Figure 24: Deffet sur I’épissage des 12 variations, sélectionnées dans I’exon 5, 6, 11 de

APC, analysées a I’aide du test fonctionnel minigéne

Cette figure présente I’électrophorése sur gel d’agarose 2% (m/v), en présence de BET, des
produits de RT-PCR, en conditions saturante et non saturantes d’exposition aux rayons ultra-

violets.



111.2.1.2 Séquencage :

Tableau 8: Résultats issus de I’analyse des alignements aprés séquencage

Type du fragment analysé Bande 1 Bande 2 Conclusions
] Séquence o
pCAS2 vide . . EA+EB Contamination avec ADNg
Mitochondriale
E5 WT E5 FL / Exonb5
EA+ES5- Délétion de 16 premiers
c.532-1GA /
16nuc+EB nucléotides de I’exon 5
pCAS2+
C.602AT EA+E5(FL)+EB |/ Aucun effet
Exon 5 - -
EA+ES5- EA+ES5- Délétion de 32 derniers
€.645+1GA
32nuc+EB 32nuc+EB nucléotides de ’exon 5
€.645+2TC E5 FL / Aucun effet
E6 WT E6 FL / Exon6
EA+EG6- Délétion de 5 premiers
€.646-1GA EA+E6-5nuc+EB ]
5nuc+EB nucléotides de I’exon 6
pCAS2+ C.688CA EA+E6(FL)+EB | EA+E6+EB Aucun effet
Exon 6 *Rétention de 4 premiers
C.729+1GA EA+E6+4nuc+EB | EA+EB (AE6) nucléotides intronique
*Délétion de I’exon 6
C.729+2TC EA+E6(FL)+EB |/ Aucun effet
E11WT EA+E11(FL)+EB |/ Exonll
*Délétion du  premier
EA+E11- EA+EB _ _
c.1409-1GA nucléotide exonigue
lnuc+EB (AE11)
*Délétion de I’exon 11
pCAS2+ €.1532GT EA+EB (AEL1) / Délétion de I’exon 11
Exon 11 EA+EB *Délétion de I’exon 11
€.1548+1GA Hétéroduplexe L )
(AE11) *Rétention intronique ?
EA+EB *Délétion de I’exon 11
€.1548+2TC Hétéroduplexe L )
(AE11) *Rétention intronique ?

Le pCAS2 devait donner une seule bande correspondant a I'exon A et B, par contre deux

bandes ont été obtenues. Le séquencage a révélé que la sequence nucléotidique du fragment

en haut qui apres alignement par Blast.ncbi (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) elle
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s’aligne parfaitement avec une séquence d’ADN mitochondriale, ce qui nous permet de

conclure que I'extrait est contaminé par ADN génomique.

e La bonde apparente pour le vecteur pCAS2 « APCexon5WT », correspond a I’exon A,
I’exon 5 complet(FT), et ’exon B, c’est le cas également pour le produit des deux
variations : c.602AT et IVS ¢.645+2TC (les sites d’épissages 5’ss et 3’ss sont restés
insensible a ces deux variation) par contre la variation 1VS ¢.532-1GA, conduit a une
délétion de 16 premiers nucléotides de I’exon 5, et la variation ¢.645+1GA engendre
une délétion de 32 premiers nucléotides de cet exon, c-a-d, elles alterent le site
d’épissage 3’ss constitutif et créent un nouveau site accepteur 3’ss a 17pb et 33pb du
site WT.

e Le produit de la variation ¢.729+2TC, et c.688CA correspond a celui issu du vecteur
pCAS2 « APCexon6WT », ce qui implique qu’une substitution de T en C en position
+2 pour d’exon6 d’APC et C en A en position 688, n’ont aucun effet sur 1’épissage. En
revanche la variation ¢.646-1GA provoque la délétion de 5 nucléotides de 1’exon6, et
la ¢.729+1GA, généres deux fragments de taille différentes (séparés en 2 bondes), I'un
correspond a un saut total de ’exon6 AE6, et ’autre a une rétention de 4 premiers
nucléotides de I’intron 6.

e Toutes les variations sélectionnées pour I’exonl1 (IVS -1GA / +1GA / +2CT, et la
€.1532GT) conduisent au saut de cet exon AE11, en plus de ca la variation IVS-1GA
génere aussi une delétion du premier nucléotide de 1’exon, et les IVS+1 et +2 ont
donné aussi une bande, qu’apres séquencage a révélé un hétéroduplexe, ce qui nous
laisse supposer en se basant sur Splice Al, que cet hétéroduplexe se compose d’un saut
total d’exon AE11 et une rétention intronique (cette supposition a été testé par RT-PCR
Fluo).

111.2.2 RT-PCR Fluo quantitative :

Aprés une deuxieme transfection des cellules Hela (n=2) avec le vecteur minigene sans insert
(pCAS2 vide) et les vecteurs minigénes avec I’insert « APC Exon 5, 6, et 11 », dans le
contexte sauvage ou muté, les ARN totaux ont été extraits et convertit en ADNc par une RT-
PCR fluo avec I’amorce pCASKOI-F fluo et pCAS2-R localisées, respectivement, dans les
exons A et B du minigéne pCAS2.

Cette réaction de RT-PCR fluo a été optimisée par le bon choix des cycles : 32 cycles pour E5

et 26 cycles pour E6 et E11 d’aprés les gradients de cycles.
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NB :

Cette manipulation a été uniquement réalisée pour le SET#1 : E5, E6, E11 : WT/ IVS+1GA /
IVS+2CT, du fait de problémes techniques rencontrés lors des manipulations
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Figure 25: Séparation des produits RT-PCR fluo (profils d’épissage) par électrophorese

sur gel d’agarose 2%
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111.2.2.2 Gene Scan:

Apres dénaturation des produits RT-PCR Fluo, ils ont été séparés selon leur taille par

migration sur sequenceur, les taux relatifs (%) des différents transcrits calculés sur la base de

I’aire des pics de fluorescence obtenus sont représentés sous forme d’histogramme.
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Figure 26: Quantification relative, par RT-PCR fluorescente, des transcrits produits a

partir des minigenes « APC exon 5, 6 et 11 » sauvage et mutés (variations +1 et +2)
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Analyse de I’effet des variations sur I’exon 5 :

Le Gene Scan a révélé d’une manicre intéressante que le vecteur pCAS2 « APC
ESWT » a généré trois différents fragments visibles sur RT-PCR Fluorescente mais
non visibles sur gel: 67% des transcrits sont de taille 317pb qui correspond a
I’inclusion normal de 1’exon5, 2% uniquement ont été obtenus, de saut total de I’exon
5 (235pb), et 31% d’un transcrit de taille 256pb qui a été préalablement séquence lors
de du séquencage des produits RT-PCR qui correspond a une séguence
mitochondriale.

La wvariation ¢.645+1GA est responsable d’un défaut majeur, car le transcrit
majoritaire 91% correspond a un saut totale d’exon 5, et uniquement 5% avecC
inclusion normale de I’exon. Et les 4% qui reste sont des transcrits qui ont une

délétion de 32 nucléotide du début de cet exon.

Analyse de I’effet des variations sur I’exon 6 :

Tous les transcrits du vecteur WT incluent ’exon 6 complet (100%)

Les transcrits majoritaires de la variation c.729+1GA (67%) ont un saut total de
I’exon6 et les 33% qui restent incluent I’exon6 suivi de 4 nucléotides introniques
(rétention intronique AE6p4) donc elle induit un défaut partiel de 1’épissage, tandis
que la variation ¢.729+2TC a un effet plus ou moins prononcé avec 88% de I’inclusion
normale de I’exon 6 et seulement 8% du saut total de I’exon et 4% correspond a une

rétention intronique de 4 nucléotides

Analyse de I’effet des variations sur I’exon 11:

A I’état sauvage cet exon est a 95% inclus dans les transcrit et absent dans les 5% qui
reste (saut d’exon)
Les deux mutations IVS+1GA et IVS+2TC concernant cet exon, sont responsable

d’un défaut majeur d’épissage, (+exonl1 = 0%)
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DISCUSSION



V. Discussion

L’interprétation des variations trouvées dans des génes impliqués dans les maladies
héréditaires a transmission mendéliennes, et le cancer, présentent un défi majeur dans le
domaine de la génétique médicale (Richars.S, 2015). Dans le cas du géne APC, qui est un
géne suppresseur de tumeur, responsable du syndrome FAP avec une pénétrance compléte et
prédispose au cancer colorectal et a d’autres manifestations extra-colorectales (Neo.O, 2021).
Le géne APC présente un large spectre mutationnel, en effet 9563 des variations
nucléotidiques sont répertoriées dans la base de données (ClinVar) et 58% parmi elles sont
considérées comme des variations a signification inconnue, qui ne peuvent pas étre

interprétées dans le cadre médicale.

Dans ce projet de recherche nous nous sommes intéressés aux effets de certaines variations
localisées dans les jonctions exon/intron (IVS-1 +1 +2), exoniques et sur le processus

d’épissage du pré ARNm d’APC, en utilisant deux techniques complémentaires :

Dans un premier temps, la technique d’analyses in silico (interrogation des bases de données,
et les prédictions bio-informatiques) a été selectionnée, afin de stratifier les variations. Ces
outils permettent la prédiction de la force de chaque site d’épissage constitutif ou cryptique
dans le contexte sauvage, et dans le contexte muté (en présence des variations). Ces
prédictions, indiquent la diminution ou la destruction de la force des sites d’épissage
constitutif, et la création ou I’activation de sites cryptiques a distance des jonctions naturelles
exons/introns (Hartmann.L, 2008), (Houdayer.C, 2012).

Les résultats in silico seuls sont insuffisants pour I’identification précise de I’effet des
variations sur la nature des transcrits générés d’un point de vue qualitatif et quantitatif. En
effet ils ne sont pas mis a profit pour une interprétation biologique et clinique, mais ils sont
trés utilisés pour réaliser une premiere stratification des variations a analyser dans les tests
fonctionnels d’épissage. (Meulemans.L, 2021). Ainsi, Les variations sélectionnées ont fait
I’objet d’une étude expérimentale, par un test fonctionnel (minigéne) indicateur d’anomalies
d’épissage, dans un contexte génomique et cellulaire artificiel. Cette techniques est largement
utilisée et validée par plusieurs laboratoires de recherche et de diagnostic moléculaire
(Baralle.M, 2003) (Cooper.TA., 2005) (Kishore.S, 2008) (Gaildrat.P K. M., 2010) (Lin.J.H T.
B., 2019) (Lin.J.HW. Z., 2021).

Les critéres utilisés pour la sélection des variations sont basés sur I’interrogation des logiciels
de prédictions sur toutes les jonctions exon/intron (IVS+1 +2). De facon intéressante, les

IVS+2 T>C des exons 5, 6 et 11 d’APC, ont un score dans le logiciel Splice Al < 0.5 ce qui
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prédit que cette variation n’affecte pas le site naturelle donneur d’épissage 5’ss, or que les
variations introniques localisées au niveau des positions invariables AG/GT (-2,-1/+1,+2) des
sites d’épissage sont parmi les variations systématiquement classées pathogénes (Baralle.D L.

B., 2009).

La fiabilité de Splice Al a été confirmée par plusieurs travaux indépendants : 1’équipe de
Chen Jian-Min, en 2020 a mené une étude qui avait pour but I’évaluation de la performance
de 'outil SpliceAl basé sur I’intelligence artificielle (deep learnin), en comparant ses scores
avec les 160 variations qui leur effets fonctionnel sur 1’épissage est confirmé dans des études
antérieures basées sur des analyses expérimentales (Chen.J.M, 2020) (Wai HA, 2020) et
(Saint-Martin.C, 2021).

En fonction des résultats obtenus, les exons 5, 6 et 11 ont été sélectionnées pour 1VS+2 T>C,
les mémes exons ont été maintenus pour selectionner des IVS+1 G>A, car elles sont
répertoriées dans les bases de données comme pathogenes a I’exception de la +1 G>A de
I’exon 6 (non répertoriée). A ce stade deux mutations dans chacun des exons 5, 6 et 11 ont été

sélectionnées (SET 1#).

Durant la phase expérimentale pour ce SET 1#, des analyses in silico ont été menées, dans le
but de visualiser la force d’épissage naturelle de tous les exons d’APC, en interrogeant des
logiciels de prédictions bio-informatique notamment MaxEntScan et SSF-L dans I’interface
Alamut Visual. Ces deux logiciels ont été approuves avec un autre logiciel HSF, dans des
études qui ont visé a Vérifier la concordance des résultats des données expérimentales sur les
différents génes avec les prédictions émises de ces logiciels (Sharp.A, 2004) (Tournier.l,
2008) (Sharma.N, 2014) (Théry.J.C, 2011) (Houdayer.C, 2012).

A partir des scores issus de MaxEntScan et SSF-L, qui concordent, il a été enregistré que la
force des sites d’épissage en 5’ et 3° des exons d’intéréts sont dans la moyenne par rapport a
tous les exons d’APC a I’exception du site 5’ss de ’exon 5 qui a la valeur la plus forte. Une
étude plus poussée a été réalisée afin d’avoir une vision globale sur la force d’épissage des
jonctions exon/intron du géne APC par rapport a toutes les jonctions du génome humain en
sollicitant le prédicteur bio-informatique SROOGLE (Schwartz.S H. A., 2009), utilisé dans
plusieurs études (De Boer.M, 2017) (Thakur.P.K, 2019) (Crespo.C, 2020).

Dans un second temps, une variation 1VS-1 a été retenue pour chacun des exons 5, 6 et 11, et
les substitutions -1 G>A ont été sectionnées, car elles étaient répertoriées dans les bases de
données comme pathogénes, a 1’exception de I’exon 6 (non répertori¢). De plus, une

substitution exonique pour chacun des exons a la base des prédictions du logiciel de
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HexoSplice a été choisie, basé sur des évaluations expérimentales et donne un score ESRseq.
Si ce dernier est positif, la séquence sera prédite comme ESE (favorise I’inclusion de I’exon),
si la valeur est négative donc c’est un ESS (contribue a I’exclusion de 1’exon). Dans le cas ou

le score est nul donc 1’élément est neutre (Ke.S, 2011).

Les résultats dérivés de cette étude a mené au développement du score AtESRseq, qui est
obtenu par le calcul de la différence entre la somme des scores ESRseq dans le contexte muté
et sauvage, si la valeur est < -0,70, donc 1’¢1ément de régulation est affecté par la variation (Di
Giacomo.D, 2013). Le choix est porté sur la c.602A>T / ¢.688C>A / ¢.1532G>T pour I’exon
5, 6, et 11 respectivement, car elles ont des scores AtESRseq trés négatifs. Ces trois variations
sont artificielles car elles ne sont pas trouvées dans les bases de données. (SET 2#)

L’outil HSF a renseigné les forces des sites d’épissage dans le contexte sauvage et en
présence de la variation, il a été constaté que les variations IVS-1+1+2 induisent a la
diminution de la force des sites d’épissage, contrairement aux variations exoniques d’interéts

qui favorisent ’augmentation de la force des sites d’épissage.

Ces preédiction pour gquelques variations ont pu étre demontre expérimentalement, en effet les
variations exoniques ¢.602AT et c.688CA de I’exon 5 et 6 respectivement, n’ont aucun effet
sur la qualité du transcrit car une seule bande a été obtenue lors de la migration sur gel, et le
séquencage a révélé 1’inclusion totale de I’exon 5 et 6 (I’absence d’effets sur I’épissage est
prédite par Splice Al). Or que la variation ¢.1532GT localisé au niveau de 1’exon 11 est
responsable de la destruction du site d’épissage, induit le saut total de I’exon qui n’est pas en
phase ce qui engendre un décalage de cadre de lecture et 1’apparition d’un codon stop
prématuré dans 1’exon 12 a la position ¢.1605, ce qui confére a cette variation le caractére

pathogene.

Il est a noter que les différents logiciels utilisés dans notre étude n’ont pas pu prévenir 1’effet

de cette variation.

La RT-PCR qualitative suivie par le sequencage a pu réveler de facon impressionnante, des
cas ou des sites cryptiques (détectés par MaxEntScan et SSF-L sur I’interface Alamut visual)
ont été activés du coté 5’ des exons apres destruction des sites constitutif 3’ss par les

variations, notamment les IVS-1GA des exons 5, 6, 11 respectivement.

*La ¢.532-1GA conduit a la délétion de 16 premiers nucléotides de I’exon5, et ¢a engendre
un décalage de cadre de lecture et ’apparition d’un codon stop prématuré au niveau de I’exon

5 a la position ¢.551.
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*La €.646-1GA conduit a la production d’un transcrit aberrant avec une délétion de 5
premiers nucléotides de I’exon 6, induisant un décalage de cadre de lecture et 1’apparition

d’un codon stop prématuré dans I’exon 7 a la position ¢.750.

*La ¢.1409-1GA engendre une délétion du 1* nucléotide de I’exon 11, induit un frameshift, et

I’apparition d’un codon stop prématuré au niveau de I’exon 11 a la position c.1490.

Tandis que le GeneScan a révélé que les variations IVS+1GA engendrent un défaut majeur

d’épissage, en effet :

*La c.645+1GA conduit seulement a 4% de I’inclusion normale de 1’exon, 5% au saut total en
phase de I’exon (pas de décalage de cadre de lecture) et a 91% des transcrits aberrants avec
une délétion de 32 derniers nucléotides de ’exon 5 par I’activation d’un site cryptique, et ca
engendre un décalage de cadre de lecture et un codon stop prématuré sur I’exon 7 a la position

c.750.

*La ¢.729+1GA responsable d’un saut partiel en phase de ’exon 6 (AEx6 =67%) et 33% qui
reste ont la rétention de 4 premiers nucléotides de I’intron 6 par la création d’un nouveau site
cryptique d’épissage, et ¢a induit a un décalage de cadre de lecture et la survenue d’un codon

stop prématuré sur I’exon 7 a la position c.750.

*La ¢.1548+1GA responsable de la destruction du site 5° d’épissage, induit le saut total de
I’exon 11, et ¢a engendre un décalage de cadre de lecture et la survenu d’un codon stop

prématuré sur I’exon 10 a la position ¢.1605
En revanche pas toutes les variations IVS+2TC, ont un effet néfaste sur 1’épissage, en effet :
*La €.645+2TC n’as aucun effet sur I’épissage de ’exon 5 (100% inclusion de I’exon).

*La ¢.729+2TC, conduit a 3 types de transcrits, le majoritaire 88%, a 1’inclusion normal de
I’exon 6, 8% du saut de 1’exon, et 4% correspondent a la rétention des 4 premiers nucléotides

de l'intron6.

Seulement la ¢.1548+2TC est responsable d’un défaut majeur d’épissage avec un saut total de
I’exon (AEx11 =100%), mais ¢a ne concorde pas avec les résultats de la RT-PCR qualitative,

qui apres séquencage a révelé un hétéroduplexe.

Il est a noter que ces résultats expérimentaux, ont montré de fagon surprenante, que les profils
d’épissage visualisés sur gel ne sont pas toujours les mémes dans des expériences
indépendantes pour les mémes variations, et les résultats GeneScan des vecteurs pCAS2 APC

E5 et E11 WT (contexte sauvage) engendrent en grande partie des transcrits FL (inclusion de
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I’exon) mais aussi en faible concentration des transcrits avec le saut de I’exon, or tous les
transcrits de pCAS2 E6 WT sont FL, et ca ne concorde pas avec les prédictions bio-
informatiques sur la force des sites d’épissage constitutifs, car SSF-L, MaxEntScan et
SROOGLE ont appréhendé que nos exons d’intéréts 5, 6, et 11 ont des sites forts notamment
celui de ’exon 5. Cela nous laisse suggérer que le test minigene ne reproduit pas forcément
les événements présents dans le contexte physiologique car nous n’avons pas I’intégralité du
gene (uniquement I’exon d’intérét et ses régions introniques flonquantes), et la cellule utilisée
pour la transfection HéLa est cancéreuse (stress cellulaire). En effet la fiabilité de cette
technique est récemment testée et mis en cause par (Lin.J.H W. Z., 2021), qui ont conclu que
cette approche est limitée pour certains types de variations, car ses résultats ne concordent pas
avec les résultats obtenus a partir des échantillons de patients, mais aussi entre eux dans des

expériences indépendantes.

D’une manicre paradoxale, cette technique Minigéne est largement utilisée dans le but
d’établir un lien direct de causalité entre la variation et les événements aberrants d’épissage
car I’analyse des minigenes sauvages et mutés est réalisée en parallele ce qui rend
I’interprétation des données plus aisée (Cooper.T.A, 2005). Dans la bibliographie plusieurs
¢tudes ont démontré la pertinence de cette approche pour la détection des défauts d’épissage
induit par les variations. Ces études ont rapporté que la majorité des résultats obtenus dans le
contexte des minigenes présentaient une tres grande concordance avec les données établies a
partir du matériel biologique de patients. Ainsi, ils peuvent étre utilisées pour les
interprétations biologiques et cliniques (Tournier.l, 2008) (Gaildrat.P K. D., 2012) (van der
Klift.H.M, 2015) (Soukarieh.O, 2016) (Baralle.D B. , 2017) (Tubeuf.H, 2020).
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CONCLUSION



V. Conclusion

Lors de cette étude, par défaut de temps dédié a ce mémoire qui est de 2 mois et les problémes
techniques rencontrés lors des manipulations, seulement 2 transfections pour chaque variation
du SET1# (variation 1VS+1+2) ont été réalisées, et une seule transfection pour le SET2#
(IVS-1 et exonique), or qu’on devait faire 3 transfections pour affirmer les résultats obtenus.
La technique GeneScan (RT-PCR Fluo quantitative) est uniquement réalisée pour le SET1#
Les deux autres types de variation SET2# ont été analysées uniquement par une RT-PCR

classique (qualitative).

Les résultats obtenus ne peuvent pas étre utilisés pour des interprétations cliniques, qui

exigent une confirmation par d’autres études complémentaires.

Une étude comparative ne pourra pas étre realisée, car selon nos recherches les variations

choisies dans cette étude, n’ont pas fait objet d’études antérieures.

En revanche les résultats obtenus ont confirmé d’une part la pertinence du logiciel de
prédiction bio-informatique SpliceAl qui prédit le degré du changement de la force du site
d’épissage en présence de la variation mais aussi I’éventuelle création ou activation des sites
cryptiques en amont et en aval pour certaines variations mais pas la totalité, ce qui a été deja
rapporté par (Chen.J.M, 2020). De plus, ces données soulignent I’importance de tester
expérimentalement 1’effet de toutes les variations qui existent sur 1’épissage que ce soit en
position -2-1/+1+2 ou exonique, afin de déterminer leurs conséquences réelles sans
généraliser par rapport au type et la localisation des variations. 1l a été constaté dans cette
étude que les conséquences des variations ne sont pas les mémes si le type de la variation et sa

localisation par rapport a ’exon est le méme.

A présent, aucun outils bio-informatique n’est capable de prédire la qualité et la quantité des
transcrits engendrés en présence et en absence de la variation qui concordent a 100% avec le

contexte physiologique.

Une étude plus poussée est nécessaire pour démontrer le caractere pathogéne ou non de ces
variations, en analysant des données génétiques, clinique, et familial des patients porteurs de

ses variations.

Les logiciels bio-informatique doivent étre performer afin que les chercheurs et cliniciens
puissent compter sur leurs prédictions pour une interprétation clinique et biologique solide, en
effet il est quasiment impossible de passer toutes les variations a signification inconnus (VUS)

par des analyses expérimentales. Ils peuvent notamment se baser et s’investir plus sur
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I’intelligence artificielle car a présent, uniquement SpliceAl rapporte des prédictions proches

des conséquences réelles sur I’effet des variations sur 1’épissage.

55



a o 2 =D o = o 2 =bha

BIBLIOGRAPHIQUES



V1. Références bibliographiques :

Le Cancer. (2016, 11 09). Récupéré sur Fondation Contre le Concer:

https://www.cancer.be/le-cancer/quest-ce-que-le-cancer

Cancer. (2022). Consulté le 09 2022, sur Organisation Mondiale de la Santé:
https://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/cancer

Baralle.D, B. (2017). RNA splicing in human disease and in the clinic. Clinical Science., 355-
368.

Baralle.D, L. B. (2009). Missed threads. The impact of pre-mRNA splicing defects on clinical
practice. EMBO Rep, 10, 810-816.

Baralle.M, B. D. (2003). Identification of a mutation that perturbs NF1 agene splicing using
genomic DNA samples and a minigene assay. 40. J Med Genet., 40, 220-2.

Ben-Ze'ev. A, G. (1998). Differential molecular interactions of beta-catenin and plakoglobin in

adhesion, signaling and cancer. Current Opinion in Cell Biology, 629-639.
Beroud, M. C. (1992). The UMD website. Consulté le 02-05 2022, sur http://www.umd.be/

bio-informatique, B. e. (s.d.). P25054 - APC_HUMAN. Consulté le 08 30, 2022, sur UniProt:
https://www.uniprot.org/uniprotkb/P25054/entry#function

Bodart.J.F, B. B. (2007). Uniciel. Lille, France.

cancer, L. I. (s.d.). Polypes et adénomes colorectaux. Consulté le 03 2022, sur Association
pour le dépistage du cancer colorectal en Alsace (ADECA):
https://www.adeca68.fr/le_cancer_colorectal/histoire_naturelle/polypes_et_adenomes

_colorectaux.178.html

Chellat-Rezgoune, D. (2021). Cours génotoxicologie. Constantine: University of Constantine
1.

Chen.J.M, L. M. (2020). The Experimentally Obtained Functional Impact Assessments of 5'
Splice Site GT>GC Variants Differ Markedly from Those Predicted. Current
Genomics, 21, 56-66.

56



Cheng.J, e. a. (2019). MMSplice : modular modeling improves the predictions of genetic

variant effects on splicing. Genome Biology.

Cooper.T.A. (2005). Use of minigene systems to dissect alternative splicing elements.
Methods, 331-40.

Crespo.C, E. O. (2020). Molecular analysis of GALT gene in Argentinian population:
Correlation with enzyme activity and characterization of a novel Duarte-like allele.
Molecular Genetics and Metabolism Reports, 100695.

De Boer.M, L. G. (2017). Mutation in an exonic splicing enhancer site causing chronic
granulomatous disease. Blood Cells, Molecules, and Diseases, 66, 50-57.

Den Dunnen.J.T, e. a. (2016). HGVS Recommendations for the Description of Sequence
Variant: 2016 Update. Human Mutation.

Desmet.F.O, H. L. (2009). Human Splicing Finder: an online bioinformatics tool to predict

splicing signals. Nuclein Acids Research, 1-14.

DH5a Competent Cells. (s.d.). Consulté le 05 2022, sur ThermoFisher SCIENTIFIC:
https://www.thermofisher.com/fr/fr/home/life-science/cloning/competent-cells-for-

transformation/competent-cells-strains/dh5a-competent-cells.html

Di Giacomo.D, G. A. (2013). Functional Analysis of a Large set of BRCA2 exon 7 Variants
Highlights the Predictive Value of Hexamer Scores in Detecting Alterations of Exonic

Splicing Regulatory Elements. Human Mutation, 1547-57.

Escande.F, R. (2015, juillet-ao(t-septembre). Nomenclature des variations de séquence en
génétique : application en génétique somatique. Correspondances en Onco-
Théranostic, pp. Vol. IV - n° 3 119-124.

Ferlay.J, E. L. (2020, 10). Global Cancer Observatory: Cancer Today. Consulté le 09 2022,

sur International Agency for Research on Cancer: https://gco.iarc.fr/today

Fodde.R. (2002). The APC gene in colorectal cancer. European Journal of Cancer, 867-871.

Gaildrat.P. (2021). Méthodes d'évaluation du caractere pathogene des variations génétiques.

Rouen: Université de Rouen, Normandie.

S7



Gaildrat.P, K. D. (2012). Multiple sequence variants of BRCA2 exon 7 alter splicing
regulation. J Med Genet, 609-17.

Gaildrat.P, K. M. (2010). Use of splicing reporter minigene assay to evaluate the effect on

splicing of unclassified genetic variants. Methods Mol Biol, 653, 249-5.

Hartmann.L. (2008). Diagnostics of pathogenic splicing mutations: does bioinformatics cover
all bases? Front Biosci., 3252.

He.T.C, S. A. (1998). Identification of c-MYC as a target of the APC pathway. Science, 1509-
12.

Heinen.C.D, G. C. (2002). The APC tumor suppressor controls entry into S-phase through its
ability to regulate the cyclin D/RB pathway. Gastroenterology, 751-63.

Houdayer.C, C.-M. K. (2012). Guidelines for splicing analysis in molecular diagnosis derived
from a set of 327 combined in silico/in vitro studies on BRCA1 and BRCAZ2 variants.
Hum Mutat, 1228-38.

How to make primers for PCR. (s.d.). Consulté le 05 2022, sur Sawakinome:

https://fr.sawakinome.com/articles/science/how-to-make-primers-for-pcr.htmi

Huret.J.L. (2008, 10 01). Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology.
Consulte le 06 08, 2022, sur Nomenclature pour la description des mutations et autres
variations de séquence:
http://atlasgeneticsoncology.org/teaching/30103/nomenclature-pour-la-description-

des-mutations-et-autres-variations-de-s-eacute;quence

Jaganathan.K, e. a. (2019). Prediction Splicing from Primary Sequence with Deep Learning.
Cell, 535-548.

Jaiswal.A.S, N. (2008). A novel function of adenomatous polyposis coli (APC) in regulating
DNA repair. Cancer Lett, 272-80.

Jinchen.L, e. a. (2018). Performance evaluation of pathogenicity-computation methods for

missense variants. Nucleic Acide Research.

Jorden.BR. (2013). Chronique génomique Henrietta Lacks et les cellules Héla, es legons d'une

hisoire. Médecine/Sciences.

58



Karczewski.k. (2017, 02 27). MacArthur Lab. Consulté le 02-05 2022, sur
https://macarthurlab.org/2017/02/27/the-genome-aggregation-database-gnomad/

Ke.S, S. K. (2011). Quantitative evaluation of all hexamers as exonic splicing elements.
Genome Research, 21, 1360-74.

Kebir.S, D. (2015-2016). Cours de génétique . ANNABA: Université BADJI MOKHTAR-
ANNABA, Faculté de médecine .

Kishore.S, K. S. (2008). Rapid generation of splicing reporters with pSpliceExpress. Gene,
427, 104-10.

Laboratories, D. (2014, 10). The UMD-APC mutations database . Consulté le 02-05 2022, sur
http://umd.be/APC/gene.shtml

Landrum.M, L. R. (2013). ClinVar. The NCBI Handbook [Internet]. 2nd edition. Bethesda
(MD): National.

Lefebvre.A, M. L. (2020). HExoSplice: a new software based on overlapping hexamer scores
for prediction and stratification of exonic variants altering splicing regulation of
human genes. Consulté le 08 22, 2022, sur bioinfo.univ-rouen.fr: http://bioinfo.univ-

rouen.fr/HExoSplice/

Leoz.M.R, e. a. (2015). The genetic basis of familial adenomatous polyposis and its
implications for clinical practice and risk management . The application of Clinical

Genetics.

Lin.J.H, T. B. (2019). First estimate of the scale of canonical 5' splice site GT>GC variants
capable of generating wild-type transcripts. Human Mutation, 1856-0873.

Lin.J.H, W. Z. (2021). Splicing Outcomes of 50 Splice Site GT>GC Variants That Generate
Wild-Type Transcripts Differ Significantly Between Full-Length and Minigene
Splicing Assays. Frontiers in Genetics, 701652.

Liu.Y, P. B. (2007). Coordination of steps in single-nucleotide base excision repair mediated
by apurinic/apyrimidinic endonuclease 1 and DNA polymerase f. J Biol Chem,
13532-41.

Manolio.T.A, e. a. (2009). Finding the Missing Heritability of Complex Diseases. Nature.

59



Mediste, L. R. (2018, 04 03). Cancer du c6lon : qu'est-ce que le polype adénomateux ?
Consulté le 03 2022, sur Médisite: https://www.medisite.fr/cancer-colon-rectum-
cancer-du-colon-quest-ce-que-le-polype-adenomateux.2789084.38943.html

Meulemans.L. (2017). Identification fonctionnelle des variations génétiques a [ ’origine d 'une
modification de I'épissage sans perte d'activité du produit du géne : le modele de
I'exon 12 du géne BRCA2. Rouen: Université de Rouen-Caen, France.

Meulemans.L. (2021). Caractérisation fonctionnelle de variations splicéogéniques a I'origine
d'anomalies d’épissage en phase dans des genes de prédisposition aux cancers :

implications en génétique médicale. Rouen: Université de Rouen Normandie.

NCBI.NLM.NIH. (s.d.). Consulté le 09 09, 2022, sur ClinVar APC:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=APC%5Bgene%5D &redir=gene

Neo.O, F. R. (2021). Adenomatous polyposis coli in cancer and therapeutic implications.
Oncology Reviews (pageeress), 524.

Nieuwenhuis.M.H, V. (2006, 07 06). Correlations between mutation site in APC and
phenotype of familial adenomatous polyposis (FAP): A review of the literature.
Oncology Hematology, 61, 153-161.

Polakis.P. (1995). Mutations in the AK gene and their implications for pro&in structure and

function. Current Opinion in Genetics & Development , 66-71.
Rahman.N. (2014). Realizing the promise of cancer predisposition genes. Nature, 302-308.

Richards.S, A. B. (2015, May). Standardsand Guidelines for the Interpretation of Sequence
Variants: A Joint Consensus Recommendation of the American College of Medical
Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genetics in
Medicine, 17(5), 405-424.

Rubinfeld.B, A. P. (1996). Binding of GSK3p to the APC--catenin complex and regulation

of complex assembly. Science, 1023-6.

Saint-Martin.C, C.-L. M. (2021). Functional characterization of ABCC8 variants of unknown

significance based on bioinformatics predictions, splicing assays, and protein analyses:

Benefits for the accurate diagnosis of congenital hyperinsulinism. Human Mutation,
24164.

60



Schwartz.S, H. A. (2009). SROOGLE : webserver for integrative, user-friendly visualization
of splicing signals. Nucleic Acids Research, 189-192.

Scotti.M.M, S. (2016). RNA mis-splicing in disease. Nature Reviews Genetics, 19-32.

Sharma.N, S. R. (2014). Experimental Assessment of Splicing Variants Using Expression

Minigenes and Comparison with In Silico Predictions. Human Mutation, 1249-59.

Sharp.A, P. L. (2004). RNA analysis reveals splicing mutations and loss of expression defects
inMLH1 andBRCA1. Hum Mutat, 272-272.

Sligielski.E M, e. a. (2000). dbSNP : a database of single nucleotide polymorphisms. Nucleic
Acids Research, 352-355.

Soukarieh.O, G. H. (2016). Exonic Splicing Mutations Are More Prevalent than Currently
Estimated and Can Be Predicted by Using In Silico Tools. PLOS Genet, 1005756.

Thakur.P.K;, R. O. (2019). Bioinformatics Approaches for Studying Alternative Splicing. Life
Science, 2, 221-234.

Théry.J.C, K. G. (2011). Contribution of bioinformatics predictions and functional splicing
assays to the interpretation of unclassified variants of the BRCA genes. Eur J Hum
Genet, 1052-8.

Tournier.l, V. M. (2008). A large fraction of unclassified variants of the mismatch repair
genes MLH1 and MSH2 is associated with splicing defects. Hum Muta, 1412-24.

Tubeuf.H, C. S. (2020). Calibration of Pathogenicity Due to Variant-Induced Leaky Splicing
Defects by Using BRCA2 Exon 3 as a Model System. Cancer Res, 1811-29.

van der Klift.H.M, J. v. (2015). Splicing analysis for exonic and intronic mismatch repair
gene variants associated with Lynch syndrome confirms high concordance between

minigene assays and patient RNA analyses. Mol Genet Genomic Med, 327-45.

Wai HA, L. J. (2020). Blood RNA analysis can increase clinical diagnostic rate and resolve

variants of uncertain significance. Genet Med(22), 1005-14.

Yeo.G, B. (2004). Maximum Entropy Modeling of Short Sequence Motifs with Applications
to RNA Splicing Signals. Journal of Computational Biology, 2-3.

61



ANNEXES



VII. Les annexes :

1/ Présentation des différentes amorces utilisées au cours de cette étude

Taille
Nom de Localisation . o fragmen o
Séquence nucléotidique Utilisation
I’amorce de I’amorce t
amplifié
APC.ex5.BamH sens Intron 4 AGGCTAAGAAGTGCAGGATCCAGATTGAGTC
|.InFus-F d’APC TGACACC
502
APC.ex5.Mlul.i  Anti- Intron 5 AGGGGTCAAAACAAGACGCGTGATTATGTTGC
nFus-R sens d’APC TCAGCAGCCATG
APC.Ex6.InFus. sens Intron 5 AGGCTAAGAAGTGCAGGATCCGAACTGACCC
BamHI-F d’APC CAATTTGTTATTAAAGG PCR et
542 mutagenese
APC.Ex6.InFus.  Anti- Intron 6 AGGGGTCAAAACAAGACGCGTTGTAAACTGA dirigé
MIlul-R sens d’APC CAGCTAAAGTAAGGTATC
APC.Ex11.InFu sens Intron10 AGGCTAAGAAGTGCAGGATCCGGCATAAAAT
s.BamHI-F d’APC GGAATAATTGTCAGTTGTAC
567
APC.Ex11l.InFu  Anti- Intron11 AGGGGTCAAAACAAGACGCGTGGCATAAGAC
s.Mlul-R sens d’APC AAACAAATGAGTAAAGATAAG
Exon 5
APCE5-c.532- sens Intron 4-
ATTTTCCTTACAA 317
1GA-F Exon 5
APCE5c.602AT  Anti- Exon 5
TAGTTGTTCTACCATCGCAACT 285
-R sens o
Mutagénese
APCE5- sens Exon5- dirigé
AACGAGCACAGA 203
c.645+1GA-F Inron5
APCE5- Anti- Exon5-
GCCTGTGCTCGT 328
€.645+2TC-R sens Inron5
Exon 6
APCEG6-c.646- sens Intron5-
ACGAAGAATAGC 377
1GA-F Exon6
. Mutagénése
APCEG6C.688CA  Anti- Exon 6 N
TGTCGTATACTAAGTATGTCC 255 dirigé
-R sens
APCE®6- sens Exon6- ACAGAAGCAGAGA 293




C.729+1GA-F Intron6

APCEB6- Anti- Exon6-
GCCTCTGCTTCTG 296
€.729+2TC-R sens Intron6
Exon 11
APCE11- sens Intron10- 359
AGGGGACTACAG
.1409-1GA-F Exonll
APCE11c.1532  Anti- Exonll
GGCTACATCTACAAAAGTCAA 384
GT-R sens .
Mutagénese
APCE11- sens  Exonllintro dirige
GTAGCCAACAAGA 220
c.1548+1GA-F nil
APCE11- Anti-  Exonllintro
GCCTTGTTGGCTA 400
€.1548+2TC-R sens nil
pCAS2
pCAS-seq-F sens Intron du
PCAS2 Séquencage
de ’ADN
pCAS-seq-R Anti- Intron du plasmidique
sens pCAS2
pCAS-KOI-F sens Exon A du Analyse du
PCAS2 TGACGTCGCCGCCCATCAC profil
d’épissage par
RT-PCR et
séquengage

pCAS-2R Anti- Exon B du
sens pCAS2

ATTGGTTGTTGAGTTGGTTGTC

des produits
RT-PCR

Les nucléotides en :

Rouge : ont été modifiés par rapport a la séquence WT, pour introduire la variation
d’intérét par le biais de la technique de mutagénése dirigée.

Noir : complémentaire a la partie exonique
: complémentaire a la partie intronique de ’exon

Noir : complémentaire & la partie exonique du pCAS2 (exon A et B)
: complémentaire a la partie intronique du pCAS2

Noir : site de restriction BamHI et Mlul




2/ Les séquences référence de APC-insert (transmises par Meulemans Laétitia)
2.1/ E5

>APCE5-MinipCAS2-ref

ATCAAAGCAAGAGTTTGTTGTAGAAAAGAGCTGTGGGGAGGAGAGGTTTGGCTGCTGTGACACAG

ACGGTGGTCCCAGGCTAGGGCCTGTGAAGACAGGGAAGAATGGTAGCAAACATACGTGGGTCTGG
GTGGGGGTCAATAGCAGTGAGAGGTCCCAGTGGTCTGGGAGGTCATGGACTAGAAATAAGGCTAA
GAAGTGCAGGATCC

TTTTC
CTTACAAACAGATATGACCAGAAGGCAATTGGAATATGAAGCAAGGCAAATCAGAGTTGCGATGG
AAGAACAACTAGGTACCTGCCAGGATATGGAAAAACGAGCACAG

ACGCGTCTTGTTTTGACCCCTAGCTGTTTCTCCCATTTCTGTGAGACCCTGGACTAGT
TAATATGTGTCGGTATGAGTTITCTCTACCTGTGAAATGGAGCTAATGCGTGGTTTCTCAGTGGAGG
ATCTGTTGACATTGGGGCTGGATAATTCATTGCTGAGGGGCTACCCTGTGCATTTTAGGATGTTTTG
CAGTATATCTCTAGCCTCTACGCACTAGATTCCGGTAGCATCTTCCCTGCTGTCTCCCTGTGACAAC
CAAAAATGTCTCTG

pCASseq-F pCASseq-R

>APCE5-ADNc-ref

TGACGTCGCCGCCCATCAC
TTTTCCTTACAAACAGATATGACCAGAAGGCAATTGGAATATGAAGCAAGGCAAATCAGAGTTGC
GATGGAAGAACAACTAGGTACCTGCCAGGATATGGAAAAACGAGCACAG

E

CAACCAACTCAACAACCAA

ESEOEE -



2.2/ E6

>APCE6-Mini-Ref

ATCAAAGCAAGAGTTTGTTGTAGAAAAGAGCTGTGGGGAGGAGAGGTTTGGCTGCTGTGACACAG

ACGGTGGTCCCAGGCTAGGGCCTGTGAAGACAGGGAAGAATGGTAGCAAACATACGTGGGTCTGG
GTGGGGGTCAATAGCAGTGAGAGGTCCCAGTGGTCTGGGAGGTCATGGACTAGAAATAAGGCTAA
GAAGTGCAGGATCC

CGAAGAATAGCCAGAAT
TCAGCAAATCGAAAAGGACATACTTCGTATACGACAGCTTTTACAGTCCCAAGCAACAGAAGCAG
AG

ACGCGTCTTGTTTTGACC
CCTAGCTGTTTCTCCCATTTCTGTGAGACCCTGGACTAGTTAATATGTGTCGGTATGAGTTTCTCTA
ICCTGTGAAATGGAGC TAATGCGTGGTTTCTCAGTGGAGGATCTGTTGACATTGGGGCTGGATAATT
CATTGCTGAGGGGCTACCCTGTGCATTTTAGGATGTTTTGCAGTATATCTCTAGCCTCTACGCACTA
GATTCCGGTAGCATCTTCCCTGCTGTCTCCCTGTGACAACCAAAAATGTCTCTG

>APCEG6-ADNCc-Ref

TGACGTCGCCGCCCATCAC
CGAAGAATAGCCAGAATTCAGCAAATCGAAAAGGACATACTTCGTATACGACAGCTTTTACAGTCC

CAAGCAACAGAAGCAGAG

GACAACCAACTCAACAACCAA



2.3/ E11

>APCE11-Mini-Ref

ATCAAAGCAAGAGTTTGTTGTAGAAAAGAGCTGTGGGGAGGAGAGGTTTGGCTGCTGTGACACAG

ACGGTGGTCCCAGGCTAGGGCCTGTGAAGACAGGGAAGAATGGTAGCAAACATACGTGGGTCTGG
GTGGGGGTCAATAGCAGTGAGAGGTCCCAGTGGTCTGGGAGGTCATGGACTAGAAATAAGGCTAA
GAAGTGCAGGATCC

GGGGACTACAGGCCATTGCAGAATTATTGCAAGTGGACTGT
GAAATGTATGGGCTTACTAATGACCACTACAGTATTACACTAAGACGATATGCTGGAATGGCTTTG
ACAAACTTGACTTTTGGAGATGTAGCCAACAAG

ACGCGTCTTGTTTTGACCCCTAGCTGTTTCTCCCATTTCTGTGAGACCCTGGACTAGTTAATATGTG
TCGGTATGAGTTITCTCTACCTGTGAAATGGAGCTAATGCGTGGTTTCTCAGTGGAGGATCTGTTGAC
ATTGGGGCTGGATAATTCATTGCTGAGGGGCTACCCTGTGCATTTTAGGATGTTTTGCAGTATATCT
CTAGCCTCTACGCACTAGATTCCGGTAGCATCTTCCCTGCTGTCTCCCTGTGACAACCAAAAATGTC
TCTG

>APCE11-ADNCc-Ref

GGGGACTACAGGCCATTGCAGAATTATTGCAAGTGGACTGTGAAATGTATGGGCTTACTAATGACC
ACTACAGTATTACACTAAGACGATATGCTGGAATGGCTTTGACAAACTTGACTTTTGGAGATGTAG
CCAACAAG

GACAACCAACTCAACAACCAA



3/ Prédictions MM Splice :

B MMSplice (delta_logit_psi)
score

B MMSplice (pathogenicity)
score

Histogramme qui représente les scores de delta-splicing-efficiency et les scores de

pathogénicité des variations d’intéréts (Cheng.J N. C., 2019)

4/ Prédictions HEXplorer et HAL sur les variations exoniques

) _ HAL
Variant Variant HEXplore
APC DELTA P
c.nomenclatu  p.nomenclatu r Delta
exon Sl
re re HZEI
WT=95%
Exon 5 C.602A>T p.(Glu201Val) -121.6 -90.7
Exon 6 €.688C>A p.(Arg230Ser) -88.16 -84.4

Exon 11 €.1532G>T  p.(Glysllval) -122.16 -89.1




5/ Les positions en g. ¢. et p. du coté 3’ et 5° de chaque exon d’APC

Exon g¢.3' g.5' c. 3 c.5' p.3" p.5
-1 112 073582 112073582 -59 -19 0
1 112090570 112090722 -18 135 1 45
2 112 102 023 112 102 107 136 220 46 74
3 112 102886 112103087 221 422 74 141
4 112 111326 112111434 423 531 141 177
5 112 116 487 112 116 600 532 645 178 215
6 112 128 143 112 128 226 646 729 216 243
7 112 136 976 112 137080 730 834 244 278
8 112 151192 112 151290 835 933 279 311
9 112 154 663 112 155041 934 1312 312 438
10 112 157 593 112 157 688 1313 1408 438 470
11 112 162 805 112162 944 1409 1548 470 516
12 112 163 626 112163 703 1549 1626 517 542
13 112 164 553 112 164 669 1627 1743 543 581
14 112170 648 112170862 1744 1958 582 653
15 112173250 112179823 1959 8532 653 2844
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