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1.1 L’étude du génome

Le génome correspond à l’ensemble du patrimoine génétique d’un individu. L’ADN

ou acide désoxyribonucléique est la molécule qui porte cette information génétique et

ce dans chaque cellule de tout organisme vivant. C’est une molécule constituée de

deux brins antiparallèles qui forment une double hélice. Chacun de ces brins est un

polymère appelé polynucléotide. L’élément de base de l’ADN est appelé nucléotide.

L’ADN est donc la succession de quatre nucléotides différents dans un ordre bien

précis. Les quatre nucléotides qui le composent sont l’adénine (A), la cytosine (C),

la guanine (G) et la thymine (T).
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1.1.1 Développement du séquençage

Le séquençage de l’ADN consiste à obtenir la succession exacte des nucléotides

d’une partie ou de l’ensemble du génome. Avant la découverte des techniques de

séquençage de l’ADN de nouvelle génération, les chercheurs utilisaient principalement

trois méthodes pour séquencer les génomes : la méthode de Sanger, la méthode

de Maxam et Gilbert ou encore le pyroséquençage [Sanger et al., 1977, Maxam

and Gilbert, 1977, Nyrén et al., 1993]. Cependant, ces technologies ne permettaient

de séquencer que de courtes séquences du génome de l’ordre de 200 à 800

bases. Pour décoder le premier génome humain, achevé en 2003, il a fallu 13 ans

et 3 milliards de dollars au Projet génome humain [International Human Genome

Sequencing Consortium, 2001, Hattori, 2005]. Les premiers appareils de séquençage

à haut débit permettant de séquencer un génome en entier sont apparus en 2005.

Les innovations dans ce domaine ont permis de réduire le coût, ainsi que le

temps nécessaire pour séquencer complètement les génomes. Ainsi le séquençage

nouvelle génération (NGS, Next Generation Sequencing) se caractérise par l’utilisation

d’approches massivement parallèles. Ces techniques permettent aujourd’hui de mettre

en œuvre des projets de génomique à grande échelle dans un délai raisonnable et à

un coût abordable. Il est désormais possible de séquencer un génome en moins d’une

journée pour un coût inférieur à 1000$ [Hayden, 2014].

Il existe au sein de cette succession de nucléotides des variations d’un individu à

un autre. On appelle variant toute position du génome qui est différente de la séquence

de référence de l’organisme, dans notre cadre, le génome humain. On parle ainsi de

SNVs, Single Nucleotide Variants, pour décrire les changement d’un seul nucléotide le

long de la séquence d’ADN ; par exemple un A qui devient un C. Il existe également des

modifications qui touchent plusieurs bases qu’on appelle des indels et qui peuvent être

de deux sortes : des insertions avec l’ajout d’une ou plusieurs bases (A qui devient AC

par l’ajout d’un C) ou à l’inverse, une délétion avec la perte d’une ou plusieurs bases

(AC qui devient A). D’autres variations plus complexes, appelées variants structuraux,

ne seront pas abordées dans le cadre de cette thèse.

Pour nommer les variations d’autres termes sont utilisés que variants. Les

termes mutations et polymorphismes sont toujours utilisés mais avec des définitions

historiques établis. Un seuil arbitraire de 1% a été fixé pour distinguer les variants

communs (polymorphisme) des variants plus rares (mutation) [Karki et al., 2015]. Mais

c’était avant que la séquence du génome humain soit décryptée. On a ensuite cherché

à étudier la diversité génétique qui existe entre individus mais également à travers

leur origine géographique. Il existe en effet des différences de fréquences de variants

d’une population géographique à l’autre [The International HapMap Consortium,

2005, Leslie et al., 2015, Karakachoff et al., 2015]. Les variants classés comme
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rares peuvent ainsi devenir des polymorphismes ou les polymorphismes devenir des

variants rares selon la population analysée. L’étude de la diversité génétique est

donc essentielle et nécessaire pour permettre l’identification de variants communs en

population et/ou spécifiques d’une région géographique. Cela permet de mettre en

évidence des variants plus rares qui peuvent être responsables de maladies [McEvoy

et al., 2006, Saint Pierre and Génin, 2014]. Pour ce faire des projets de séquençage

sur des individus provenant de différentes populations à travers le monde ont été

lancés et ont permis d’identifier des SNVs communs et rares. Des projets, comme

l’International HapMap Project et le 1000 Genomes Project, par exemple, ont permis

d’obtenir un catalogue détaillé des variants génomiques présents dans les populations

européennes, africaines et asiatiques [1000 Genomes Project Consortium et al.,

2010, 1000 Genomes Project Consortium et al., 2015].

Le coût et le temps nécessaires au séquençage du génome en entier étant encore

élevés, le séquençage restreint à des régions d’intérêt est plus couramment réalisé. Il

est en effet aujourd’hui classique de ne séquencer que les parties codantes du génome

constituées essentiellement des exons et que l’on appelle exome. Des méthodes de

capture sont utilisées pour cibler spécifiquement ces régions exoniques et également

d’autres régions d’intérêt sur le génome comme celles contenant des petits ARNs

et des zones de régulation. L’exome représente environ 1% du génome soit environ

30Mpb [Xuan et al., 2013]. Même si le fait de séquencer et d’analyser uniquement

ces régions ne prend pas en compte les variations dans les régions non codantes, il

a été montré que cette stratégie permet de découvrir un grand nombre de variants

rares responsables de maladies [Bamshad et al., 2011, Rabbani et al., 2014]. En

effet, l’exome contiendrait 85% de ces variants [Ng et al., 2010]. Ces modifications

de la séquence primaire de l’ADN peuvent altérer et/ou modifier le fonctionnement

d’un gène. Des projets à grande échelle ont également vu le jour comme l’Exome

Sequencing Project (ESP) et le French Exome Project (FrEx) [Fu et al., 2013, Genin

et al., 2017]. La base de données GnomAD, regroupe et met à disposition les données

de variants d’un très grand nombre de projet d’exomes et de génomes [Lek et al.,

2016].

De plus en plus de projets voient le jour dans le but de comprendre comment est

organisé le génome humain et comment il fonctionne. Les volumes de données à

traiter, issus du séquençage, sont en constante augmentation. En effet le séquenceur,

Hiseq X de chez Illumina, permettant de réaliser un génome pour moins de 1000$

génère 1.6-1.8 Tb par séquençage en moins de trois jours (http ://www.illumina.com).

De plus, les données de séquençage ne sont pas directement exploitables. Ces

données se présentent sous la forme de lectures (ou read). Le séquençage se
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déroule en 4 étapes principales. Tout d’abord l’ADN est fragmenté en de courts

fragments d’environ 250pb. Si l’on ne séquence pas le génome complet, on peut utiliser

des librairies de « captures » (ensemble de sondes) produites par des entreprises

telles que « agilent ou illumina » (http ://www.genomics.agilent.com). Elles permettent

de sélectionner, par hybridation avec l’ADN fragmenté, les régions qui vont être

séquencées. Après fixation de l’ADN sur le support de séquençage, les fragments

d’ADN sont amplifiés par une technique de pontage à l’aide d’une ADN polymérase

qui produit des ADN doubles brins. Ceci permet d’obtenir un très grand nombre

de fragments identiques dans une zone appelée « cluster ». Le séquençage de ce

cluster produira une lecture. Le séquençage se fait simultanément sur l’ensemble

des clusters. Pour chaque cycle on ajoute d’abord les quatre nucléotides bloqués

marqués avec un fluorochrome différent. Le nucléotide complémentaire au premier

nucléotide de la séquence se fixe et on identifie le fluorochrome du nucléotide ajouté

à l’aide d’un laser et d’une caméra microscope. On répète le processus le long de

la séquence fixée sur le support (2 x 150pb). Les fluorescences obtenues à chaque

nucléotide fixé, de l’ensemble des séquences, sont stockées dans des fichiers binaires

en format bcl (base calls). Pour pouvoir analyser cette montagne de données, il est

nécessaire de disposer d’outils informatiques performants. Sans le développement de

la bioinformatique, le temps gagné au cours des années par l’avancée des méthodes

de séquençage serait perdu en temps de traitement de données informatiques.

1.1.2 Traitement bioinformatique des données

1.1.2.1 Pipeline d’analyse

Afin de pouvoir étudier la variabilité génétique qui existe entre les individus, il est

nécessaire d’obtenir des données traitées, lisibles par l’homme. Il faut donc passer par

une succession de dizaines de programmes informatiques pour obtenir des données

analysables. Les données analysables sont généralement stockées dans un fichier

au format VCF (variant call format) [Danecek et al., 2011]. Il s’agit d’un tableau

regroupant les milliers voire millions de variants observés. Le traitement des données

brutes jusqu’à l’obtention d’un tableau regroupant les variants constitue le « pipeline

d’analyse ». Il existe plusieurs algorithmes et outils pour construire ce pipeline, chacun

présentant des paramètres différents [Mardis, 2008, Altmann et al., 2012] Il faut donc

bien s’informer sur leur mode de fonctionnement afin de pouvoir choisir celui qui

est le plus adapté aux analyses que l’on souhaite réaliser. L’analyse des données

est permise par un ensemble d’étapes depuis le traitement des fichiers bruts (.bcl)

jusqu’à l’identification de variants. Ces étapes [Voir Figure 1.1] sont indispensables

et permettent le traitement des données générées par le séquenceur. Elles peuvent

être regroupées en deux grandes parties, la première étant la plus standardisée et la
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cluster comme vu précédemment. On ne s’attend donc pas à avoir un pourcentage

très élevé de séquences dupliquées ou surreprésentées qui signifierait qu’une même

séquence a été séquencée plusieurs fois (Figure 1.2.A). On analyse également la

teneur en nucléotides GC. Dans un génome normal, on s’attend à voir une distribution

à peu près normale du contenu en GC dont le pic central correspond au contenu

global en GC du génome (Figure 1.2.B). Une distribution de forme inhabituelle pourrait

indiquer une contamination ou un autre type de biais (Figure 1.2.B.b). Lorsqu’on

analyse la distribution et la qualité des nucléotides par position, on peut observer

par exemple que la probabilité d’erreur de séquençage augmente avec la taille des

reads (Figure 1.2.C.a). Si l’on observe une diminution de la qualité des reads aux

extrémités, des outils bioinformatiques suppriment les bases de mauvaise qualité à

l’aide du score QPhred par exemple. Cela permet de traiter que les bases de bonne

qualité et d’augmenter la qualité des lectures obervés (Figure 1.2.C.b) [Joshi and Fass,

2011]. On peut par ce contrôle de qualité, identifier des problèmes de préparation des

échantillons et de séquençage. Une fois que les données brutes ont été vérifiées, on

peut aligner les séquences d’ADN sur le génome de référence (Figure 1.3). Chaque

séquence d’ADN est positionnée sur le génome de référence à l’aide de programmes

bioinformatiques tel que Burrows-Wheeler Aligner (BWA) [Li, 2013].

Les fichiers de stockage de cet alignement sont les fichiers SAM (Sequence

Alignment/Map format). Ils contiennent des informations sur la position à laquelle la

lecture s’est alignée sur le génome de référence, la séquence de la lecture, le code

CIGAR et la qualité d’alignement. Le code CIGAR indique comment la lecture s’est

alignée sur la référence. Par exemple si le code est 11M4D58M cela signifie que la

lecture s’est correctement alignée sur 11 bases puis il y a 4 bases délétées et 58

identités (Figure 1.4). Il est ensuite possible d’utiliser des programmes afin d’identifier

des variants génomiques.

L’interprétation des données est d’autant plus difficile que la quantité d’information

obtenue est importante. Beaucoup de variants sont mis en évidence. Par exemple,

dans le génome d’un individu, environ trois millions de positions diffèrent du génome

humain de référence. La deuxième partie du pipeline d’analyse a donc pour objectif de

trouver le ou les variants répondant à la question biologique posée. Il faut pour cela

filtrer ces variants. Pour ce faire, des outils informatiques et des bases de données

permettent aujourd’hui d’annoter les fichiers de variants.
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que celles obtenues à partir des séquenceurs classiques et conservent ainsi les

informations sur les haplotypes [Rhoads and Au, 2015].

1.2.2.2 Le phasage statistique

Le phasage statistique se sert quant à lui des données sur les combinaisons

de génotypes observées dans l’échantillon séquencé ou dans des échantillons de

référence pour inférer la phase la plus probable. Ainsi, si on reprend l’exemple de

la Figure 1.9, le génotype de l’individu est hétérozygote A, G à la première position et

hétérozygote G, T à la deuxième. Nous cherchons donc à savoir si les haplotypes de

l’individu sont AG, GT ou AT, GG. Si dans le reste de l’échantillon dont fait partie cet

individu ou dans un panel de référence, l’haplotype GG n’a jamais été observé mais si

on a observé les haplotypes AG et GT, on donnera une forte probabilité à la première

combinaison AG, GT et une probabilité nulle ou quasi-nulle à la seconde combinaison.

Différentes méthodes statistiques ont été développées pour réaliser ce phasage

et les méthodes les plus efficaces pour réaliser le phasage de grandes régions

génomiques voire de chromosomes entiers se basent sur des modèles de chaînes de

Markov cachées (HMM) comme les outils bioinformatiques SHAPEIT2, Beagle, Eagle2

ou HAPI-UR [Browning and Browning, 2007, Delaneau et al., 2012, Williams et al.,

2012, Loh et al., 2016].

Certains outils utilisent, lorsqu’elles sont disponibles, les informations provenant

des apparentés afin de prendre en compte les régions identiques par descendance

(IBD) (Figure 1.10). Dans le cas simple où le père de l’individu est homozygote AG,

AG et la mère homozygote GT, GT, il sera facile de conclure que l’individu est AG, GT

car il aura acquis un chromosome de son père et l’autre de sa mère. Il est important

de souligner que la conclusion n’est pas aussi simple lorsque les parents ne sont pas

homozygotes pour les deux allèles. Lors de la méiose, division cellulaire permettant

d’obtenir une cellule haploïde (gamète) à partir d’une cellule diploïde, il survient

des évènements de recombinaisons génétiques (Figure 1.11). Des chromosomes

homologues peuvent ainsi échanger des portions de leurs ADN. Il en résulte des

chromosomes portant une séquence d’ADN différente de celle du parent. Par exemple,

un individu AG, CC peut transmettre l’haplotype AC ou CG après une recombinaison

homologue entre les deux allèles. Ces évènements doivent être intégrés à l’algorithme

de programmation lors de la conception de ces outils statistiques.

Certains outils se servent des « reads ». Lorsque deux variants sont présents sur le

même « read », on peut en effet en déduire qu’ils sont en cis. Pour que deux variants

soient sur le même « read », il faut qu’ils soient situés à une distance assez courte

(∼250 bases pour le séquenceur Illumina). L’outil de phasage statistique SHAPEIT2
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1.2.3 Place des haplotypes et impact des variants

Lorsqu’on analyse des données issues du séquençage du génome ou lorsqu’on

réalise des tests fonctionnels in vitro, le contexte haplotypique est rarement pris en

compte. Cela pose des problèmes lors de la recherche de variants causaux ou pour

l’interprétation des résultats des tests in vitro.

1.2.3.1 Analyse de données de séquençage

Ainsi, comme nous l’avons vu dans la description du pipeline d’analyse (1.1.2.1), le

traitement des données de séquençage aboutit à une liste de variants dans un fichier

VCF. Chaque ligne de ce fichier correspond à un variant et les annotations et les filtres

qui sont réalisés considèrent le variant isolement de son contexte haplotypique. En

d’autres termes, on ne tient pas compte des autres variants avec lesquels le variant à

la ligne n du fichier est associé en cis chez l’individu i.

Si l’on revient sur les annotateurs et l’utilisation de filtres sur les variants, la

manière dont sont appliqués les filtres peut avoir des conséquences importantes sur

l’interprétation des données (1.1.2.3). Cela peut par exemple entraîner l’exclusion de

variants répondant à la question biologique. Ainsi, le filtre de fréquence permet de

réduire le nombre de variants en ne gardant pour la suite des analyses que les variants

dont la fréquence dans les bases de données publiques comme 1000 Genomes ou

GnomAD est inférieure à un certain seuil. Ce seuil est souvent déterminé avec la

prévalence de la maladie étudiée.

Par exemple, pour une maladie dominante à pénétrance forte dont la prévalence

en population est de 1 pour mille, on ne retient que les variants ayant une fréquence

inférieure à 0.1%. Ainsi, on ne s’intéresse pas à un variant ayant une fréquence de 1%

en population générale qui pourrait conduire à la maladie lorsqu’il est associé en cis

avec un second variant du gène ayant lui une fréquence de 10%. Ces deux variants

sont exclus dès les premières étapes de l’analyse et leur implication dans la maladie

n’est donc jamais étudiée.

De même, les algorithmes de prédiction d’effets des variants, utilisés pour exclure

des variants neutres, basent leur prédiction uniquement sur une information locale

sans prise en compte des autres variants situés en cis chez l’individu et qui pourraient

modifier l’effet du variant. Il existe bien pourtant quelques exemples d’implication dans

des pathologies des variants individuellement neutres qui, lorsqu’ils sont présents sur

le même haplotype (en cis), peuvent jouer un rôle dans la maladie et conduire à

des erreurs de diagnostic. Nous avons l’exemple d’un variant dans le gène EGFR,

devenu une cible thérapeutique importante pour le traitement des adénocarcinomes

pulmonaires. Ce variant a mis à mal les tests de variants dans le cadre du diagnostic.
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Ce variant empèche l’amplification de l’ADN portant les deux mutations et induit un

test faussement négatif. Cette erreur de diagnostic peut avoir des conséquences

lourdes quant à la pris en charge des patients [Santamaría et al., 2013]. Deux

exemples de combinaisons de variants modifiant le phénotype de patients atteints de

la mucoviscidose et d’hémochromatose, sont décrits plus loin dans le mémoire [Clain

et al., 2001, Uguen et al., 2017].

1.2.3.2 Etude in vitro de l’impact des variants génomiques

Lors de l’étude de l’impact d’un variant génomique, on réalise le plus souvent une

transfection, transitoire ou stable, de la séquence mutée du gène, ou le plus souvent

d’un transcrit du gène, par le biais de plasmide ou de rétrovirus (Figure 1.12). La

transfection est une technique de biologie moléculaire qui consiste à introduire un

ADN étranger dans une cellule eucaryote cultivée in vitro. Dans le cas d’un transfection

transitoire, on peut utiliser des plasmides. La séquence d’ADN complémentaire (ADNc)

permettant l’obtention de la protéine d’intérêt est introduite dans un plasmide. La

cellule est traitée avec un transfectant qui va permettre au plasmide de rentrer dans la

cellule. Le plasmide rejoint le noyau de la cellule. Grâce au promoteur présent sur le

plasmide, la transcription, puis la traduction en protéine vont pouvoir se faire. Dans ce

cas, la transfection est dite transitoire car l’ADN étranger ne s’intègre pas au génome

de la cellule hôte. Les cellules sont analysées 24 à 72 heures après transfection,

correspondant au temps où l’expression de la protéine nouvellement synthétisée est la

plus importante. Dans le cas d’une transfection stable l’ADNc s’intégre au génome de

la cellule hôte. Ainsi la cellule synthétise ensuite elle-même l’ADN introduit. Cet ADN

va être par la suite transcrit puis traduit en protéine (Figure 1.12).

La séquence mutée du gène, introduit dans la cellule, est obtenue en partant de

la séquence de référence humaine sur laquelle on effectue une mutagenèse dirigée

[Raraigh et al., 2018]. C’est-à-dire que l’on induit un variant précis au sein de l’ADN.

Lors de ces analyses, on ne se soucie généralement pas des variants qui pourraient

être associés au variant d’intérêt. Dans le cas où d’autres variants sont associés en

cis, les résultats de ces études ne sont donc pas toujours le reflet de l’effet du variant

dans son contexte physiologique.
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1943 que la maladie a vu son nom évoluer en mucoviscidose pour « mucus visqueux »

car décrite comme une sécrétion généralisée de mucus visqueux ne se limitant pas au

pancréas [Farber et al., 1943].

En 1989, le gène à l’origine de la maladie a été découvert, il s’agit du gène CFTR

(Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator) qui code pour la protéine

du même nom [Riordan et al., 1989, Rommens et al., 1989, Kerem et al., 1989].

Des études ont alors été conduites pour comprendre le rôle joué par cette protéine

membranaire et son lien avec la maladie. On sait aujourd’hui que la protéine CFTR

joue un rôle clé dans l’homéostasie ionique et hydrique en régulant notamment les

ions chlorures et bicarbonates dans de nombreuses cellules épithéliales. Un défaut de

la protéine induit une absence ou dysfonction de la protéine CFTR à la membrane.

Or, ce canal, lorsqu’il est actif, induit une inhibition des canaux ENaC. Ces canaux

ENaC sont responsables de l’influx d’ions sodium. La levée de l’inhibition des canaux

ENaC provoque l’entrée d’ions sodium dans la cellule, ainsi qu’une entrée de l’eau qui

l’accompagne. Cette entrée d’eau est donc responsable de la déshydratation du mucus

[Riordan et al., 1989, Cant et al., 2014]. Une meilleure compréhension et définition de

l’impact du déficit partiel ou total de la protéine a permis un meilleur diagnostic et le

développement de médicaments.

1.3.1.2 Manifestations cliniques

Les symptômes les plus fréquents chez les personnes atteintes de mucoviscidose

sont des atteintes pulmonaires et digestives. L’altération de la fonction de la protéine

CFTR entraîne une modification des sécrétions dans plusieurs types cellulaires de

l’organisme. Dans les voies respiratoires, le mucus à la surface des cellules devient

plus épais. Ce mucus permet au système respiratoire d’évacuer les germes et les

agents infectieux. Lorsqu’il est plus épais, le mucus s’écoule plus difficilement, les

bronches peuvent s’encombrer et s’infecter provoquant toux et expectorations. Les

voies respiratoires deviennent ainsi un terrain propice aux infections et notamment

à la colonisation par la bactérie Pseudomonas Aeruginosa [Davies, 2002]. L’atteinte

pulmonaire est la première cause de morbidité et de mortalité chez les patients

atteints de mucoviscidose [Martin et al., 2016]. En 2017, aux Etats Unis, 380

patients ont succombé à la mucoviscidose dont 63% pour des raisons respiratoires

et cardiorespiratoires [Cystic Fibrosis Foundation, 2017].

Au niveau du tube digestif, l’obstruction des canaux pancréatiques par le mucus

épaissi empêche l’arrivée des enzymes pancréatiques dans l’intestin. Ces enzymes

sont nécessaires à la digestion des aliments et leur diminution entraîne une réduction

de l’absorption des aliments et à terme à des troubles nutritionnels [Gibson-Corley

33



Introduction

et al., 2016].Le trypsinogène est une proenzyme synthétisée dans le pancréas qui,

lors de son passage dans l’intestin est activée et devient la trypsine. Dans le cas de la

mucoviscidose, le faible volume sécrétoire induit une accumulation des trypsinogènes.

Cette accumulation couplée à un pH acide induit leur autoactivation. Elle passe

alors partiellement dans la circulation sanguine. La quantité anormale de trypsine

dans le pancréas initie les premiers stades de l’autodigestion du pancréas par les

enzymes pancréatiques qui engendre une pancréatite et peut déclencher une fibrose

du pancréas [Ooi and Durie, 2012].

On observe également des atteintes génitales pouvant conduire à une infertilité,

surtout chez les hommes. En effet plus de 95% des hommes atteints de mucoviscidose

sont stériles en raison d’une azoospermie provoquée par une altération du canal

déférent. Dans la plupart des cas, il s’agit d’une absence totale congénitale et donc

bilatérale des canaux déférents (CBAVD) qui bloque le transport des spermatozoïdes

vers le tractus génital externe [Radpour et al., 2008, Ong et al., 1993]. L’infertilité chez

les femmes est moins fréquente mais elles sont généralement hypofertiles. L’infertilité

est le plus souvent due à la malnutrition qui peut causer un retard de la puberté, un

manque d’ovulation ou à une augmentation de l’épaississement du mucus cervical.

On trouve également des cas d’absence congénitale de l’utérus et du vagin (CAUV)

chez environ 8% des femmes atteintes de mucoviscidose, deux fois plus que dans la

population générale [Timmreck et al., 2003, Radpour et al., 2008].

1.3.1.3 Diagnostic

Avant 1959, le diagnostic de la mucoviscidose se faisait surtout à partir des

symptômes évocateurs. C’est à la suite de la canicule de 1948 à New-York,

entrainant un état de prostation des malades, que les anomalies électrolytiques ont

été découvertes et décrites [Kessler and Andersen, 1951]. L’augmentation du chlore

et du sodium dans la sueur explique ainsi la spécificité qu’ont les malades à avoir la

« peau salée ». C’est ainsi que l’idée est venue de recueillir et d’analyser la sueur.

Cela était difficile et n’a pu être réellement mis en place qu’en 1959 avec l’apparition

des premiers tests de la sueur [Gibson and Cooke, 1959]. Ces tests reposent sur la

détermination de la concentration en chlorure dans la sueur et sont encore utilisés

dans le diagnostic de la mucoviscidose [Farrell et al., 2017].

En France, depuis 2002, le dépistage néonatal de la mucoviscidose par un dosage

de la trypsine immuno-réactive (TIR) est devenue systématique. Quelques jours après

la naissance et avec le consentement des parents, une goutte de sang est prélevée au

nouveau-né pour déterminer la quantité de trypsine dans la circulation sanguine. Si le

dosage est positif, on recherche par génétique moléculaire les variants du gène CFTR
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(ABC). Elle a également la propriété de fonctionner comme un canal chlorure (Cl-)

Adénosine MonoPhosphate cyclique (AMPc) - dépendant [Anderson et al., 1991]. Elle

est exprimée à la membrane apicale des cellules et contribue à maintenir l’hydratation

du mucus et l’homéostasie électrolytique à travers les membranes [Rich et al., 1990].

1.3.2.1 Voie de biosynthèse de la protéine CFTR

Le gène CFTR est tout d’abord transcrit en ARNm dans le noyau de la cellule,

l’ARNm qui passe ensuite à travers les pores nucléaires. À la suite de l’interaction

ARNm/ribosome, l’ARNm est traduit en protéine dans le cytoplasme ou dans le

réticulum endoplasmique. Le polypeptide ainsi formé correspond à une forme non

glycosylée de 130kDa. La protéine CFTR passe ensuite par une voie de maturation

complexe au sein de la bicouche lipidique du réticulum endoplasmique (RE) impliquant

des chaperons moléculaires et des co-chaperons [Rich et al., 1990]. Les protéines

chaperons et co-chaperons aident au repliement et à la maturation correcte des

protéines. Elles interviennent également dans la dégradation des protéines mal

repliées [Mayer and Bukau, 2005, Kriegenburg et al., 2012, Hanzén et al., 2016].

La protéine CFTR de type sauvage (Wt-CFTR) est partiellement glycosylée par

l’ajout d’oligosaccharides, conduisant à une forme immature d’environ 145 KDa

[Gregory et al., 1990]. Les différents domaines s’assemblent par des interactions inter-

domaines. La maturation et la glycosylation se poursuivent à travers l’appareil de

Golgi, à l’origine de la forme mature complexe d’environ 170 kDa [Helenius and Aebi,

2001, Patrick et al., 2011]. La protéine mature rejoint ensuite la membrane apicale

des cellules où elle joue son rôle de canal chlorure. Les protéines mal repliées sont

reconnues par le système de surveillance et de dégradation du RE (Endoplasmic-

reticulum-associated protein degradation (ERAD)). Elles sont ainsi ubiquitinées et

dégradées par le protéasome [Okiyoneda et al., 2010, Rogan et al., 2011].

1.3.2.2 Structure et régulation de la protéine CFTR

La protéine CFTR comme les autres membres de la famille des ABC comprend

deux domaines transmembranaires appelés membrane spanning domain (MSD),

chacun composé de six hélices, qui délimitent un pore transmembranaire. Elle possède

également deux domaines intracellulaires de liaison aux nucléotides (Nucleotide

Binding Domain : NBD) capables de fixer l’ATP et interagissant avec les quatre boucles

intracellulaires (ICL1 à ICL4) des domaines membranaires (Figure 1.14). La protéine

CFTR présente la particularité de posséder une région régulatrice (R), qui la distingue

des autres transporteurs ABC.

L’ouverture du canal est ainsi induite par deux évènements. Tout d’abord, le

domaine régulateur est phosphorylé par la protéine kinase (PKA) régulée par l’AMPc.
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FIGURE 1.16: Deux états conformationnels du CFTR humain. (A) Schéma montrant les domaines de
la protéine CFTR. Les chiffres représentent la gamme de résidus visibles sur la carte cryo-EM, et non
les limites exactes des différents domaines. (B) Conformation de la structure déphosphorylée, sans ATP
(à gauche ; PDB 5UAK) et de la structure phosphorylée, liée ATP (à droite). Les régions non résolues
dans la structure sont affichées sous forme de lignes pointillées (d’après Zhang, 2018).
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1.3.3 Impact des variants et thérapeutiques

On répertorie actuellement plus de 2000 variants sur le gène CFTR. Parmi

eux, le variant le plus fréquent est la délétion d’une phénylalanine en position

508 (p.Phe508del) qui est présente chez 85% des malades dont 45% sous

forme homozygote [Cystic Fibrosis Foundation, 2017]. Comme nous l’avons vu

précédemment les variants peuvent avoir un impact sur la protéine à différents niveaux.

Cela peut subvenir avant même sa traduction.

1.3.3.1 Les classes de variants

Ainsi on a classé les variants retrouvés dans le gène CFTR dans 6 classes [Welsh

and Smith, 1993, Zielenski and Tsui, 1995]. Ce système de classification regroupe

les variants en fonction des problèmes qu’ils entraînent sur la protéine CFTR. L’intérêt

d’avoir ce type de classification est de pouvoir adopter la même stratégie thérapeutique

pour chaque classe. Il existe en effet aujourd’hui plusieurs traitements utilisés chez les

patients dans le but de corriger les défauts du CFTR.

• Les variants de classe I sont des variants qui entrainent l’absence ou la

modification de la synthèse de la protéine. Ce sont principalement des variants

non-sens, des délétions/insertions et des variants modifiant l’épissage. Il en

résulte soit une protéine tronquée et instable soit, en amont de la traduction,

un ARNm qui est dégradé par le processus de dégradation NMD. Une absence

de protéine à la membrane est alors constatée.

• Les variants de classe II sont des variants qui modifient le repliement normal de

la protéine et altèrent son trafic intracellulaire. Ces protéines étant mal formées,

elles sont retenues par le système de surveillance du RE puis rapidement

dégradées. Seule une petite quantité de protéine partiellement fonctionnelle

échappe au système de vérification du RE et est transportée vers la membrane.

On observe donc une très forte diminution de la quantité de protéine à la

membrane. Le variant p.Phe508del est un variant de classe II [Serohijos et al.,

2008, Lukacs and Verkman, 2012].

• Les variants de classe III et IV sont des variants qui impactent le canal CFTR

lorsqu’il est à la membrane plasmique. Les variants de classe III modifient

l’ouverture du canal et les variants de classe IV modifient sa conductance. Le

deuxième variant le plus fréquent en population fait partie de la classe III. C’est

un variant faux sens qui change une glycine en une asparagine en position 551

(p.G551D). Elle est présente sur au moins un allèle chez 4-5% des patients

[Ramsey et al., 2011]. La protéine mutée p.G551D est présente à la membrane
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mais son activité est très réduite [Bompadre et al., 2007, Bompadre et al., 2008].

• Les variants de classe V affectent la transcription du CFTR. Ce sont souvent des

variants qui affectent l’épissage. Les variants de classe VI réduisent la stabilité

de la protéine à la surface des cellules.

FIGURE 1.17: Biosynthèse de la protéine CFTR sauvage et classes de variant (d’après Derichs,
2013).

Les variants de classe I, II, V et VI entraînent donc une absence ou une réduction

de la quantité de protéine CFTR au niveau de la membrane cellulaire, alors que les

variants de classe III et IV modifient la fonction ou l’activité du CFTR au niveau de

la membrane cellulaire. Ces différents variants engendrent des dysfonctionnements

dont la sévérité est variable. Les variants de classe I, II et III donnent des formes

relativement sévères de mucoviscidose [Rogan et al., 2011, Fraser-Pitt and O’Neil,

2015] alors que les variants de classe IV, V et VI sont associés à des phénotypes plus

modérés.

On observe également des différences de sévérité entre deux patients porteurs

des mêmes variants (Mekus et al., 2000 ; Lucarelli et al., 2012). On peut expliquer

ces différences phénotypiques de plusieurs manières. La première est l’environnement

et la qualité de vie des patients [Collaco et al., 2016]. La deuxième est le contexte

génétique, avec la présence possible de gènes modificateurs qui vont avoir un impact
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1.3.3.3 Thérapeutiques

Les traitements de la mucoviscidose qu’ils soient symptomatiques ou curatifs

ont significativement amélioré la qualité de vie des malades et augmenté

considérablement leur espérance de vie. Alors que les enfants décédaient le plus

souvent avant l’âge de 5 ans en 1965, l’espérance de vie est aujourd’hui d’environ 44

ans aux Etats-Unis [Cystic Fibrosis Foundation, 2017]. Les tout premiers traitements

de la mucoviscidose ont été les antibiotiques comme la pénicilline pour les infections

pulmonaires et les enzymes pancréatiques pour les problèmes digestifs [Shwachman,

1960, Norman, 1964, Matthews et al., 1964]. Pour l’atteinte pulmonaire, on diffusait

du propylène glycol sous forme de brume sous une tente sous laquelle on faisait

dormir les patients afin de fluidifier les sécrétions muqueuses. On réalisait également

de la physiothérapie respiratoire [Matthews et al., 1964]. Ces traitements sont encore

utilisés mis à part la diffusion sous la tente qui imposait aux patients de dormir «

mouillés jusqu’aux os ». Ces traitements permettent de réduire les symptômes et non

d’en corriger les causes. Après la découverte du gène CFTR, de nombreux travaux ont

été réalisés pour mieux comprendre le fonctionnement du gène et de la protéine CFTR

et de ses partenaires et de trouver des cibles thérapeutiques (Figure 1.20) [Castellani

and Assael, 2017].

Il existe aujourd’hui plusieurs traitements utilisés chez les patients dans le but de

corriger les défauts du CFTR (Table 1.1). Trois traitements mis au point par Vertex

Pharmaceuticals ont passé les essais cliniques et sont maintenant prescrits aux

patients : ivacaftor (Kalydeco®), lumacaftor/ivacaftor (Orkambi®), et tezacaftor/ivacaftor

(Symdeko®). Kalydeco® a obtenu l’autorisation de mise sur le marché pour les enfants

de 2 ans et plus, pesant moins de 25 kg, porteurs de variants de classe III du gène

CFTR [Haute Autorité de Santé, 2012]. L’Orkambi® est prescrit aux patients âgés de 12

ans et plus homozygotes pour le variant p.Phe508del du gène CFTR [Haute Autorité de

Santé, 2019]. Symdeko® a quant à lui obtenu les autorisations aux Etats Unis et au

Canada mais pas encore en France pour être prescrit aux patients âgés de 12 ans et

plus ayant les deux copies p.Phe508del ou aux patients présentant une p.Phe508del

avec certains variants.

D’autres molécules ont également été testées comme la molécule PTC124 testée

en essai clinique chez les patients atteints de mucoviscidose sous le nom de

Translarna®. Il s’agit d’un médicament prescrit chez les patients atteints de dystrophie

musculaire de Duchenne ayant un variant dans le gène de la dystrophine entraînant un

codon stop. La molécule agit sur le ribosome pour qu’il lise le codon stop et ne produise

pas de protéine tronquée, ce phénomène est appelé translecture du codon stop (Figure

1.20). Les effets chez les patients atteints de dystrophie musculaire de Duchenne n’ont
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pour le moment pas été très concluants mais la molécule reste prescrite [McDonald

et al., 2017]. En revanche l’essai clinique pour les patients atteints de mucoviscidose

ayant un variant stop s’est arrêté faute d’effet visible d’amélioration chez les patients

[Kerem et al., 2014].

Dans la suite du mémoire on utilisera les codes médicaments VX-770 pour

l’ivacaftor et VX-809 pour lumacaftor. Le VX-770 est un potentiateur c’est-à-dire qu’il

agit sur l’ouverture du canal à la membrane. Il est utilisé pour les variants de classe III

et IV. Le VX-809 est un correcteur, il permet au CFTR mal replié lors de sa biogenèse

de pouvoir atteindre la membrane plasmique en corrigeant son défaut de maturation

et de transport (Figure 1.20). Bien que le VX-809 soit un correcteur prometteur, il ne

corrige principalement que l’interface NBD1-MSD1/2. Il a un donc un avantage clinique

limité de part la nécessité de la stabilisation du domaine NBD1 pour un repliement

et un assemblage correcte de la protéine [Okiyoneda et al., 2013, He et al., 2015].

On observe aussi des différences de réponses aux traitements d’un patient à l’autre

ayant pourtant le même génotype. La phase II de l’essai clinique pour le médicaments

Orkambi, par exemple, a montré une grande hétérogénéité des réponses des patients

homozygotes pour la p.Phe508del [Boyle et al., 2014]. Les patients, sélectionnés pour

cet essai clinique, ont été soumis à la recherche génétique d’un panel de 33 variants

du gène CFTR. La recherche de variants retrouvés chez les patients n’est donc pas

exhaustive. On ne peut donc pas éliminer la possibilité que des variants présents en

cis avec la p.Phe508del puissent modifier la réponse de ces patients au traitement.

Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5 Classe 6

Défaut Absence de
protéine

Pas de
trafic

Pas de
fonction

Moins de
fonction

Moins de
protéine

Défaut de
stabilité

Mutation Gly542X Phe508del
Asp979Ala

Gly551Asp
Arg347His

Arg117His Ala455Glu Gln1412X

Approche
thérapeutique

Permettre la
synthèse de
la protéine

Corriger le
repliement

de la
protéine

Restaurer la
conductance

du canal

Restaurer la
conductance

du canal

Correction
de

l’épissage

Améliorer la
stabilité

Cible
moléculaire

Ribosome NBD1 et
ses

intéractions

Ouverture
du pore

Conductance

Traitement
en essaie
clinique ou

déjà
prescrit

Translarna® Orkambi®

Symdeko®
Kalydeco®

TABLE 1.1: Classes de variants, impacts et thérapeutiques
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ce contexte haplotypique peut se révéler très important pour prédire l’expression

phénotypique avec la possibilité que des variants neutres quand pris isolément

deviennent fortement délétères lorsqu’ils sont associés en cis (1.3.3.1).

Pour étudier ces combinaisons de variants, j’ai développé mon projet de thèse

autour de deux objectifs (1) la conception d’un programme bioinformatique pour

visualiser les combinaisons de variants présents dans un gène et leur impact sur

la séquence protéique et (2) l’étude de l’impact fonctionnel sur la protéine de

combinaisons de variants du gène CFTR trouvées en population.
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Lorsqu’on analyse des données de séquençage, on considère trop souvent les

variants présents dans un gène un à un sans s’intéresser aux combinaisons de variants

présentes chez l’individu. De telles combinaisons pourraient cependant expliquer en

partie certaines maladies et des variants, qui n’ont pas d’impact, peuvent lorsqu’ils

sont réunis chez un individu devenir délétères. Pour étudier cette hypothèse, j’ai

développé un outil bioinformatique de visualisation des variations de la séquence

protéique induites par les variations génétiques présentes chez l’individu. Cet outil

baptisé GEMPROT permet la visualisation de ces combinaisons de variants qui

peuvent toucher un même domaine fonctionnel de la protéine.
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2.1 Matériels et méthodes

2.1.1 Panels de données

Le projet 1000 Genomes a été mis en place dans le but de réaliser un catalogue

de variants communs dans la population générale. Le projet a débuté en 2008 et

a pris fin en 2015. Il a abouti à la mise à disposition sur des bases de données

publiques des données de séquences de 2504 individus provenant de 26 populations

à travers le monde. La base de données recense 84,7 millions SNVs et 3,6 millions

d’insertions/délétions courtes [1000 Genomes Project Consortium et al., 2015].

Parmi les 26 populations du projet 1000 Genomes figurent plusieurs populations

européennes mais aucune donnée française. En 2013, notre laboratoire, en

collaboration avec plusieurs équipes françaises, a donc décidé de répondre à un appel

d’offre de France Génomique pour mettre en place un panel de référence d’exomes

français dans le cadre du « French Exome (FrEx) project » [Genin et al., 2017]. Les

études GWAS avaient en effet montré que, même au sein de l’Europe, il existait des

différences de fréquences alléliques importantes selon les zones géographiques. Ces

différences seraient vraisemblablement encore plus importantes pour des variants

rares, apparus récemment en population et qui n’avaient pas eu le temps de se

diffuser sur de grandes échelles géographiques [Heath et al., 2008, Novembre et al.,

2008]. Il apparaissait donc nécessaire pour étudier les données de séquençage de

patients d’origine française de pouvoir disposer de données sur la variabilité génétique

de la population française. Ainsi, un séquençage des exomes a été réalisé sur 573

individus originaires de 6 régions françaises (Nord Pas de Calais, Normandie, Bretagne

(Finistère), Pays de la Loire, Aquitaine, Bourgogne). Le séquençage a été réalisé

au Centre National de Recherche en Génomique Humaine et financé par France

Génomique (http://lysine.univ-brest.fr/FrExAC/).

2.1.2 Reconstruction des haplotypes

Le projet 1000 Genomes met à disposition des données déjà phasées. Pour

construire des haplotypes de haute qualité intégrant plusieurs types de variants, les

chercheurs ont mis en place une approche en plusieurs étapes. Ils ont tout d’abord

reconstruit les haplotypes des données de puces de SNVs. Lorsqu’elles étaient

disponibles, ils ont utilisé les données des parents pour améliorer le phasage. Les sites

variants provenant du séquençage ont été identifiés à l’aide d’une combinaison d’outils

bioinformatiques pour définir un ensemble de variants bi-alléliques de confiance,

comprenant à la fois des SNVs et des indels. Pour les autres variants, ils ont été phasés

en exploitant les informations de déséquilibre de liaison. Par autres variants on entend
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(1) les SNVs multi-alléliques, c’est-à-dire les sites où dans la population plusieurs

allèles alternatifs sont présents, (2) les indels et des variants complexes par exemple

les très grandes délétions ou insertions. Les haplotypes bi-alléliques et multi-alléliques

ont été fusionnés en une seule représentation d’haplotype. Ils ont conjointement utilisé

les outils Beagle et SHAPEIT2 afin d’obtenir un phasage complet de l’ensemble des

données disponibles [Browning and Browning, 2007, Delaneau et al., 2012].

Pour les données de FrEx, le pipeline Alzheimer Disease Exome Sequencing-

France (ADES-FR) a été appliqué aux données de séquençage d’exomes [Bellenguez

et al., 2017]. Seuls les variants bi-alléliques, comprenant à la fois des SNP et des

indels, avec une haute qualité, ont été retenus pour le phasage. Le phasage de

ces variants a été réalisé avec SHAPEIT2. C’est l’outil de phasage le plus utilisé

et le plus efficace en termes de fiabilité et de rapidité. Il se base sur la théorie de

coalescence. Cette théorie est basée sur l’idée que l’on possède tous un ancêtre

commun et que l’on peut suivre l’évolution d’un gène au sein d’une population. Les

outils utilisant cette théorie recherche donc les régions IBD. SHAPEIT2 utilise une

approche d’échantillonnage de Gibbs dans laquelle chaque haplotype individuel a été

optimisé en fonction des estimations des haplotypes des autres échantillons. En plus

des autres outils de phasage SHAPEIT à optimisé de temps de calcul par l’utilisation

d’arbres binaires pour représenter les ensembles d’haplotypes possibles pour chaque

individu. Ainsi il n’explore pas l’intégralité des haplotypes possible, représentant 2(n-1)

avec n le nombre de SNV, mais seulement les plus plausibles. SHAPEIT2 préconise

d’utiliser un panel de référence lorsque l’échantillon comprend moins de 100 individus.

Le phasage avec un panel de référence nécessite d’avoir dans son fichier VCF

uniquement les positions présentes dans le panel de référence et donc d’éliminer

tous les variants qui sont dans les données qu’on analyse mais pas dans le panel

de référence ce qui en pratique conduit à l’élimination des variants les plus rares.

Le panel de FrEX étant composé de 573 individus, j’ai choisi de réaliser le phasage

sans données externes pour ne pas perdre les variants non présents dans le panel

de référence. J’ai également utilisé les informations présentes sur les lectures de

séquençage (Fichier BAM) [Delaneau et al., 2013].

2.1.3 Outils et bases de données utilisés par GEMPROT

Le pipeline de GEMPROT est composé d’une suite d’outils bioinformatiques et

se sert de plusieurs bases de données pour permettre à l’utilisateur une meilleure

appréhension des combinaisons de variants.

• Le projet Consensus Coding Sequence (CCDS) est un projet qui a regroupé

et validé les séquences codantes des gènes de l’homme et de la souris pour

les différents transcrits. Ce projet met à disposition un fichier avec, pour chaque
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transcrit, la position génomique de début et de fin des exons. Chaque transcrit

de gène annoté est associé à un identifiant CCDS. L’ensemble des transcrits

répertoriés commence avec un ATG initiateur et un codon stop qui permet la

terminaison de la traduction [Pruitt et al., 2009].

• VCFtools est un programme qui permet de lire, d’analyser et de manipuler

des fichiers au format VCF. Le programme est divisé en deux modules. Le

premier est utilisé pour effectuer diverses opérations sur les fichiers VCF. On

peut par exemple sélectionner un variant en fonction de sa position ou de son

génotype (hétérozygote ou homozygote), fusionner et comparer des fichiers

VCF. Le second module est un exécutable principalement utilisé pour analyser

les données, permettant à l’utilisateur d’estimer les fréquences alléliques, les

niveaux de déséquilibre de liaison et diverses métriques de contrôle de la qualité

[Danecek et al., 2011].

• SAMtools est un programme qui permet de lire, d’analyser et de manipuler

des fichiers au format SAM ou leur version binaire BAM. Il est capable de

convertir d’autres formats d’alignement, de trier et de fusionner les alignements,

d’enlever les doublons de PCR, et d’afficher des alignements sous forme de

texte (conversion BAM>SAM). SAMtools propose également des options qui

permettent d’indexer les fichiers de séquences au format FASTA ou d’extraire

une sous-séquence de la séquence de référence indexée [Li and Durbin, 2009].

• Pfam est une base de données et un outil en ligne qui répertorie une vaste

collection de familles de protéines, chacune représentée par de multiples

alignements de séquences et des modèles de Markov cachés [Finn et al.,

2016]. Ainsi lorsque l’on présente une séquence nucléotidique ou protéique,

l’outil va faire une recherche de la séquence afin d’identifier des domaines

répertoriés dans la base de données Pfam (Figure 2.1). En effet, les protéines

sont généralement composées d’une ou de plusieurs domaines fonctionnels,

communément appelées domaines. Ces domaines présentent une signature

nucléotidique propre, c’est-à-dire une suite de nucléotide qui varie assez peu

en fonction de la protéine qui la porte. L’identification des domaines présents

dans les protéines peut donc fournir des informations sur leur fonction [Finn

et al., 2016, El-Gebali et al., 2019].

• ClinVar est une base de données qui fournit les interprétations cliniques qui

relient un variant à une ou plusieurs maladies. Elle fait le lien entre les

variations présentes dans le génome et la santé humaine. Les interprétations

sont basées sur les résultats obtenus par des analyses fonctionnelles ou publiés

dans la littérature (Figure 2.2). ClinVar agrège les résultats obtenus pour une

combinaison variation/phénotype et indique lorsque les interprétations cliniques
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2.2 GEMPROT : GEnetic Mutation to PRotein Translation

2.2.1 Proposition et spécification de la méthode d’analyse

GEMPROT

La méthode proposée permet de visualiser l’impact des variants génétiques

présents sur chacun des deux haplotypes d’un individu, sur la séquence en acides

aminés de la protéine. Elle permet également d’annoter les variants et de les

positionner au sein des domaines fonctionnels connus de la protéine. Elle utilise

un fichier VCF phasé : un fichier contenant l’ensemble des variants portés par

l’individu sur l’un et l’autre de ses haplotypes. GEMPROT fonctionne sous deux

modes différents, un mode individuel qui permet de visualiser la séquence protéique

de chaque individu et un mode population qui donne les différentes combinaisons

d’haplotypes observées et leur fréquence.

2.2.2 Développement et implémentation de GEMPROT

2.2.2.1 Algorithme

GEMPROT nécessite (1) un fichier VCF phasé, contenant tous les variants portés

par un (ou plusieurs individus) sur ses deux haplotypes, (2) une liste d’individus avec

le nom de leur population d’appartenance ou de groupe comme cas/témoin et (3) le

nom du gène d’intérêt. (Figure 2.3.A).

La première étape de l’outil permet une lecture plus rapide du fichier VCF. J’ai réduit

la liste des variants à ceux présents dans l’intervalle « début-fin » du transcrit du gène

à l’aide de VCFtools. L’étape suivante permet d’extraire les séquences de nucléotides.

Tout d’abord, les positions des exons du transcrit du gène sont extraites de la base de

données CCDS [Pruitt et al., 2009]. Les séquences nucléotidiques des transcrits sont

extraites du génome de référence à l’aide de l’outil SAMtools [Li and Durbin, 2009].

La séquence de référence est alors dupliquée pour représenter les deux haplotypes

et chaque haplotype est modifié pour tenir compte de la ou des mutations présentes

(Figure 2.3.B).

La deuxième étape est la traduction. Les deux haplotypes sont traduits à l’aide d’un

script Perl qui lit l’intégralité de la séquence nucléotidique en tenant compte de toutes

les mutations. Ces variations sont placées sur les différents domaines fonctionnels

connus de la protéine qui sont reconstruits à l’aide de la base de données Pfam [Finn

et al., 2016]. Une option de GEMPROT permet d’introduire ses propres informations

sur la position des domaines sans faire appel à Pfam. En effet, comme Pfam annote

les domaines en fonction d’une signature, il est possible que les bornes des domaines
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ne soient pas exactes par rapport à ce qui est connu de la protéine. GEMPROT

annote les acides aminés modifiés avec leurs propriétés physicochimiques et les

informations présentes dans la base de données Clinvar (Figure 2.3.C) [Landrum et al.,

2016, Landrum et al., 2018].

2.2.2.2 Les sorties du programme

Lorsque le fichier VCF en entrée contient des données sur plusieurs individus,

GEMPROT répertorie chaque individu et ses deux haplotypes. Il donne également un

résumé par haplotype avec leurs fréquences. En cliquant sur l’identifiant d’un individu,

l’utilisateur peut obtenir les résultats pour l’individu concerné (Figure 2.4).

GEMPROT fournit un rapport HTML avec un résumé des mutations présentes pour

chaque individu et une visualisation des variations de séquence de protéines au sein

des domaines fonctionnels connus. Sur cette page, on dispose de l’information sur le

nom de l’individu, le nom du gène avec son identifiant CCDS. On donne également les

informations sur le gène et la protéine non mutée (nombre d’acides aminés, nombre

d’exons et liste de ses domaines). Il est possible de cliquer sur le nom d’un domaine

pour accéder au site Web de Pfam et de la même manière, on peut obtenir les

informations issues de Clinvar si la position variable est présente dans cette base de

données. Pour chaque haplotype, la liste des mutations génétiques et leur impact sur

la séquence protéique est indiquée. Les mutations faux-sens sont annotées avec les

propriétés physicochimiques des acides aminés de référence et des acides aminés

mutés. En bas de page on retrouve la visualisation des variations le long des deux

séquences protéiques codées dans les domaines fonctionnels connus de la protéine

(Figure 2.5).

À l’échelle d’une population, les résultats sont donnés sous la forme d’un tableau

qui permet la comparaison des distributions d’haplotypes entre les différents sous-

groupes d’individus de la population. Dans l’exemple Figure 2.6, nous pouvons

visualiser le résumé des résultats obtenus pour le gène GJB2 avec le mode de

population des cinq sous-populations du projet 1000 Genomes.

2.2.2.3 Mise à disposition de l’outil

GEMPROT est disponible sur github en tant qu’application en ligne de commande

(Figure 2.7). De cette manière il est possible de travailler sur de gros jeux de données,

sur plusieurs individus et sur plusieurs gènes.

Nous avons également développé une version Web de GEMPROT qui permet

d’exécuter le programme sur de petits ensembles de données dans un environnement

plus convivial (http://lysine.univ-brest.fr/GEMPROT/) (Figure 2.8).
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2.2.3 Article : GEMPROT : visualization of the impact on the

protein of the genetic variants found on each haplotype
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Abstract

Summary: When analyzing sequence data, genetic variants are considered one by one, taking no

account of whether or not they are found in the same individual. However, variant combinations

might be key players in some diseases as variants that are neutral on their own can become dele-

terious when associated together. GEMPROT is a new analysis tool that allows, from a phased vcf

file, to visualize the consequences of the genetic variants on the protein. At the level of an individ-

ual, the program shows the variants on each of the two protein sequences and the Pfam functional

protein domains. When data on several individuals are available, GEMPROT lists the haplotypes

found in the sample and can compare the haplotype distributions between different sub-groups of

individuals. By offering a global visualization of the gene with the genetic variants present,

GEMPROT makes it possible to better understand the impact of combinations of genetic variants

on the protein sequence.

Availability and implementation: GEMPROT is freely available at https://github.com/

TaniaCuppens/GEMPROT. An on-line version is also available at http://med-laennec.univ-brest.fr/

GEMPROT/.

Contact: tania.cuppens@inserm.fr or emmanuelle.genin@inserm.fr

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

1 Introduction

By providing a complete view of all the genetic variants found in the

genome or its coding part, the exome, of individuals, next-

generation sequencing has opened up some new possibilities in the

study of both rare and common diseases (Majewski and Rosenblatt,

2012; Saint Pierre and Génin, 2014). In a typical individual, whole-

exome and whole-genome sequencing reveal, respectively, hundreds

of thousands to a few millions of genetic variants compared to the

human reference sequence (1000 Genomes Project Consortium

et al., 2015; Lek et al., 2016). It is, therefore, necessary to filter these

variants by following standards and guidelines for prioritizing candi-

date genetic variants. The commonly used filter criteria are

(i) population frequencies, (ii) localization of variants in the genome

and (iii) effect prediction from tools (Mahmood et al., 2017). These

filters are used on each variant individually without taking into ac-

count the haplotypic context in which each variant is found. This

could have serious implications as it can lead to the exclusion of true

causative variants. There are some examples of the involvement of

combinations of individually neutral variants that, when present on

the same haplotype (in cis), can play a role in disease and lead to

diagnosis errors (Iossa et al., 2010; Uguen et al., 2017). Considering

the different genetic variants present in cis with a known disease mu-

tation might also help interpret phenotypic variability and evidence

modifier genes (Génin et al., 2008; Monari et al., 1994). In order to

VC The Author(s) 2018. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com 1
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evidence variant combinations that could play a role in disease sus-

ceptibility or phenotype variability, the first step is to provide tools

to visualize them. This requires a change in the way variants are

recorded to consider them globally at the scale of the individual and

not at each genomic position one by one.

We propose GEMPROT a new analysis tool to visualize, for

each individual, the impact on the encoded protein amino-acids of

the genetic variants he/she carries in cis in the coding gene sequence.

The modified amino acids are associated with their physicochemical

properties and the functional domain in which they are located to

provide a better interpretation of the expected changes at the indi-

vidual level than possible when reading vcf-files line by line.

2 Materials and methods

GEMPROT needs as input a file in the phased VCF format (variant

calling format) listing the variants present in one or more individuals

and the phased genotypes of each individual. The user also provides

the name of his/her gene of interest (Fig. 1).

2.1 Transcript choice and nucleotide sequences

extraction

The positions of the coding regions of the reference genome are

obtained from NCBI data, based on the Consensus Coding Sequence

Project (Pruitt et al., 2009). The nucleotide sequence is then

extracted from the reference genome using SAMtools (Li et al.,

2009). This step enables to retrieve the nucleotide sequences of the

different transcripts from the gene of interest. The idea is to work

only on variants that have a potential impact on the protein se-

quence. The reference sequence of the gene is then duplicated to rep-

resent the two haplotypes and modified at the positions where

variants were found on each haplotype of each individual.

2.2 Translation

The two haplotypes of each individual are translated using a dedi-

cated perl script. It allows the identification of variants that modify

the amino acid sequence and shows the impact of all the variants

present in the nucleotide sequence globally. This will avoid misinter-

preting the effect of two variants within the same codon as two

amino-acid changes.

2.3 Visualization

At the level of an individual, the program allows the visualization of

the variations on each of the two encoded protein sequences. The

physicochemical properties of the modified amino acids and the

functional domains of the protein obtained from Pfam (Finn et al.,

2016) are shown (Supplementary Fig. S2). When data on several

individuals are available, GEMPROT gives the haplotypes found in

the sample and their respective frequency (Supplementary Fig. S1).

GEMPROT also has a mode intended for larger populations to

show the haplotypes distribution across sub-groups of individuals

(Supplementary Fig. S3). The output is provided in HTML format.

A user-friendly web application is also available and known variants

are annotated based on the ClinVar database.

3 Discussion

By offering a global visualization of the putative encoded protein

with amino-acid changes highlighted, GEMPROT will allow a bet-

ter understanding of the impact of combinations of genetic variants

on the protein sequence. Assumptions need to be made regarding

the transcript but, to our knowledge, this is the first tool to provide

such a protein-centric view of the genetic variants found in each in-

dividual starting from a phased VCF. With the development of long

reads sequencing, we believed phasing will become more reliable

and tools such as GEMPROT very useful in the analysis of sequenc-

ing data.
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Chapitre 2 – Développement d’un outil bioinformatique

2.3 Comparaison

Un outil bioinformatique, Haplosaurus, a été publié en parallèle de notre outil

et permet de visualiser les combinaisons de variants sur les haplotypes et les

changements d’acides aminés en cis sur la protéine [Spooner et al., 2018]. Cet outil

a été intégré au projet Ensembl et permet une récupération des haplotypes du projet

1000 Genomes. Tout comme GEMPROT, Haplosaurus part d’un fichier VCF phasé

et réalise une lecture et une traduction globale des deux séquences d’un gène et

l’application des variants présents dans le fichier VCF. Une des différences entre

GEMPROT et Haplosaurus est le réalignement des haplotypes sur la séquence de

référence. Les algorithmes d’alignement représentent généralement l’alignement de

deux séquences sous forme de matrice. Ainsi le passage d’une case à une autre

de la matrice représente le passage d’un nucléotide à un autre lorsque l’on essaie

d’aligner deux séquences nucléotidiques. Des scores de passage, d’une case à une

autre, sont assignés en fonction du changement : similarité de séquence, substitution

ou gap (insertion/délétion).

Haplosaurus utilise l’algorithme de Myers et Miller, implémenté par BioPerl, qui

part du principe que le meilleur alignement passe par la case de plus haut score de

la colonne du milieu de la matrice [Myers and Miller, 1988, Stajich et al., 2002]. Au

début de l’algorithme, la séquence A est divisée en deux, puis il est recherché dans

la séquence B le résidu qui permet d’aligner au mieux B avec le premier résidu de A.

Et ainsi de suite de part et d’autre du point central, jusqu’à ce que tous les résidus de

chaque moitié de la séquence A soient alignés avec la séquence B. Pour GEMPROT,

j’ai traduit indépendamment les séquences protéiques de chaque haplotype et je n’ai

pas cherché à aligner globalement les deux séquences nucléotidiques mais plutôt à

trouver les différences entre les séquences protéiques. La difficulté principale lorsqu’on

aligne des séquences sont les insertions et les délétions. Si elles sont multiples de

trois alors il n’y a pas de changement du cadre de lecture, un acide aminé sera alors

supprimé. En revanche lorsqu’elles ne sont pas multiples de trois, toute la séquence

protéique résultant va être modifiée. J’ai donc introduit, lors de la traduction, un

symbole dans la séquence protéique lorsque la délétion ou l’insertion était un multiple

de 3. De cette façon j’ai pu identifier les différences entre les deux séquences acide

aminé par acide aminé en commençant au début de la séquence.

J’ai comparé les résultats obtenus par Haplosaurus et GEMPROT sur les données

1000G du gène CFTR. Du fait de l’absence des indels sur l’interface web d’Ensembl,

je n’ai pas pu regarder les haplotypes porteurs de la délétion p.Phe508del. J’ai donc

pris l’exemple d’une autre combinaison de variants sur le gène CFTR retrouvée chez

6 individus de 1000 Genomes. Les sorties de GEMPROT et de Haplosaurus dans
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2.4 Exemples d’Application de GEMPROT

2.4.1 HFE dans l’hémochromatose

L’hémochromatose liée au gène HFE pour « High Fe », est une maladie récessive

autosomique de l’adulte touchant le métabolisme du fer. Elle est principalement

associée au génotype homozygote p.Cys282Tyr. Un second variant p.His63Asp, peut

être retrouvé en trans de p.Cys282Tyr chez les patients (on parle d’hétérozygote

composite). Les conséquences pathologiques associées à cette hétérozygotie

composite ne sont pas clairement établies. Elle pourrait conduire à de légères

perturbations biologiques du métabolisme du fer sans toutefois aboutir à la constitution

d’une réelle surcharge en fer [Walsh et al., 2006] Un allèle complexe p. [His63Asp ;

Glu168Gln] a été trouvé en trans avec la mutation p.Cys282Y chez un petit nombre

de patients atteints d’hémochromatose [Menardi et al., 2002, Uguen et al., 2017].

Cet allèle complexe a été détecté chez 4 individus brestois en utilisant GEMPROT

sur les données FrEx (Annexe I) et confirmé par phasage moléculaire. En utilisant

GEMPROT, il pourrait donc être plus facile de repérer cette combinaison de variants

chez les patients.

2.4.2 Problèmes liés à l’annotation

Lors du traitement des données par GEMPROT, les deux haplotypes sont traduits

dans leur intégralité en tenant compte de toutes les mutations. Ainsi, au lieu de

traduire chaque mutation une à une comme le font la plupart des outils d’annotation de

séquences, on évite d’interpréter de manière erronée les modifications apportées aux

acides aminés.

2.4.2.1 Cas des mutations dans le même codon

Lorsque deux variants affectant le même codon sont situés en cis, les modifications

des acides aminés fournies par la plupart des annotateurs sont incorrectes. Dans

l’exemple de la Figure 2.11, nous pouvons voir que le premier variant modifie le premier

nucléotide de C en A et ne modifie pas l’acide aminé (Arg). Le second change la

troisième base A en C et ne change pas non plus l’acide aminé (Arg). Ainsi, dans le

fichier VCF, on retrouve deux lignes qui correspondent à l’un et l’autre de ces variants et

l’annotation de chaque variant est « synonymous_variant ». Cependant, si un individu

possède ces deux variants sur le même haplotype, il en résulte un changement d’acide

aminé (Ser).

69











Chapitre 2 – Développement d’un outil bioinformatique

Une combinaison de variants, la combinaison p.[Arg74Trp ;Asp1270Asn], montre

également une distribution hétérogène dans les populations du panel 1000

Genomes puisqu’on ne la trouve qu’en Afrique où elle est portée par 25 individus.

Cette combinaison de deux variants a été décrite chez des patients atteints de

mucoviscidose et associée à des défauts de conductance du canal CFTR [Fanen et al.,

1999]. Deux des individus de la population africaine du panel 1000 Genomes portent

également un troisième variant, p.Val201Met en cis avec p.[Arg74Trp ;Asp1270Asn].

Cette combinaison de 3 variants a été plusieurs fois décrite chez des individus ayant

une absence congénitale des canaux déférents lorsqu’elle est associée, en trans, à un

autre variant [Claustres et al., 2004, Brugnon et al., 2008].

Sur les données de séquençage d’exomes du projet FrEx, GEMPROT révèle 41

haplotypes différents et 75 avec les variants synonymes pour le gène CFTR. Le

panel FrEx étant constitué uniquement d’individus d’origine européenne, nous n’avons

pas observé les variants ou combinaisons de variants décrits ci-dessus pour les

populations asiatiques ou africaines. Je me suis donc intéressée essentiellement à la

délétion p.Phe508del qui est portée par 13 individus du panel FrEx (2.27%), toujours

associée en cis au variant p.Val470Met. On observe que la délétion p.Phe508del

est plus fréquente dans l’échantillon brestois (4.0%), ce qui était attendu car cette

délétion est plus fréquente en Bretagne. Dans l’échantillon brestois, un individu porte

également en cis le variant p.Ile1027Thr déjà décrit comme pouvant être associé à la

délétion p.Phe508del chez des patients brestois [Fichou et al., 2008].

Le variant p.Val470Met est toujours associé en cis à la délétion p.Phe508del dans

toutes les populations que j’ai étudiées mais également dans d’autres populations

[Vecchio-Pagán et al., 2016]. Ce variant existe également en population générale

non associée à la délétion p.Phe508del. Il est donc très probable que la délétion

p.Phe508del soit apparue sur un chromosome portant le variant génétique codant

pour une méthionine à la position 470 (470M). Bien que ce variant soit considéré

comme l’allèle ancestral, l’allèle de référence sur le génome humain porte une Valine

en position 470 (470V) (c.1408G > c.1408A, p.Val470Met) [Kosova et al., 2010]. Ces

deux variants ont des fréquences très variables d’une région géographique à l’autre.

Les fréquences du variant 470M dans 1000 Genomes et gnomAD sont de 41,8% et

48,65% si on ne tient pas compte des origines géographiques [1000 Genomes Project

Consortium et al., 2015, Lek et al., 2016]. Dans les populations africaines cependant,

sa fréquence est de 93,5% et 86,95% respectivement, pour l’un et l’autre des panels

(Figure 2.18). Ce variant est considéré comme un polymorphisme ne causant pas la

mucoviscidose. Mais il est parfois rapporté comme ayant des conséquences sur la

fonction du CFTR et/ou étant associé ou prédisposant à des phénotypes particuliers,

par exemple à des taux de natalité plus faibles chez les hommes [Cuppens et al.,

1998, Lázaro et al., 1999, Wang et al., 2010, Stankovic et al., 2008, Kosova et al.,

74





Chapitre 2 – Développement d’un outil bioinformatique

comme un polymorphisme ou une mutation délétère [Suarez et al., 2012, Castellani

and CFTR2 team, 2013, Landrum et al., 2016]. Ce variant permet donc de distinguer

deux types d’haplotypes porteurs de la 508del et pourrait avoir un effet modificateur

sur la protéine CFTR-508del.
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CHAPITRE 3

CONSÉQUENCE DU CONTEXTE

HAPLOTYPIQUE SUR LA PROTÉINE CFTR
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Dans la suite de mon travail, j’ai étudié l’impact du contexte haplotypique de la

délétion p.Phe508del sur la fonction de la protéine CFTR. De nombreuses études se

sont déjà focalisées sur l’impact de cette délétion, mais le contexte haplotypique est

rarement décrit [Vecchio-Pagán et al., 2016]. Je me suis servi des résultats obtenus à

l’aide de GEMPROT sur les données de FrEx, qui ont permis d’identifier deux variants

associés en cis avec la délétion. Le premier variant, qui transforme une valine en

méthionine en position 470 (p.Val470Met), est présent sur tous les haplotypes porteurs

de la délétion en position 508. Le second variant, qui transforme une Isoleucine en

Thréonine (p.Ile1027Thr), n’est présent que sur quelques haplotypes porteurs de la

délétion. J’ai donc cherché à caractériser l’impact de ces variants sur l’expression, la

localisation et la fonction du CFTR.
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3.1 Matériels et méthodes

3.1.1 Cultures cellulaires et transfection

Les combinaisons de variants sont obtenues par mutagenèse dirigée de l’ADNc du

CFTR introduit dans des plasmides qui sont ensuite transfectés de façon transitoire

dans des cellules HEK293T. Les HEK293T sont des cellules embryonnaires de

reins (Human Embryonic Kidney). Nous avons choisi ce modèle car les HEK293T

n’expriment ni l’ARNm ni les protéines CFTR de façon endogène. Il est donc plus

aisé de déterminer le phénotype de chaque mutant et combinaison de mutants.

C’est aussi un excellent modèle pour étudier la fonction protéique, car ces cellules

sont d’origine humaine et expriment facilement les protéines exogènes [Domingue

et al., 2014]. Elles permettent donc la maturation de la protéine CFTR. En raison

de l’expression de l’antigène T SV40 dans ses cellules, les plasmides transfectés qui

portent l’origine de réplication SV40 peuvent se répliquer et conservent de manière

transitoire un nombre élevé de copies [DuBridge et al., 1987]. Cela augmente la

quantité de protéines recombinantes produites. Les cellules de lignée HEK293T

sont cultivées dans un milieu DMEM (pour Dulbecco/Vogt modified Eagle’s minimal

essential medium) complété avec 10% de sérum de veau fœtal, dans une atmosphère

humidifiée sous 5% de CO2, à 37°C.

Le plasmide utilisé pour les transfections est le plasmide pcDNA3.1 conçu pour

la surexpression dans les cellules de mammifère. Il contient l’origine de réplication

SV40 nécessaire pour augmenter la production de protéine. Il contient également

un activateur-accélérateur de cytomégalovirus (CMV) pour l’expression en grande

quantité, un grand site de clonage multiple, dans lequel nous avons introduit l’ADNc

du CFTR, et le gène de résistance à l’ampicilline pour sélection dans E. coli (Figure

3.1). Nous disposions de deux types d’ADNc du gène CFTR, l’un porteur du variant

conduisant à la délétion p.Phe508del (508del) et l’autre ne portant pas ce variant (WT).

Dans les deux cas, les ADNc comportaient le variant codant pour une méthionine en

position 470. Pour obtenir également des versions d’ADNc codant pour une valine en

position 470, j’ai réalisé des mutagenèses dirigées pour pouvoir disposer de 4 types

de plasmides : 470M-508del, 470V-508del, 470M- WT et 470V-WT. J’ai fait de même

avec la position 1027 afin d’obtenir les plasmides : 470M-508del-1027T et 470M-

WT-1027T. J’ai ensuite réalisé les transfections transitoires des plasmides dans des

cellules HEK293T à l’aide d’un agent de transfection, la LipoD293.

78





Chapitre 3 – Conséquence du contexte haplotypique sur la protéine CFTR

TBST + lait (Tris-Buffered Saline (TBS) 1X + tween20 0,1% + lait 5%). Les membranes

sont ensuite incubées avec un anticorps polyclonal anti-CFTR de souris pendant la

nuit à 4°C (M3A7 spécifique au domaine NBD2 C-terminus, 1/500e). Après plusieurs

lavages au TBST, les membranes sont incubées avec l’anticorps secondaire couplé

à la peroxydase de raifort (HRP : horseradish peroxidase, anti-souris, 1/20000e).

Les membranes sont révélées par chimiluminescence (ECL Plus, GE Healthcare). La

réaction de HRP avec son substrat donne un dérivé luminescent qui permet de détecter

la protéine. Le signal obtenu est proportionnel à la quantité de protéine et permet donc

de mesurer la quantité relative de protéine CFTR [Veitch, 2004].

3.1.3 Localisation cellulaire

Dans la technique d’immunofluorescence (IF) indirecte, l’immunomarquage permet

de localiser un antigène dans un tissu ou dans une cellule à l’aide d’un anticorps

spécifique et d’un anticorps secondaire conjugué à un fluorochrome. La fluorescence

est ensuite détectée à l’aide de microscopie à fluorescence. L’immunofluorescence est

réalisée après 48h de transfection sur les cellules HEK293T cultivées sur lamelles

de verre. Les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde et perméabilisées (Triton

0,1%) pour permettre la pénétration des anticorps. Les cellules sont alors incubées

avec l’anticorps primaire anti-CFTR de souris (24-1, spécifique au domaine C-terminus

1/50e) puis incubées avec l’anticorps secondaire anti-souris conjugué à la cyanine

3 (anti-souris/cy3, 1/400e). Les noyaux sont ensuite contre colorés au Hoechst. Un

marquage CFTR et un marquage Calnexine (marqueur du RE) est réalisé afin de

permettre d’effectuer une comparaison de localisation entre ces deux protéines. Le

CFTR 508del est retrouvé dans le RE.

3.1.4 Fonction du canal CFTR

J’ai ensuite étudié la fonction du canal CFTR par deux techniques : la technique

FLIPR® et la technique du Patch Clamp. La technique FLIPR® (Fluorescent Imaging

Plate Reader) permet de réaliser un criblage rapide de plusieurs cellules et de

plusieurs transfections simultanément [Schroeder and Neagle, 1996]. Cette technique

est couramment utilisée pour tester les modulateurs de canaux ioniques normaux

ou mutants, surexprimés dans les cellules HEK293 [Van Goor et al., 2006, Maitra

et al., 2013, Molinski et al., 2015]. Elle est basée sur le suivi de l’activité du canal

CFTR en utilisant une molécule fluorescente sensible au potentiel de membrane.

Cette technique a été développée spécifiquement pour étudier l’activité des canaux

ioniques [Maitra et al., 2013, Ahmadi et al., 2017]. L’activité du canal CFTR est

suivie en utilisant une molécule fluorescente ou fluorochrome Blue-Dye (Molecular
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3.2.1.2 Fonction

Pour mesurer la fonction du CFTR, j’ai utilisé dans un premier temps la méthode

de FLIPR. Après 30h de transfection, deux lectures de fluorescence sont réalisées :

(1) la fluorescence basale, fluorescence de la cellule à son potentiel de repos et (2) la

fluorescence après activation. Pour nous assurer que nous mesurions bien la fonction

du CFTR, j’ai également mesuré la fluorescence dans des cellules HEK293T non

transfectées (NT) et j’ai confirmé l’absence de fonction (rappelons que les cellules

HEK293T n’expriment pas le CFTR de manière endogène). J’ai également mesuré

la fluorescence des cellules transfectées après inhibition et confirmé que la fonction

diminuait bien avec l’ajout d’inhibiteur et cela pour chaque transfection (Figure 3.7).

Après analyse statistique, j’ai pu mettre en évidence qu’il existe une différence

significative de fonction du canal CFTR selon que la protéine porte la Valine ou la

Méthionine en position 470. Les p-valeurs observées dans le contexte WT et 508del

sont respectivement de 3,32.10-4 et de 5,57.10-9. En revanche, l’effet de la valine 470

n’est pas le même selon le variant porté en position 508. Le canal CFTR-WT avec

la valine est moins fonctionnel que lorsque la méthionine est présente. Au contraire,

c’est la présence de la valine qui confère plus de fonction à la protéine CFTR-508del

(rappelons cependant que cette combinaison n’existe pas dans la nature) (Figure 3.7).

Après cette observation j’ai cherché à savoir si l’interaction entre les deux facteurs

(WT/508del et M/V) était significative. Une interaction significative décrit une situation

dans laquelle deux facteurs n’agissent pas de façon additive sur un troisième. Pour

cela j’ai également utilisé un modèle mixte en ajoutant un terme d’interaction. J’ai pu

montrer que l’interaction était significative avec une p-valeur de 3,63.10-7 et que la

valine 470 avait donc un effet opposé sur la fonction du CFTR-WT et du CFTR-508del

(Figure 3.8).

J’ai ensuite cherché à valider nos résultats de FLIPR par la technique la plus utilisée

pour connaitre la fonction du CFTR, le Patch Clamp. Les résultats obtenus confirment

un effet de l’acide aminé en position 470 sur la fonction du CFTR et que cet effet

est différent selon que la phénylalanine en position 508 est présente (WT) ou délétée

(508del) (Figure 3.9). Ainsi, la présence d’une Valine en 470 sur un contexte WT rend le

canal moins fonctionnel que la Méthionine et, à l’inverse, la Valine 470 semble restaurer

un peu de fonction au CFTR-508del. Cette tendance est observable visuellement mais

les résultats obtenus ne sont pas statiquement significatifs.
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3.2. Effet de deux combinaisons de variants sur la protéine CFTR

3.2.2.2 Localisation

Les expériences d’immunofluorescence, pour les mutants p.Phe508del et

p.Phe508del-p.Ile1027Thr, semblent montrer une localisation du CFTR semblable

à la localisation de la calnexine, marqueur du RE (Figure 3.11). Un double marquage

aurait pu confirmer leur colocalisation dans le RE. La localisation cellulaire de la

protéine CFTR n’est donc pas différente selon l’acide aminé en position 1027 dans un

contexte 508del : la protéine est retenue dans le RE et très peu de protéine CFTR est

exprimé dans la membrane plasmique des cellules.

3.2.2.3 Fonction

Par la technique de FLIPR j’ai pu mettre en évidence une différence significative de

fonction du canal CFTR entre les cellules portant ou non la 1027T dans un contexte

508del. La p-valeur observée est de 1,19.10-7. La Thréonine en position 1027 réduirait

la fonction du canal par rapport à une Isoleucine (Figure 3.12). Ceci pourrait s’expliquer

par la position de l’acide aminé 1027 sur la protéine CFTR. En effet si l’on regarde la

structure 3D du CFTR, la position 1027 se situe au niveau du canal sur la 10ième

hélice transmembranaire dans le domaine MSD2 (Figure 3.13). La 10ième hélice

transmembranaire participe à la formation du canal et est directement liée à la boucle

intracellulaire 4 permettant l’interaction entre les domaines MSD2 et NBD1 [Hwang

et al., 2018].
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CHAPITRE 4

DISCUSSION-PERSPECTIVES

Pour ce projet nous avons combiné des approches in silico et in vitro. Tout d’abord

nous avons mis au point GEMPROT, un outil innovant de visualisation des variations,

puis nous avons étudié sur un modèle cellulaire, l’impact sur la fonction de la protéine

CFTR de deux variants retrouvés en cis avec la délétion de la phénylalanine en position

508.

GEMPROT permet d’obtenir une visualisation globale de la séquence en acides

aminés des protéines codées par chaque haplotype d’un individu, en mettant en

évidence les domaines fonctionnels de la protéine lorsqu’ils sont connus. Il est ainsi

possible de voir directement comment des variants exoniques impactent une séquence

protéique et s’ils touchent ses régions fonctionnelles.

La méthode de traduction de l’intégralité de la séquence nucléotidique que j’ai

développée dans cet outil permet d’éviter des erreurs d’annotation, notamment pour

les variants intervenant sur un même codon que Khan et al. [Khan et al., 2018]

désignent par l’acronyme pcSNV pour paired codon SNV. Sur les données du projet

FrEx, 114 pcSNV ont ainsi été mis en évidence chez 194 individus [Khan et al., 2018].

En utilisant l’outil de prédiction d’effet SIFT, neuf pcSNVs étaient prédits « damaging »

alors que les deux SNV initiaux étaient annotés « tolerated ». Inversement, deux

pcSNVs sont annotés « tolerated » ou « neutral », alors qu’ils provenaient de deux

SNVs initialement « damaging ». Les pcSNVs sont donc une source de variants

potentiellement délétères, qu’il est important de prendre en compte.

GEMPROT permet également la comparaison de distributions d’haplotypes entre

différents sous-groupes de populations. Ainsi, il est possible d’identifier des haplotypes

différentiellement répartis géographiquement comme nous l’avons vu pour certains

haplotypes de la population de l’Asie de l’Est de 1000 Genomes dans le gène CFTR.

Cela peut également être transposé à deux sous-groupes avec dans le premier groupe

des individus malades (cas) et, dans le second groupe, des témoins (personnes

n’ayant pas développé cette maladie). En comparant les distributions entre les cas et

les témoins, il est possible, d’identifier des combinaisons de variants pouvant expliquer

la maladie qui auraient pu être éliminées lors des premières étapes de filtre. En
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effet, les variants fréquents en population sont généralement retirés de l’analyse, voire

même bien souvent du fichier VCF. Ces variants, plus fréquents en population que

ceux généralement retenus dans l’étude des maladies, peuvent cependant, lorsqu’ils

sont retrouvés en combinaison avec un autre variant, devenir des bons candidats pour

expliquer la maladie.

Différentes extensions de GEMPROT peuvent être envisagées. Une première

extension serait la prise en compte du phénomène d’échappement au NMD. Ce

processus de défense des cellules fait que des transcrits, trop courts du fait de

l’existence d’un codon stop prématuré, sont détruits et ne produisent pas de protéine.

Des études ont montré que la position d’apparition du codon stop prématuré, au sein

de l’ARNm, détermine s’il est pris en charge ou non par le NMD [Nagy and Maquat,

1998]. Ainsi, lorsque le codon stop est situé à moins de 50 paires de bases de la

dernière jonction exon-exon, l’ARNm peut échapper au NMD et donner une protéine

tronquée. Lorsque c’est une mutation ponctuelle qui engendre un codon stop, il est

facile d’en déduire sa position et de dire si oui ou non l’ARNm est pris en charge par

le NMD. En revanche, si c’est une insertion/délétion située en amont dans le gène qui

entraîne un codon stop, il est beaucoup plus difficile de déterminer où apparaitra le

prochain codon stop.

Coban-Akdemir et al. ont développé un outil qui permet, en donnant la position du

« frameshift », de déterminer si oui ou non il peut engendrer une protéine tronquée

[Coban-Akdemir et al., 2018]. Cet outil en ligne nécessite cependant de travailler

variant par variant. De manière très intéressante, GEMPROT permet également

d’obtenir cette information qui pourrait facilement être ajoutée dans le compte rendu

répertoriant les variants présents chez un individu. Cette information est importante

car l’impact pour la cellule peut être très différent selon que l’ARNm est pris en charge

ou non par le NMD. Si l’ARNm est bien pris en charge par le NMD, il en résulte une

réduction de la quantité de protéine. En revanche s’il n’est pas pris en charge par le

système de défense, une protéine tronquée et potentiellement mutée est traduite qui

peut conduire à des maladies de gain de fonction comme décrit par exemple dans le

syndrome de Robinow [White et al., 2015, White et al., 2016, Poli et al., 2018].

Un des aspects qui a été fréquemment soulevé durant mes travaux de thèse est la

structure 3D de la protéine qui est un élément très important, surtout lorsque l’on traite

des combinaisons de variants. La structure que prend la protéine lorsque qu’elle est

repliée peut en effet réunir deux variants qui sont éloignés sur la séquence protéique.

Il existe plusieurs outils de visualisation de structure 3D [Glusman et al., 2017]. Nous

n’avons, pour le moment, essayé que quelques outils de visualisation 3D dont l’outil

MuPIT (pour Mutation Position Imaging Toolbox). Le pipeline de MuPIT aligne les
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Pour la visualisation de la protéine, nous avons fait le choix dans GEMPROT

de nous affranchir des variants présents dans les zones non-codantes du génome

c’est-à-dire dans les introns ou en dehors des gènes. Cependant, la plupart des

variants trouvés lors du séquençage d’un génome se situent dans ces zones non

codantes. Cela peut s’expliquer en grande partie par le fait que les régions codantes ne

représentent qu’environ 1% du génome [Xuan et al., 2013]. Les régions non codantes

sont à la fois plus nombreuses mais également moins soumises à la pression de

sélection par l’effet moins délétère de leurs variants sur la fonction des gènes. Très

longtemps délaissées au profit des exons, ces régions non codantes font aujourd’hui

l’objet de nombreuses études car elles contiennent des séquences régulatrices de

l’expression des gènes qui peuvent se révéler indispensables au bon fonctionnement

des cellules. La prise en compte de l’effet des variants présents dans les régions

régulatrices sur la production et la fonction des protéines serait très intéressante à

étudier dans ce contexte mais il s’agit de problèmes encore assez mal compris que

nous n’avons donc pas pu aborder dans notre travail.

De même, on sait que certains variants situés dans les introns et les exons

peuvent modifier l’épissage et donc changer la séquence protéique [Dujardin et al.,

2011]. Un exemple très connu dans le gène CFTR est la présence d’une séquence

polypyrimidique (TGmTn) dans l’intron 9 au niveau du site d’épissage [Chu et al.,

1993, Cuppens et al., 1998, Claustres, 2005]. En fonction du nombre de répétition de

Thymines (Tn), dans cette séquence intronique, un épissage alternatif du gène CFTR

se produit, entraînant un saut de l’exon 10. Il en résulte un pourcentage d’ARNm du

CFTR délétés de l’exon 10 inversement corrélé au nombre de Thymines : moins il y

a de Thymines, plus il y a de CFTR sans exon 10. L’excision de l’exon 10 entraîne la

production d’une protéine CFTR non fonctionnelle. Ces différences de séquence dans

l’intron 9 seraient associées à la survenue de CBAVD [Claustres, 2005]. Nous avons

d’ailleurs été confrontés à ce phénomène d’épissage alternatif lors des expériences de

séquençage des lignées cellulaires présentes au laboratoire (Annexe IV).

Nos connaissances dans le domaine de l’épissage alternatif et de ses mécanismes

de contrôle sont encore très incomplètes et il est difficile de prédire l’épissage. Nous

avons donc fait le choix, dans notre travail, de partir d’un transcrit déjà épissé et

de laisser à l’utilisateur le choix de ce transcrit pour nous affranchir du problème de

l’épissage. Il pourrait cependant être intéressant de tenir compte dans GEMPROT des

variants impliqués dans l’épissage. Pour cela, il serait nécessaire d’utiliser des outils de

prédiction de sites modifiant l’épissage mais également, après avoir détecté les sites,

de pouvoir déterminer le transcrit qui en résulte.

Lors de mon travail expérimental, j’ai caractérisé l’impact de deux combinaisons

de variants sur l’expression et la fonction du canal CFTR. Le variant 470V ne modifie
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Par nos analyses FLIPR, nous avons pu montrer que pour un haplotype portant la

508del, la différence de fonction entre la 470M et la 470V est également significative

mais de manière opposée. Les résultats de fluorescence montrent que la Valine

confère plus de fonction que la Méthionine. Les positions 470 et 508 sont toutes

les deux situées dans le domaine NBD1. Comme nous l’avons vu précédemment,

la mutation 508del déstabilise l’ensemble de la conformation du CFTR [Lewis et al.,

2005, Du et al., 2005, Serohijos et al., 2008, Mornon et al., 2008, Mendoza et al., 2012].

Nous pouvons donc émettre l’hypothèse que la 470V confère une conformation plus

stable à la protéine 508del, que la 470M, permettant une amélioration de la fonction. A

l’inverse, la 470V peut légèrement modifier la conformation de la protéine WT réduisant

sa fonction. En parallèle nous avons également regardé l’effet de La Valine ou de la

Méthionine sur un haplotype portant la p.Gly551Asp (551D) sur la fonction du CFTR.

Les résultats de Western Blot et de FLIPR n’ont pas montré de différence de profil

électrophorétique et de fonction de la protéine CFTR (Annexe V).

La méthode classique pour mesurer l’expression fonctionnelle de la protéine CFTR

est la méthode de Patch Clamp. Cette méthode est précise pour mesurer la fonction du

CFTR de différents mutants. Les mesures prises par cette méthode se font sur cellule

unique. Il est donc nécessaire, dans notre cas, de la reproduire un nombre de fois

assez conséquent afin d’avoir une puissance statistique suffisante pour pouvoir faire

une estimation de la fonction du mutant. Nous n’avons pas pu réaliser suffisamment

de réplicats lors de notre travail de thèse et il faudrait réaliser de nouvelles mesures

par la méthode de Patch Clamp pour s’assurer de cette différence de fonction d’une

protéine CFTR mutée F508del selon l’acide aminé présent en position 470.

D’un point de vue clinique, ces résultats ne présentent pas grand intérêt pour les

patients porteurs de la délétion 508 car aucun d’eux ne porte la 470V. Cependant

lorsqu’il s’agit de l’analyse de fonction, par exemple dans le but de déterminer in

vitro la réponse à un traitement, il est important de réaliser les analyses sur le

bon fond génétique. La question se pose dans l’exemple qui nous intéresse car la

Valine 470 correspond à l’allèle de référence dans le génome humain et lors de la

conception de plasmide, c’est la séquence de référence qui est la plus utilisée. À la

suite de l’observation de ce déséquilibre de liaison complet entre la 508del et la 470M

dans les populations FrEx et 1000G, j’ai séquencé l’ADNc CFTR exprimé dans les

différents types cellulaires utilisés dans mon laboratoire, dans le cadre de l’étude de

la mucoviscidose (Annexe IV). Tous les plasmides portant la délétion F508del étaient

bien porteurs du variant conduisant à une Méthionine en position 470. Ces plasmides

sont utilisés depuis de très nombreuses années au laboratoire et ont été construits

à partir de l’ADNc issu de cellules de patient 508del immortalisées. Il semble que
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maintenant la position 470 soit prise en compte de manière plus systématique dans

les tests fonctionnels. Par exemple dans l’étude de Han et al. les plasmides ont été

modifiés pour inclure le 470M pour les variants connus pour le porter en cis [Han et al.,

2018].

La position variante 1027 ne modifie pas le profil électrophorétique de la protéine

CFTR que ce soit sur un fond WT ou 508del. En effet, les résultats montrent que la

protéine CFTR-470M-508del-1027T a le même profil électrophorétique que la protéine

CFTR-470M-508del. Nous avons ainsi en Western Blot, dans les deux cas, une bande

B et une absence de bande C. En immunofluorescence, il semble également que

la localisation des protéines, portant ou non la 1027T, soit la même. La protéine est

localisée dans le RE. Cela confirme les résultats obtenus par Baatallah et al. qui ont

évalué l’impact de différentes combinaisons de variants portant la 508del sur l’efficacité

du traitement combinant le correcteur VX-809 et le potentialisateur VX-770 (Orkambi)

[Baatallah et al., 2018]. Ils n’ont pas trouvé de différence de profil électrophorétique,

entre la 508del seule et en présence de la 1027T, en Western Blot, avec le ratio des

bandes C/(B+C) (∼20%) (Figure 4.3.A).

Ils n’ont pas trouvé de différence significative de la fonction du canal CFTR entre

les deux constructions (Figure 4.3.C). Nos résultats de FLIPR semblent cependant

indiquer que la thréonine en position 1027 réduit la fonction du canal CFTR lorsqu’elle

est associée à la 508del. Ces différences peuvent peut-être s’expliquer par l’allèle

présent en position 470. En effet, Baatallah et al. ont utilisé l’ADNc du CFTR

présent dans une construction procaryote fournit par Transgene (pTG5960) qui semble

présenter le polymorphisme 470V [Vankeerberghen et al., 1998]. S’ils n’ont pas pris en

compte que la 508del est toujours associée à la 470M alors les résultats de cette étude

peuvent ne pas être le reflet de l’effet de la mutation sur la protéine dans son contexte

physiologique. Il serait intéressant de vérifier quel est l’acide aminé à la position 470. Il

serait également intéressant que nous puissions comparer l’effet de la mutation I1027T

sur une haplotype 470V-508del ce que nous n’avons pas encore fait.
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[Arkwright et al., 2000, Arkwright et al., 2003]. Une interaction directe ou indirecte avec

la protéine CFTR a pu être mise en évidence, suggérant un possible rôle modulateur de

certaines protéines sur le phénotype. La protéine Annexine A5 (ANXA5), par exemple,

a une interaction directe avec le domaine NBD1 du CFTR. Sa surexpression dans les

cellules permet une augmentation de la présence à la membrane et de la fonction du

canal CFTR [Trouvé et al., 2007, Le Drévo et al., 2008]. GEMPROT pourrait être un

outil utile pour identifier des variants dans les gènes codant pour ces protéines. Il se

pourrait que certains de ces variants expliquent les différences qui existent entre deux

patients ayant un même génotype.
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CHAPITRE 5

CONCLUSION

Au cours de ce travail, j’ai réalisé un programme qui est prêt à l’utilisation, j’ai écrit

une documentation complète de ce programme et une note le décrivant publiée dans

la revue Bioinformatics. J’ai par ailleurs présenté mes travaux sous la forme de posters

à l’occasion des 9èmes Assises de Génétique Humaine et Médicale et au 19e colloque

français des jeunes chercheurs « Vaincre la mucoviscidose » et en présentation orale

aux Journées Ouvertes en Biologie, Informatique et Mathématiques (JOBIM). J’ai

également pu commencer à mettre en évidence l’intérêt d’un tel outil dans le cadre

des maladies génétiques en réalisant un travail expérimental sur la protéine CFTR

impliquée dans la mucoviscidose.

En mettant en évidence une différence de fonction de la protéine CFTR-508Del

selon les variants portés en cis, nous avons montré l’intérêt de prendre en compte

l’ensemble des mutations sur le gène. Des combinaisons de variants pourraient

également expliquer une partie de la variabilité de réponses des patients aux

traitements. Il est donc important, lors de la conception de molécules thérapeutiques,

de connaître tous les disfonctionnements résultants de variations génétiques pour

mieux adapter leurs actions.

Notre outil GEMPROT est facile d’utilisation et peut être appliqué sur tous les gènes.

Lorsqu’aucun variant dans le (ou les) gène(s) connu(s) dans une pathologie n’a pu être

mis en évidence, il pourrait être utile au diagnostic pour explorer des hypothèses plus

complexes comme l’impact de combinaison de variants situés en cis ou de variants

gain de fonction dans ces gènes qui pourraient conduire à une protéine tronquée. Ces

hypothèses sont difficiles à explorer en pratique faute d’outils adaptés et nous pensons

que GEMPROT peut apporter une première solution pour une prise en compte plus

systématique de ces situations complexes.
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Diagnostic value of targeted

next-generation sequencing in

suspected hemochromatosis

patients with a single copy of

the HFE p.Cys282Tyr

causative allele

To the Editor:

The best-known and most prevalent form of hemochromatosis is an

adult-onset autosomal recessive condition usually associated with

the HFE p.[Cys282Tyr];[Cys282Tyr] genotype. In Caucasians, this

genotype is carried by approximately 1 person in 200–300. A second

HFE variant, p.His63Asp, has proved to be enriched on the non-p.

Cys282Tyr alleles of hemochromatosis patients, and it has been

argued that the p.[Cys282Tyr];[His63Asp], but not the p.

[His63Asp]1[His63Asp], compound heterozygous genotype

increases the risk of disease.1

Apart from the widespread p.His63Asp allele, rare HFE mutations

can be found in trans with the causative p.Cys282Tyr substitution.

Complex alleles associating the p.His63Asp variant and a second

amino-acid alteration have also been observed.2 Sequencing the entire

HFE coding region in suspected hemochromatosis patients where the

standard HFE genetic test reveals a heterozygote status for p.Cys282-

Tyr is, however, rarely performed.

We used targeted next-generation sequencing to investigate all

hemochromatosis genes (HFE, HFE2, HAMP, TFR2, and SLC40A1) and

BMP6, which has recently been associated with mild to moderate late-

onset iron overload,3 in 42 patients with unexplained hyperferritinemia

(men �300 mg/L and women �200 mg/L). All had serum transferrin sat-

uration of at least 60% (men) or at least 50% (women), consistent with

the natural history of hemochromatosis. The patient group was

composed of 7 p.Cys282Tyr heterozygotes and 35 p.Cys282Tyr/p.

His63Asp compound heterozygotes.

The splice site c.7612T>C and nonsense p.Trp155* HFE muta-

tions were separately detected in two females firstly identified as sim-

ple p.Cys282Tyr heterozygotes. They both had a severe phenotype,

manifested by very high levels of serum ferritin and amounts of iron

removed by phlebotomy to restore normal iron indices greater than 3 g

in the absence of comorbid factors (Table 1). The c.7612T>C splicing

mutation is present in the GnomAD database but at a very low fre-

quency (8.19 3 1026) as it was only seen in two individuals (one Latino

and one European). Here, we demonstrate its functional impact on HFE

pre-mRNA splicing: it results in intron retention and may give rise to a

truncated and inactive protein (Supporting Information Figure 1). To

the best of our knowledge, the p.Trp155* nonsense mutation has never

previously been reported. It was not detected in 1,460 control chromo-

somes from the western part of France and, thus, it is also expected to

be very rare or private.

We identified a rare HFE missense mutation, which changes glu-

tamic acid at position 168 to glutamine (p.Glu168Gln; p.E168Q), in a

51-year-old man with 61% transferrin saturation and 487 lg/L serum

ferritin at diagnosis (Table 1). On clinical interview, the patient declared

moderate but daily alcohol consumption (approximately 16 U per

week). Cloning genomic HFE sequences, from exon 2 to exon 3 and

from exon 3 to exon 4, revealed that the p.Glu168Gln substitution was

in cis with the p.His63Asp allele (Supporting Information Figure 2). This

observation is consistent with the study of an Italian pedigree, where

the p.Glu168Gln and p.His63Asp variants were inherited together (in

cis) and independently of the p.Cys282Tyr-bearing chromosome.4 By

sequencing the chromosomes of 730 healthy French adults, we found

the frequency of the complex allele to be 0.00274.

There is at present moderate evidence to support a causal role for

the HFE p.Glu168Gln missense mutation. This consists in the

c.502G>C transversion reported by the GnomAD Consortium at very

low frequency in non-Finnish Europeans (<0.001; rs146519482). Apart

from the Italian pedigree, it has been reported only twice in the litera-

ture,2 and genotype-phenotype correlation is impossible. In silico evalu-

ation does not clarify the contribution of this rare genetic variant to

disease. Indeed, substitution of glutamic acid by glutamine is a bio-

chemically moderate change with a Grantham distance of 29 (0–215).
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This change at position 168 of the HFE protein is predicted to be

neutral by Align GVGD (score: C0; GV: 54.02-GD: 0.00), Mutation

Taster (polymorphism; P value: 0.707) and SIFT (tolerated; score: 0.06),

whereas it is predicted to be probably damaging by PolyPhen-2 (score:

0.980; HumVar model). More importantly, however, is perhaps the find-

ing that glutamic acid 168 is part of a region that may contribute con-

siderably to the interaction between HFE and transferrin receptor 1

(TfR1).5

We have previously hypothesized that the p.Leu96Pro missense

mutation is enriched in French patients with hyperferritinemia and no

mutations in genes commonly associated with hemochromatosis.6 This

mutation has been proven to decrease BMP6 secretion in opossum

kidney (OK) cells.3 We report here, for the first time, the case of a 43-

year-old woman bearing both the p.[Cys282Tyr];[His63Asp] compound

heterozygous HFE genotype and the p.[Leu96Pro];[5] heterozygous

BMP6 genotype (Table 1). The patient presented with a moderate

degree of iron accumulation in the body as revealed by slightly ele-

vated transferrin saturation (69%) and serum ferritin (402 mg/L) levels

and also evaluated from the amount of iron removed by phlebotomy

(1.1 g). No familial investigations were carried out to identify sympto-

matic or asymptomatic relatives with identical genotypes. Intrafamilial

phenotypic heterogeneity has been observed in pedigrees with BMP6

propeptide missense mutations.3 On the other hand, subjects with the

HFE p.[Cys282Tyr];[His63Asp] genotype and no comorbid factors dot

not usually develop iron overload.1 Both HFE and BMP6 modulate hep-

cidin synthesis in response to body iron status7. An interesting question

is whether mild cases of iron overload can involve the two disease loci.

To conclude, our study highlights the benefit of investigating the

whole HFE coding sequence in p.Cys282Tyr heterozygotes after exclu-

sion of the most common causes of acquired hyperferritinemia. We

report an unusual case of moderate iron overload associated with a com-

plex HFE allele (p.[His63Asp;Glu168Gln]). This further indicates that

screening p.His63Asp substitution in p.[Cys282Tyr];[His63Asp] heterozy-

gotes with a well-defined iron overload phenotype has the potential to

reveal rare HFE variants. If correctly interpreted, these uncommon var-

iants may reduce diagnostic uncertainty and improve genetic counseling.

Last but not least, we revealed disease-associated alleles in two different

genes that interact within the same pathway. Further observations will

help to determine whether mutations in BMP6 may partially explain the

large phenotypic heterogeneity observed in HFE p.[Cys282Tyr];

[His63Asp] individuals and confer higher risk of iron overload.
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TABLE 1 Clinical and biological data of the three patients with a rare HFE variation in trans with the predominant p.Cys282Tyr missense

mutation

Genotype

HFE BMP6 Gender
Age at diagnosis
(years)

Transferrin
saturation (%)

Serum ferritin
microg/L

AIR

(g)
Alcohol
glasses/week

BMI
kg/m2

p.[Cys282Tyr];[Trp155*] p.[5];[5] Female 67 78 1538 4.4 0 26.8

p.[Cys282Tyr];[p.Leu25fs] p.[5];[5] Female 55 75 919 3.2 0 25.2

p.[Cys282Tyr];[His63Asp;Glu168Gln] p.[5];[5] Male 51 61 487 1.4 16 25.2

p.[Cys282Tyr];[His63Asp] p.[Leu96Pro];[5] Female 43 69 402 1.1 0 20.7
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Noninvasive monitoring of

liver fibrosis in sickle cell

disease: Longitudinal

observation of a cohort

of adult patients
To the Editor:

Acute vaso-occlusive events (VOCs) and liver iron overload (LIO), or

viral hepatitis due to multiple blood transfusions, are the main factors

in Sickle Cell Disease (SCD) associated with hepatic damage resulting

in fibrosis/cirrhosis. There is a high frequency of cirrhosis (around 11%-

14%) as a result of these complications based on autopsy findings at

the time of death in patients with SCD.1 Acute VOCs with hepatic

damage can result with catastrophic consequences, including

acute hepatic failure, and they may contribute to early mortality.2,3

Unfortunately, due to the paucity of sizeable or controlled studies

on sickle hepatopathy, as well as incomplete information regarding

additional causes of liver disease, it is very difficult to evaluate the

contribution of single factors in liver damage.

Hepatic function in 37 adult patients with SCD (68% HbSb8, mean

age 40614 years, 46% male, 13% non-Caucasian) who attended our

center was retrospectively evaluated using a combination of biochemical

markers (every six months), vibration-controlled transient elastography

(VCTE; every two years), liver imaging (ultrasound, Magnetic Resonance

Imaging [MRI]), and noninvasive iron measurement (MRI-T2*). Data were

collected from 01 January 2002 to 31 December 2016. The chart review

was approved by the local Ethics Committee. All participants gave

TABLE 1 Characteristics of 37 patients with sickle cell disease

Characteristics Mean6 SD Range
Normal
values

Age (years) 40614 17–73 -

BMI (kg/m2) 2364 14.7–30.5 18.5–24.9

Hb (g/dL) 10.261.2 8.4–13.4 14–17.5

AST (IU/L) 40618 14.2–106.2 4–37

ALT (IU/L) 32619 12–91 4–41

GGT (IU/L) 39632 10.5–163 8–61

Total bilirubin (mg/dL) 2.361.3 0.63-6.2 0.1-1.0

Conjugated bilirubin

(mg/dL)

0.760.4 0.2-2.1 0.1-0.3

Ferritin (ng/mL) 11466 1707 17–8094 30–400

ALP (IU/L) 95643 37–220 40–130

Albumin (g/L) 4.160.4 3.4-4.8 3.5-5.2

Prothrombin
time % (sec)

83610 54–100 70–120

LDH (IU/L) 7846 574 319–3565 135–250

Reticulocytes (%) 8.265.5 1.8–23.3 0.5-2.5

HbF (%) 868 0.3–29.7 <1.0

HbS (%) 61611 35–81 -

Liver stiffness

(kPa)—total

966 3.8–32.8 <8.7

Liver stiffness
(kPa)—HbSS

865 3.8–24.0 <8.7

Liver stiffness

(kPa)—HbSb8

967 4.0–32.8 <8.7

MRI-T2* liver (msec) 1066 1.6–23.4 >6.3

Abbreviations: ALP, alkaline phosphatase; ALT, alanine transaminase;

AST, aspartate transaminase; BMI, body mass index; GGT, g-glutamyl

transferase; Hb, hemoglobin; HbF, fetal hemoglobin; HbS, sickle

hemoglobin; kPa, kiloPascal; LDH, lactate dehydrogenase; MRI, Magnetic

Resonance Imaging; SD, standard deviation..
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Abstract

Summary: Predicted deleteriousness of coding variants is a frequently used criterion to filter out

variants detected in next-generation sequencing projects and to select candidates impacting on the

risk of human diseases. Most available dedicated tools implement a base-to-base annotation ap-

proach that could be biased in presence of several variants in the same genetic codon. We here

proposed the MACARON program that, from a standard VCF file, identifies, re-annotates and pre-

dicts the amino acid change resulting from multiple single nucleotide variants (SNVs) within the

same genetic codon. Applied to the whole exome dataset of 573 individuals, MACARON identifies

114 situations where multiple SNVs within a genetic codon induce an amino acid change that is dif-

ferent from those predicted by standard single SNV annotation tool. Such events are not uncom-

mon and deserve to be studied in sequencing projects with inconclusive findings.

Availability and implementation: MACARON is written in python with codes available on the

GENMED website (www.genmed.fr).

Contact: david-alexandre.tregouet@inserm.fr

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.

1 Introduction

Variant annotation is a crucial step in whole genome/exome

sequencing analyses aimed at identifying putative causal variants, es-

pecially in a clinical context (Ding et al., 2014). For example, for a

rare inherited disease, one often starts to filter out detected variants

according to the anticipated mode of inheritance, the type of varia-

tions (e.g. synonymous, non-synonymous, stop gain/loss, splice,

etc.), allele frequencies and their predicted deleteriousness. There is

a plethora of annotation tools (Cingolani et al., 2012; McLaren

et al., 2016; Yang and Wang, 2015) but most of them implement a

base-to-base approach to annotate single-nucleotide variants

(SNVs). However, the presence of several SNVs at the same locus, in

particular within the same genetic codon, may bias annotations. For

example, two synonymous SNVs in the same codon can generate a

non-synonymous variation that would be missed by standard anno-

tation tools. To our knowledge, there is only one program, MAC

VC The Author(s) 2018. Published by Oxford University Press. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com 3396
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(Wei et al., 2015), that accommodates multiple SNVs simultaneous-

ly. However, it is restricted to adjacent SNVs and cannot then prop-

erly address the situation when two SNVs affect the first and the

third base of a genetic codon. In addition, it does not use the infor-

mation on genetic code triplet structure. As a consequence, it consid-

ers the same way two SNVs affecting the adjacent bases of a genetic

codon, and two SNVs affecting the last base of a codon and the first

base of the next codon. To fill these gaps, we propose a simple

python-based algorithm, MACARON (for Multi-bAse Codon-

Associated variant Re-annotatiON) to identify and to more accur-

ately annotate multiple SNVs occurring within the same genetic

codon (Fig. 1). We illustrate MACARON’s relevance by an applica-

tion to whole exome sequencing data of 573 subjects.

2 Implementation and application

2.1 Workflow

The overall algorithmic steps of MACARON are given below and

illustrated as Supplementary Figure S1. The algorithm of

MACARON is written in python language and can run on any

LINUX/UNIX-like environment. Two pre-installed software, GATK

(McKenna et al., 2010) and SnpEff (Cingolani et al., 2012) should

be available for a complete run of MACARON. Briefly,

MACARON starts with a VCF file as an input with no restriction

on file format specifications. After identifying a list of candidate

SNVs that occur within the same genetic codon along with their cor-

rected amino acid changes, a second step consists in reading through

the original BAM files to extract reads information and to confirm

the presence of multiple SNVs on the same reads.

First, starting with a VCF file, MACARON utilizes GATK’s

VariationFiltration walker (Van der Auwera et al., 2013) with

parameters of –clusterSize 2 and –clusterWindowSize 3 followed by

the SelectVariants tool to identify adjacent SNVs and SNVs that are

2 bps apart. Then, coding SNVs are selected based on the SnpEff

functional annotation classes: SILENT, MISSENSE and

NONSENSE (temp_file1). At the third step, SNVs that cluster with-

in the same genetic codon are kept and new amino acid (AA)

changes are written in temp_file2 and temp_file3. Next, clustered

SNVs whose resulting AA changes are different from the original

ones are stored in temp_file4. In case of a multi-sample VCF file, a

scan is then performed on temp_file4 to identify clustered SNVs that

are present in at least one individual. Results are stored in a final

output text file containing all those SNVs identified within the same

genetic codon and for which the allelic status is heterozygous or

homozygous compared to the reference. At the final step, in order to

confirm that identified clustered SNVs are harbored on the same

reads, we used an in-house BASH-shell script (available with

MACARON code) to read through the original BAM files that have

been used for VCF file generation and to report the number of reads

that harbor all variant alleles at the identified clustered SNVs. This

script needs a subset of BAM files covering 50 bps over each clus-

tered SNVs.

2.2 Results

MACARON was applied to the whole exome sequencing data of

573 healthy individuals as part of the FREX initiative in which

625984 exonic SNVs were identified (Genin et al., 2017).

MACARON identified 114 multi-base affected codons in 194 par-

ticipants. All identified affected codons were impacted by two SNVs

(these were referred to as paired codon SNVs, pcSNVs) and no

codon was identified that was simultaneously affected at all its 3

bases. From the identified pcSNVs, 83 were affecting codon posi-

tions 1 and 2, 23 codons were affected at positions 2 and 3 and the

remaining 8 were affected at positions 1 and 3. Detailed distribution

of the identified pcSNVs according to different criteria including al-

lele frequencies, amino acid changes and predicted deleteriousness is

given in Supplementary Table S1. Several observations could be

made. For example, of these pcSNVs, 30 involved two rare [i.e.

never reported or reported with minor allele frequency<0.01 in the

gnomeAD database (Lek et al., 2016)] SNVs, 15 involved one rare

and one common SNV and 69 based on two common SNVs. These

types of pcSNVs were referred to as ‘double-rare’, ‘single-rare’ and

‘double-common’ pcSNVs, respectively. The number of private (i.e.

present in only one individual) pcSNVs were 16 (53%), 11 (�73%)

and 3 (�4%) � among ‘double-rare’, ‘single-rare’ and ‘double-com-

mon’ pcSNVs, respectively. No pcSNV was generated from two syn-

onymous SNVs but 26 were defined from one synonymous and one

non-synonymous SNV. For 114 pcSNVs, the resulting amino acid

change was different from the two original SNVs. Using the popular

functional effect prediction tool SIFT (Ng and Henikoff, 2003), we

observed that nine pcSNVs were predicted to be ‘damaging’ while

the two original SNVs were predicted to be ‘tolerated’. Conversely,

two pcSNVs were predicted to be ‘tolerated’ or ‘neutral’ while the

two original SNVs were predicted to be ‘damaging’. For this applica-

tion, MACARON took �1h on an Intel(R) Xeon(R) CPU E5-2640

v3 @ 2.60GHz processor�32 cores machine equipped with 64 GB of

RAM on UBUNTU 16.04 LTS operating system to screen, re-

annotate pcSNVs and validate them from BAM files.

3 Conclusion

MACARON is a new annotation tool for characterizing multiple

SNVs within a same codon detected in WGS/WES studies. Its appli-

cation to real data suggests that the frequency of pcSNVs is underap-

preciated and that inaccurate annotation of such genetic variations

could contribute to explain inconclusive findings in DNA sequenc-

ing analyses.
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Titre :  Conséquences du contexte haplotypique sur la fonction des protéines :  application à la 
mucoviscidose 

Mots clés : Outil bioinformatique, Contexte haplotypique, Visualisation, Mucoviscidose, Fonction 
protéique 

Résumé :   Notre génome contient des centaines 
de milliers de variants génétiques, qui pour la 

plupart, n’ont aucun impact sur notre santé. Après 
séquençage, il faut les filtrer pour ne conserver 
que ceux qui sont potentiellement impliquées dans 
une maladie. On utilise des annotateurs qui 
prédisent l’impact des variants. Ces prédictions 
sont faites sans tenir compte des variants en cis 
dans le même gène. Pourtant, des variants 
neutres peuvent, lorsqu’ils sont réunis chez un 
individu, devenir délétères. J’ai donc développé 
l’outil bioinformatique GEMPROT qui permet de 

visualiser l’effet des variants génétiques sur la 
séquence protéique et de mettre en évidence les 
combinaisons de variants touchant un même 
domaine fonctionnel.  
J’ai ensuite étudié l’impact de deux variants 

associés à la p.Phe508del (508del) sur la protéine 
CFTR.  

Le variant p.Val470M est  présent sur tous les 
haplotypes portant la délétion mais pas sur la 

séquence de référence, qui est généralement 
utilisée pour la construction de plasmides. Nous 
avons montré des différences de fonction de la 
protéine CFTR selon l’acide aminé en position 
470. La fonction est augmentée avec une Valine 
et il convient donc de s’assurer, lors de la 
construction de plasmides, que le contexte 
haplotypique des variants étudiés est bien 
respecté. Le variant p.Ile1027Thr conduit à une 
dégradation de la fonction de la protéine 508del. 

Ce variant n’est présent que sur une partie des 
haplotypes 508del et pourrait donc avoir un effet 
modificateur de l’expression de la délétion. En 
conclusion, nous montrons l’importance de la 
prise en compte des contextes haplotypiques 
dans l’étude des maladies et proposons un outil 
bioinformatique pour le faire. 

 

Title :  Consequences of the haplotype context on protein function: application to cystic fibrosis  

Keywords :  Bioinformatic tool,  Haplotype context, Visualization, Cystic Fibrosis, Protein function 

Abstract :  We all carry hundreds of thousands 
genetic variations in our genome that, for the most 
of them, have no impact on our health. After 
sequencing, they must be filtered to only retain 
those potentially involved in a disease. We use 
annotators that predict the impact of variants. 
These predictions are done for each variant taken 

independently without considering cis variants in 
the same gene. However, neutral variants can 
become deleterious when associated together. I 
have developed the bioinformatics tool 
GEMPROT, which makes it possible to visualize 
the effect of genetic variants on the protein 
sequence and to highlight combinations of variants 
affecting the same functional domain.  
I then studied the impact of two variants 

associated with p.Phe508del (508del) on CFTR 

protein function.  

The variant p.Val470M is present on all carrying 
deletion haplotypes but not on the reference 
sequence, which is generally used for the 
construction of plasmids. We have shown 
differences in the function of the mutated CFTR 
protein 508del according to the amino acid at 
position 470. The function is increased with a 

Valine and it is therefore necessary to ensure, 
when constructing plasmids, that the haplotype 
context of the studied variants is well respected.  
The variant p.Ile1027Thr leads to a degradation 
of the function of the 508del protein. This variant 
is present only on a portion of the 508del 
haplotypes and could therefore have a modifying 
effect on deletion expression. In conclusion, we 
show the importance of considering haplotype 
contexts in the diseases studies and propose a 

bioinformatics tool to do so. 
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