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Avant-propos

La mort subite d’origine cardiaque est une cause principale de la méoctaliio-vasculaire et
constitue un enjeu de santé publique avec 250 000 a 400 000paécas aux Etats-Unis
(Towbin et al. 1995). Le déces est di a un trouble aigu dmeyttardiaque, le plus souvent
secondaire a une cardiopathie ischémique. Plus rarement, le tcwblghme peut étre
d’'origine héréditaire, comme lors de la tachycardie ventriculaire popmeo
catécholaminergique (TVPC). La TVPC est une pathologie arythreopéréditaire rare,
responsable de mort subite chez I'enfant ou l'adulte jeune. Ignabtic de la TVPC est
difficile et se fait sur I'anamnése et les données électrocardiographi§@&3, épreuve
d’effort, Holter). Une fois le diagnostic établi, le traitement sspsur leg3-bloquants, le
flécainide, et éventuellement la mise en place d’'un défibrillateur iatdke.

Plusieurs génes ont été impliqués dans la TVIRYR2 CASQ2 TRDN et CALM1, qui
codent des protéines impliquées dans I'homéostasie calcique cardibgugénétique
moléculaire occupe une place importante dans la prise en charge de tetiegatar elle
permet, une fois la ou les mutation(s) causale(s) identifiée(s)leh@nband, de réaliser un
diagnostic présymptomatique chez les apparentés afin de mettreacan ysl traitement
prophylactique chez les individus a risque.

Les mutations du genRYR2sont impliguées dans plus de la moitié des cas de TVPC,
associées a une transmission autosomique dominante de la miadsdmutres génes sont
beaucoup plus rarement impliqués (<10%) et associés a une traosmassosomique

récessive de la pathologie.
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Mon mémoire a porté sur I'étude des mutations du gax®Q2identifiées au laboratoire de

Biochimie Génétique et Moléculaire du CHU de Grenoble de 200722 2

Le geneCASQ2code pour la calséquestrine de type 2 (Casg2), une protéine préseite d
reticulum sarcoplasmique (RS) des cardiomyocytes, qui a un edle k& stockage, la
chélation et la libération du calcium nécessaire a la contractioragasdi

Peu de mutations sont a ce jour décrites pour ce géne, et l'identifidatioouveaux variants
peut poser des probléemes d’interprétation, particulierementigusiagit de mutations faux-
sens, de mutations synonymes ou de mutations intronigoésnges, dont la pathogénicité
est difficile & évaluer. Les mutations du ge@ASQ2 sont de nature hétérogene. Des
mutations non-sens, des microdélétions, des mutationssiag@ ou des mutations faux-sens
sont rapportées. Mon travail a consisté recenser les mutatiorndCASQ2identifiées en
Biochimie Génétique et Moléculaire, a étudier leur impact potesiel'épissage et a initier

le développement de I'étude fonctionnelle des mutatiorgedeCASQ?2au laboratoire.
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|.  La contraction cardiague

A. Anatomie du cceur et circulation sanguine

Le cceur est constitué de quatre cavités, I'oreillette droite (OD)venteicule droit (VD) qui
constituent le « cceur droit », et I'oreillette gauche (OG) etelgricule gauche (VG) qui
forment le « coeur gauche ». Il existe un systéme valvulaire guiepel’orienter le flux de
sang, avec la valve mitrale entre 'OG et le VG, la valve triscusggtite I'OD et le VD, la
valve aortique a la sortie du VG et la valve pulmonaire a leesstutVD.

Histologiquement, la paroi cardiaque est composée de trois exudiépicarde, une
membrane fibreuse qui se trouve sur la face externe du coeur, I'erelapardapisse
I'intérieur de cceur, et entre les deux le myocarde qui est la composastalaire du cceur.
Lors de la circulation sanguine, le sang oxygéné est ramené desrmsoam coeur via les
veines pulmonaires, passe dans l'oreillette gauche, puis damsttewle gauche, et est éjecté
vers l'aorte. Le sang irrigue les tissus, puis est ramené pgsténge veineux systémique vers
le coeur droit. Le ventricule droit éjecte a son tour le sang veiners les poumons, via
I'artere pulmonaire, puis le sang revient vers le coeur gauche. Chattgradnt cardiaque est
composé d'une phase de contraction musculaire appelée systole, duive phase de

relaxation appelée diastole.

B. L'activité électrique cardiaque

Le myocarde est un muscle strié & commande involontaire paste d’automatisme

cardiaque. Des cellules myocardiques spécialisées, les cellul@es)agénerent un courant
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électrique de facon spontanée. Elles sont organisées en umdds qui forme ainsi les
voies de conduction (Figure 1).

Le tissu nodal est composé d’'un nceud sinusal, qui giseimpulsions, d’un nceud auriculo-
ventriculaire qui recoit et ralentit I'influx recu pour permettre la symcisation entre les

contractions auriculaires et ventriculaires, et d’'un faisceau de His qdivise en deux

branches, chacune destinée a un hémicoeur, et qui se ramifientopurigp nom de réseau

de Purkinje, permettant la transmission aux deux ventricules.

Figure 1 : Le tissu de conduction cardiaguéd’apres Kreuzberg et al. 2006).

Neceud sinusal

Oreillette droite

Neceud auriculo -ventriculaire

Faisceau de His

Branches gauche et droite
du faisceau de His

Réseau de Purkinje

Myocarde

Au niveau cellulaire, les impulsions électriques se propagarg Eoforme de potentiels
d’action (PA), correspondant a une phase de dépolarisationrdentdorane cellulaire, trés
rapide, suivie d’'une phase de repolarisation de la membrane cellulainetowecau potentiel
membranaire de repos (Figure 2).

Le potentiel d’action est divisé en cing phases distinctes. lesepld correspond a la
dépolarisation rapide : le potentiel intracellulaire de la memhpasse de sa valeur négative

de repos a une valeur positive en quelques millisecondes.a&Ppisase 1 est la phase de
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repolarisation rapide précoce. Ensuite la phase 2 correspomthask de plateau du potentiel
d’action. Elle correspond a une repolarisation lente qui peut ghlmereurs centaines de
millisecondes. La phase 3 est dite de repolarisation finale rapide. r€poblarisation rapide
résulte de I'activation de courants potassiques sortants congbliéactivation des courants
calciques entrants. Enfin, la phase 4 est celle du potentiel trartsareire de repos pour les

cellules myocardiques.

Figure 2 : Le potentiel d’action d’'un cardiomyocyte ventriculaire

(http://medsante.med.univ-rennes1.fr)

-90 -

Phase 0 : dépolarisation rapide

Phase 1 : repolarisation rapide précoce
Phase 2 : plateau

Phase 3 : repolarisation finale rapide
Phase 4 : potentiel de repos

Les potentiels d’action sont la somme électrique de plusiensegents qui résultent de
mouvements ioniques passant a travers différents canaux ionigtaegevidépendant.

On peut trouver parmi eux un canal sodique N&, dont I'activation est responsable de la
phase 0 ou dépolarisation rapide (entrée de sodium dans la cetiubanal calcique Ga&.2,
dont I'ouverture entraine une entrée de calcium (phase 2), et quatre pateasiques 4.3,
Ky7.1, K11.1, et Kir2.1, responsables d'une sortie de potassium arnemdepolarisante

(phases 1 a 4).
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L'électrocardiogramme (ECG) permet d’enregistrer I'activité électrigue du desaurface,
en utilisant des électrodes appliquée sur la peau d'un sugetréF8). L'ECG est un outil
diagnostique qui permet d’observer, entre autres, des troublaytlime en pathologie

cardiaque ou le tracé apparait alors modifié.

Figure 3 : Tracé électrocardiographigue normal

Q
S

Ce schéma montre un schéma d'un enregistrement i&@@al. On distingue trois phases : 1. 'onde Rezpondant a la
dépolarisation auriculaire, 2. le complexe QRS espondant a la dépolarisation ventriculaire eefmlarisation auriculaire,
et 3. 'onde T correspondant a la repolarisationtrieulaire.

C. Le cardiomyocyte, unité fonctionnelle de la cont raction

Le tissu myocardique est composé de cellules contractilecald®mmyocytes. Ces cellules
présentent des similitudes avec les cellules du muscle squedettiomme leur capacité a se
contracter. Elles ont également un aspect strié, car leur cytoplasrampktde myofibrilles,
des structures tubulaires allongées d'un diametre de Lna, 2lles-mémes constituées de
sarcomeres, l'unité contractile du cardiomyocyte. Un sarcomére est eéfimicroscopie
comme le segment qui s'étend d’'une ligne Z a une autre (Figurié &3t constitué de
filaments fins et épais. Un filament fin est constitué d’actihe, tropomyosine, et de

troponines différentes (I, C et T). Quant aux filaments épaispilsformés de myosine.
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Figure 4 : L'unité sarcomérique (Zollner et al. 2012).

Z-line sarcomere Z-line actin myosin actin Z-line

Représentation schématique d'unités sarcomériqisesran paralléle avec une image obtenue par roap@sélectronique.

A la différence du rhabdomyocyte, le cardiomyocyte est une cellule molkdée, résultat
d’'une fusion de plusieurs myoblastes. Par ailleurs, les cytoplagesesellules cardiaques
sont en communication directe via de nombreuses jonctions coicantes, ce qui permet a

'ensemble de ces cellules de se comporter comme un syncytium.

La contraction de la cellule est €at adénosine triphosphate (ATP) dépendante. Elle est

rendue possible par le glissement des filaments épais suraleefils fins, et se déroule en

plusieurs phases (Figure 5) :

1. Le C&" intracellulaire se fixe sur le site spécifique de la troponine Cte Gixation
modifie la conformation de la molécule de tropomyosine, qissglalors dans la

profondeur de la gouttiére de la chaine hélicoidale d'actine, libérantlesnsites de
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fixation spécifiques de la myosine présents sur la molécule d'actisaétes globulaires
de myosine se fixent alors sur les sites spécifiques de l'actine.|®anéme temps, la
fixation du C&" sur la troponine C permet la levée de l'inhibition exercée par la trEpon
| sur l'activité ATPasique de la téte de myosine. Cette activité AdirRagiermet, en
présence d'ions Mg I'hydrolyse de I'ATP en adénosine diphosphate (ADP) et phtspha
inorganique (Pi).Tout ceci aboutit a la formation d'un complextmA&-Myosine-ADP-Pi.

2. Le Pi, dans un premier temps, puis I'ADP, dans un second tempetachent de ce
complexe, ce qui permet une modification de I'angle formé par lesltagosine fixées
a l'actine et donc un glissement des filaments d'actine surdesefits de myosine. La
traction au niveau des deux extrémités d'un filament épais demaysffectue en sens
opposeé.

3. Le complexe actine-myosine reste stable et seule la présence d'une nowlédlele
d'ATP permet la rupture de la liaison entre I'actine et la mydsimedressement des tétes
de myosine et la formation d'un nouveau complexe myosine-&ilR. concentration en

Cd" est suffisamment élevée, le cycle se reproduit.

Figure 5 : Le cycle de l'interaction actine-myosinéEngland et al. 2013).

a: L'ATP se fixe sur son site spécifique au niveaulaedéte de la myosinéa : L'ATP est hydrolysée en ADP et Pi
permettant a la téte de myosine de pivoter vefifalment d’actinec : La liaison d'un ion C& & la troponine C (TnC) induit
un changement conformationnel du complexe, permetéamouvement de la tropomyosine autour du filamgactine
(fleche mauve)d : Le relachement de I'ADP et du Pi par la téte desine aboutit & son extension, permettant le glisse
des filaments. L’ATP se refixe rapidement sur site spécifique, ainsi la myosine se détache déitiacpermettant au cycle
de se répéter.
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D. Le couplage excitation-contraction

Le stimulus électrique aboutit donc a la contraction cardiaque, gracéleawentral du
calcium qui permet linteraction actine-myosine. Le couplage exaitatmtraction (CEC)
est ainsi défini comme I'ensemble des phénomenes par lesqueltatier électrique aboutit
a la contraction musculaire (Bers 2002). Il est rendu possiblelelamsur au niveau de la
dyade, une zone de rapprochement entre deux structures membrpadgi@sdieres, les
tubules transverses (tubules T) et le reticulum sarcoplasmi@)gfiyure 6) :
* les tubules T sont des invaginations de la membrane cellulaicardiomyocyte.
Elles permettent la conduction de I'onde électrique vers la dyade.
* le RS est un organite intracellulaire spécialisé dans le stockagdikatréion du
calcium. Il est organisé en un réseau longitudinal le longsdeomeres, et en un

réseau terminal au niveau de la dyade : le RS jonctionnel (RSj).

Figure 6 : La dyade, lieu du CEC(Faggioni et al. 2012).

e trerrn . ety oo Lors de [larrivée du PA, le
space (i é g 1:;_@3 Sarcolemma DHPR s’ouvre et entraine une

"a‘i@i%.’i&f“:"e%h e augmentation locale de €a
= s e o cytoplqsmlque. ~Cet influx
modéré de calcium active le

=g — e e s P ;
2 =m.  Sies T at T canal RyR2 qui lui fait face, qui
) (E) e ! R e = s’ouvre a son tour, conduisant a
= e ; - ;
> une sortie massive de calcium du

RS vers le cytoplasme. Le RS
permet le stockage de €alans
la cellule et sa libération rapide
dans le cytoplasme grace au
canal RyR2 et & des protéines
associées dont Casq2, principale
protéine chélatrice du calcium
dans le RS. La concentration
locale en C&% augmente,
atteignant 1pM, activant les
unités myofibrillaires. Le
repompage de Ghvers le RS
est assuré par une pompe®Ca
ATPase, la SERCA2a, et une
partie sort vers le milieu
extracellulaire via un échangeur
Na'/ca”.
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Le CEC est réalisé par un assemblage macromoléculaire appelé le conepiel@&ldement
du calcium (CRC) situé au niveau de la dyade et centré sur deaxxazalciques :
- le récepteur des dihydropyridines (DHPR) situé sur la membrane glasai niveau
du tubule T.

- le récepteur de la ryanodine de type 2 (RyR2) situé, en face, sumlarame du RS;j.

Le CEC est donc le carrefour du mécanisme qui permet a l'influx élestiigiboutir a une
contraction. A chaque battement cardiaque, lors de la dépolarisaimranaire, le DHPR
s’ouvre et un influx modéré de calcium entre dans le cytoplasme¢FaguCet influx active

et ouvre le canal RyR2 situé sur la membrane du RS, ce qui a@wmé&quence une sortie
massive de C& dans le cytoplasme. Le calcium ainsi massivement libéré, va permettr
I'activation des unités myofibrillaires et aboutir a la contraction cqudiaEn diastole, une
partie du C&' est repompé dans le RS du“Cpar la SERCA2a, une pompe’GATPase, et
une partie du calcium est exclu hors de la cellule via le NCX, un gebeN&/Ca* situé sur

la membrane plasmique.

-21 -



E. Le complexe de relachement du calcium (CRC)

Le CRC est un complexe macromoléculaire composé des canaux eslDig®R et RyR2 et
de nombreuses protéines associées, principalement la calséquestrirejdaypadine et la

junctine (figure 7).

Figure 7 : Schéma du Complexe de relachement calcique (CRC)

Reticuluny
Sarcoplasmique

Le CRC se situe au sein de la dyade représenttelesia a gauche, on y voit des canaux RyR2 faisaeata des DHPR. A
droite, on voit en détail les protéines du CRC,cale RyR2 (jaune or), le DHPR (bleu), Casqg2 (tuige) la triadine
(fuchsia), la junctine (jaune pale), FKBP12.6 (\@air) et la calmoduline (vert foncé).

1. Le récepteur des dihydropyridines ou DHPR
C’est un canal calcique voltage dépendant de type L (longdasti est composé de 5 sous-
unités. La sous-unité; forme le pore alors que les 4 autres,p, 6, ety jouent un réle de
régulation. Ce canal sensible au voltage s’ouvre lorsque le poatébn a été déclenché,
il laisse alors passer des ions calcium en faible quantitévaopt a leur tour activer
'ouverture du canal RyR2. Des mutations de la sous-unit@&rdiaque sont décrites dans le

syndrome de Timothy (atteinte multisystémique avec QT longémtal).
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2. Le canal calcique calcium-dépendant RyR2
Il fait partie de la famille des récepteurs a la ryanodine, qui compreisdsoformes :

* RyR1 est fortement exprimé dans le muscle squelettique, et aeaal dans le
ceeur, le muscle lisse (Neylon et al. 1995) ainsi que d’ausssstcomme I'estomac,
le thymus, le rein (Nakai et al. 1990) le cervelet, les cellulesudarfe (Marks et
al.1989). Il a été montré réecemment qu’il était également exprimé ldans
lymphocytes B (Vukcevik et al. 2010).

* RyR2 est trés exprimé dans le muscle cardiaque (Nakai et al. 1€90kgllules de
Purkinje du cervelet et du cortex cérébral (Lai et al. 1992), et a basundans
I'estomac, les reins, le thymus (Kuwajima et al. 1992).

* RyR3 se retrouve dans différents tissus tels que le muscle siquelete muscle

lisse (Neylon et al. 1995), ainsi qu’au niveau cérébral (Hakaphaia 1992).

Le RyR2 est une grande protéine (4967 acides amings), il est cotkegereRYR?2 et |l
présente 65% (Hakamata et al. 1992) de similitude de séquenceleaveleux autres
isoformes.

RyR2 est le principal canal calcique du RS dans le muscle cardiague&cé€pteur est un
homotétramére de poids moléculaire (>500kDa/ sous-unité), formé d'ajeeine partie N-
terminale cytoplasmique (90% de la protéine), qui contient ites sesponsables de la
régulation du canal sur son versant cytoplasmique, et une p@rierminale
transmembranaire, qui participe & la formation du pore permettantsiageades ions €aa
travers la membrane du RS.

La régulation de RyR2 par différentes protéines régulatrices est eseat’homéostasie

calcique cardiaque. Les principales protéines régulatrices cytoplasnsigniela calstabine 2
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ou FKBP12.6 et la calmoduline ainsi que des kinases et pdtasgls. Au niveau du réticulum
sarcoplasmique, Casg2, la junctine et la triadine jouent anmortant.

Le calcium est le facteur de régulation le plus important de lituneeet de la fermeture de
RyR2 (Chen et al. 1994). RyR2 possede deux sites cytosoliguisation du calcium, I'un

de haute affinité est responsable de son ouverture lors du CR&ytet de faible affinité
joue un réle lors de son inactivation a la fin du CRC (Bezprozvanal. 1991). Le RyR2 est
également sensible au Cantraluminal du RS, méme si le mécanisme de régulation est

incertain (Lanner et al. 2010).

3. La triadine cardiaque

C’est une protéine transmembranaire du RS. Elle est codée pard@RPN qui peut, par

épissage alternatif donner quatre isoformes différentes de cette @rotéin

L’isoforme cardiaque, CT1 (cardiac triadin 1), interagit avec RyR2asgZ grace a sa partie
luminale, c6té C-terminal, via un domaine composé d’'une alternancgsitesl et de

glutamates. L’interaction avec Casqg2 se fait entre les résidus situé2&f et 224 de la
triadine, et une région riche en aspartates (chargés négativement) de @Qesy2rare les

acides aminés 354 a 367. Cette interaction est de type « pojsar 2i (Kobayashi et al.
2000). Cette protéine pourrait un role dans l'organisatiorctstrale du CRC (Fourest-
Lieuvin et al. 2012), la modulation de I'activité canalaire de Ry8yorke et al. 2004), ou

I'ancrage de Casg2 a RyR2 (Guo and Campbell et al. 1995).

4. Lajunctine
C’est une protéine codée par le goh8PH exprimée spécifiguement dans les muscles
cardiaque et squelettique. Ce géne produit par épissage dltégeatment deux autres

protéines : la junctate et la protéine aspafidtgdroxylase (ou ASPH).
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Comme la triadine, c’est une protéine transmembranaire du RS. |l egrauo’elle présente

60% d’identité de séquence avec la triadine.

5. La calséquestrine de type 2Casq2)

Cette partie va étre détaillée dans le chapitre qui suit.
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. Casqg2 et pathologie

A. La protéine Casqg2

Casg2 est lisoforme cardiaque de la calséquestrine. Elle prése¥tted®omologie de
séquence avec l'isoforme musculaire squelettique : la calséquesttypede Elle se trouve
majoritairement dans les cardiomyocytes, mais est aussi présefaiblerguantité dans les
fibres lentes du muscle squelettique.

Elle est codée par le ge@ASQ2qui est situé sur le chromosome 1 en 1pll- p13.3. Ce géne a
une longueur de 69kb et posséde 11 exons. Son ARN messggant a lui une longueur de

2716 paires de bases (NM_001232.3).

La protéine Casq2 comporte 399 acides aminés, c’est la protéjeersnde chélation des
ions C&* dans le réticulum sarcoplasmique (Beard et al. 2004). Elle préseatéaible
affinité pour les ions G4, mais peut en stocker jusqu’a 40 par molécule de Casq2 (Murphy e
al. 2011).

Sa structure cristallographique a été définie en 2007 chez 'hommeefkain2007) (Figure

9). Elle est organisée en 3 domaines « thioredoxine-likele eentre de chacun de ces
domaines est hydrophile. Elle posséde en outre un grand nombtedjes négatives a son
extréemité C-terminale (Kim et al. 2007) (Figures 8). La structuread®ZIlui permet de lier

les ions C& en formant des interactions électrostatiques entre I'ion divalersuet résidus

chargés négativement.
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Figure 8 : Représentation de Casqg?2

a. Structure primaire

1 19 142 246 370 399

p Domaine |l Domaine Il Queue

Peptide Domaine |

signal C-terminale

b. Structure en trois dimensiongd’aprées Kim et al. 2007).

C “.Disordered C-terminal tail

Domain Ill

omain "
"'Q 3

L167H /'

Domain |

Schéma montrant les trois domaines « thiorédoxkeen de Casq2 ainsi que sa queue C-terminale éaar@gativement.
Des mutations faux-sens sont représentées surstettéure 3D.

Casq2 est synthétisée a I'état de précurseur possédant un peptadeRE) en N-terminal
(AA 1 a 19) quiintervient dans I'adressage de la protéine au reticlle peptide signal est

ensuite clivé pour former la protéine mature.
Comme pour de nombreuses protéines intraluminales du reticthdressage de Casq2 se

fait grace a cette courte séquence située a I'extrémité N-terminale deciagFigure 9).
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Figure 9 : Reconnaissance et clivage du peptide signal d’'upmtéine soluble(source :

www.nobelprize.orq).
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Le SRP se lie au PS ce qui blogue I'élongationteCgerniere ne reprend que lorsque le SRP est éopsomeconnu par son
récepteur, ce qui permet la translocation de lépre dans le reticulum. Quand cette derniere aewtent pénétré dans le
RE, une endopeptidase clive le PS ce qui libéped&ine dans la lumiére du RE.

Aprés la traduction de I'ARN messager par le ribosome des acidessarniméspondant a la
séquence du PS, celui-ci est reconnu par la SRP (signal recogrdtitrie), ce qui arréte
I'élongation. Pour que la traduction se poursuive, il fag IQUSRP soit également reconnue
par son récepteur spécifique, qui est associé au translocooreusitpé dans la membrane du
RE. Cette étape est suivie d’une translocation de la protéine a teypere. Enfin, le PS est
reconnu et clivé par une endopeptidase spécifique présente damsidee du reticulum
permettant la libération de Casg2 mature dans sa lumiere. fessg2nsuite dans la lumiere

du réticulum ou elle va jouer son réle de protéine chélatrice du calcium

Beaucoup de protéines de la lumiere du réticulum sont en transipute pour d’autres
destinations. D’autres protéines cependant, comme Casqg2, soshtésidu réticulum. Ces
protéines résidentes du réticulum présentent classiquement dasxsie rétention dans le

réticulum, au niveau de leur extrémité C-terminale, formés de 4 aaide®s (séquence
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KDEL), et qui sont responsables de leur maintien dans le réticllenmécanisme de
rétention dans le RS de Casq2 reste incertain. En effet, Casq2 eaterpas de motif
consensus de rétention connu, comme la séquence peptidique KBE£hypotheses ont été
évoquées, telles que la polymérisation de Casg2, ou son irdaragtc d’'autres protéines,
comme la triadine et la junctine, ce qui la retiendrait a I'intériedR8uAinsi, il a été montré
gue l'absence de triadine chez la souris entrainait une dimmndgoconcentration de la
calséquestrine dans le RS (Shen et al. 2007), ce qui serait compatiblun mécanisme de

rétention impliquant des interactions de Casqg2 avec ses partenaires.

Des modifications post-traductionnelles de la protéine sontuesnmais dont le réle reste
imprécis. Casq2 possede un site de N-glycosylation en posdB®» et deux sites de
phosphorylation sur les sérines 385 et 393, dans la partie @x¢gmDes études sur des
mutants de Casq2 sur ces sérines ont montré une augmentatiocagadité de la protéine a

lier le calcium (Sanchez et al. 2011).

Outre sa fonction de chélation des ions*Céa protéine Casq2 posséde une propriété de
polymérisation, dépendante de la concentration intra-luminalenerCid" (interactions front-
to-front, interactions back-to-back, Figure 10). La protéine éétaa monomérique lorsque la
concentration intraluminale en €aest faible, et elle forme des polyméres de haut poids
moléculaire quand cette concentration augmente, permettant d’attemelreoncentration

calcique de 20mM en évitant que les cation$ @a précipitent (Park et al. 2003).
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Figure 10 : Polymérisation de Casg?2

A B C D

A faible concentration intra-luminale en Tales 3 domaines du monomére de Casq2 se repou@senf mesure

gu’augmente la force ionique du milieu, les domsig&ttirent et s’associent entre eux (B, C). Lemomeéres s'associent
entre eux par un mode « front-to-front » et formaed dimeres (D). Les dimeres s’associent enseliom $¢ modele « back-
to-back » pour former des tétrameres (E), qui forngeleur tour des polymeéres, pouvant chélaterrandynombre d’ions

ce'.

La protéine Casq?2 interagit directement avec la triadine au niveau desrasjghrtates situés
entre les acides aminés 354 et 367 (Shin et al. 2000), et guectiae. Via ces interactions
avec la triadine et la junctine, Casq2 interagit donc au marfagbn indirecte avec RyR2,

une interaction directe restant a ce jour hypothétique.

B. La TVPC, une pathologie liee a des mutations de  CASQ2

1. Aspects cliniques et paracliniques
La tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique (TVPC) restouble du
rythme cardiaque héréditaire responsable de morts subites chez lI'enfadulte jeune.
C’est une pathologie rare dont la prévalence est estimée a 1/ 10i0@d 4L 2008).
Elle se caractérise par des syncopes a répétition causées par lastresg@ue, c'est-a-dire
a l'effort ou a I'émotion. Les symptdbmes peuvent étre un malaisepalegations, des

vertiges, voire un arrét cardiorespiratoire. L’age moyen de survenueete® s symptomes
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est de 8 ans. L'ECG de repos est la plupart du temps noemdiggnostic se fait davantage
lors d’une épreuve d’effort, ou lors d’'un Holter ECG, qui vooivoir mettre en évidence des
épisodes d’arythmie évocateurs (Figure 11). Lors d'une épreuve t'effioe arythmie
apparait a I'effort a partir de 120 battements par minute, des extlasyapparaissent de
fagcon sporadique, et on peut ensuite observer un épisode geataid ventriculaire (TV)
bidirectionnelle ou polymorphe.

Figure 11 : Tracé électrocardiographigue de tachycardie ventriculaire lorsd’une

épreuve d'effort (d’apres Faggioni et al. 2012)

CPVT patient

A : on observe un rythme sinusal en début de test.
B : des extrasystoles commencent & apparaitre.
C : une tachycardie ventriculaire bidirectionn&l# mise en évidence.

Le traitement repose sur Ifsbloquants au long cours. Le flécainide est également utilisé de
facon efficace (Watanabe et al. 2009). La pratique sportive est contredadcpr étant un
facteur de survenue d’arythmies. Dans les formes résistantessdadpm défibrillateur
implantable est a évoquer (Wilde et al. 2008). En I'absence dentieit, c’est une pathologie

a pronostic péjoratif présentant une mortalité de 50% a 40 ayaghi et al. 2009).

Un bilan familial est réalisé chez les apparentés d’'un cas indexodiagré, comprenant un
ECG, une épreuve d'effort et un Holter ECG. Une échographieeétajement réalisée pour

éliminer d’autres étiologies.
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2. Mécanismes physiopathologiques de la TVPC
Dans la TVPC, les dysfonctions du CRC seraient & I'originebéeaiions anormales de Ca
du RS, en l'absence de dépolarisation cellulaire. Cet événemerdppsté libération
spontanée de calcium (Priori and Chen, 2011). Ce phénoméné&séapar la surcharge en
Cd&" du RS, est alors nommé libération de calcium induite par urgharge du stock
calcique (SOICR, Store Overload Induced’GRelease).
En cas d’anomalies de fonctionnement des canaux RyR2, on obsesvdibdérations
inadaptées de calcium du RS pendant la diastole (canal « fugantiiastole) conduisant a
une surcharge cytosolique (Figure 12). Une augmentation de dartoation cytosolique en
calcium peut ainsi activer le courant entrant dépolarisant de I'échangé@al et inhiber le
courant potassiquexl Ce courant entrant est susceptible de dépolariser la membrane
cellulaire aprés la fin du PA, produisant une post-dépolarisatioivéaod DAD (delayed
afterdepolarization). Si le DAD atteint le seuil d’activation du casadique, il peut
déclencher un PA. Cela se traduit par un courant transitoire entra@uilgoeut alors étre
atteint, et générer un courant sodique entrant. La dépolarisatiomnés@st appelée DAD et
peut causer un PA si le seuil d’activation du canal sodiguatteint (Leenahrdt et al. 2012).

Une extrasystole ou une arythmie peut dés lors étre observée (Lacarmmpalr2008).

Figure 12 : Mécanisme des DAD dans la TVPC.

A : en situation normale, l'activité du RyR2 estghgeable au repos : la faible quantité de Ca2éréb est rapidement
repompée.

B : en cas d’anomalie (fuite de RyR2) : le’Clibéré active I'échangeur NiC&" et peut déclencher un PA tardif (DAD) si
le seuil d’activation du canal sodique est atteint.
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Les mutations de RyR2 ou Casq2 associées a la TVPC favoriseea®@tCR et les DADs

selon plusieurs mécanismes. Les mutations de RyR2 pourraiexquaple étre responsables
de modification du seuil de sensibilité du canal au calciues Mutations de Casg2
pourraient entrainer une diminution du pouvoir tampon du caldunRS, ainsi que des

anomalies de régulation de RyR2, ou une instabilité structunaBRe.

3. Aspects génétiques
Le premier gene mis en cause dans les TVPC R¥R associé a une forme autosomique
dominante (Priori et al. 2001). Puis a été publiée une forme cemitpse récessive de la
maladie, impliquant le gen€éASQ2(Lahat et al. 2001). Plus récemment, des mutations du
geneTRDN ont été associées au phénotype de TVPC (Roux Buissan 2212). Le gene
CALMY, codant la calmoduline 1, a aussi été décrit comme pouvant étresakl@de cette
pathologie (Nyegaard et al. 2012).
D’autres genesKCNJ2 codant un canal potassique, ANK2 codant une protéine du
cytosquelette sont impliqués dans des formes de tachycardieéswaires pouvant mimer la
TVPC (Jabbari et al. 2011, Tester et al. 2006).
Les recommandations actuelles préconisent I'analygeYdR2et CASQ2chez tout proband
pour lequel une épreuve d’effort a posé le diagnostic ou upegusde TVPC (Ackerman et
al. 2011). Si une mutation est retrouvée, il est recommandéedeheh la mutation familiale
chez les apparentés du premier degré, associé a un bilan cliniquaraetinique. Les
apparentés chez qui la ou les mutation(s) est (sont) retrouvée(®npdudnéficier d’'un

traitement prophylaxique p@rbloquants en raison du risque de survenue de mort subite.
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Plus de 100 mutations ont été identifiees dans le ¢g&ne2tandis que les mutations
identifiées dans le gen@ASQ2sont plus rares avec une vingtaine de variations publiées a ce
jour (Leenhardt et al. 2012).

Le mode de transmission de la TVPC associé a des mutatiorgeriCASQ2 est
autosomique récessif dans la quasi-totalité des cas, avec des caszgipatie, souvent
observés dans un contexte de consanguinité, et des cas d’héteoeggmposite. De rares
cas de forme autosomique dominante ont été suspectés cependankdateé et al. 2008 ;

Kirchhefer et al. 2010).

La nature des mutations publiées p@ASQZ2est variée, on trouve des mutations faux-sens,

des mutations non-sens, des mutations d’épissage, aindesueicrodélétions (Figure 13).

Figure 13 : Mutations deCASQ2répertoriées dans la littérature (Leenhardt et al. 2012)

c.381C>T c.546delT
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Les mutations non-sens, les délétions et mutatifestant I'épissage donnant une protéine trongsea, en rouge, en haut.
En bas, sont notées en violet les variations fams.set en bleu deux polymorphismes
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a) Mutations faux-sens

Une dizaine de mutations faux-sens a été identifiée, toutes losadis@deveau des domaines
thioredoxine-like. Certaines de ces mutations ont été particulieteghediées, et il a été
montré qu’elles étaient associées a des anomalies de stockage de cahguenRIS (Lahat et

al. 2002, Terentyev et al. 2006, di Barletta et al. 2006, Kirchle¢fr2009).

b) Mutations d’épissage

La plupart des mutations d@ASQ2affectant I'épissage rapportées dans la littérature touche
un des dinucléotides canoniques des sites d’épissage d¢@iduwou accepteur (AG). C'est

le cas des mutations ¢.532+1G>A (Postma et al. 2002), ¢.737+1&044+1G>A et ¢.320-
2A>G (Roux-Buisson et al. 2011).

La mutation intronique c.939+5G>C située dans lintron 9, aetmutation synonyme
c.381C>T (p.=) située dans lI'exon 3 étaient situées a I'extérieur thss @nsensus
d’épissage donneur (GT) et accepteur (AG). L'impact sur I'épissage diegranutations
était moins évident et a été étudié a l'aide d’'un minigéne dagrsgRoux-Buisson et al.

2011).

c) Microdélétions
Toutes les microdélétions décrites décalent le cadre de lecture efyeavdapparition d’'un

codon stop dans la protéine (c.62delA ; p.L23fs37* (Postimal. 2002) ; ¢.339_354del ;

p.S113Rfs*6 (di Barletta et al. 2006) ; c.546delT ; p.F18289Hayashi et al. 2009).

d) Mutation non-sens

Une seule mutation non-sens a été publiée, c.97C>T ; p.R33m@estal.2002), entrainant

I'apparition d’un codon stop prématuré tres précoce en poSifion
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lll. Criteres de pathogénicité et étude des variati  ons
nucléotidiques

Les variations trouvées au cours du séquencage peuvent étre de diffeatntes. 1l est
établi que les mutations non-sens, les mutations d’épisaagereau des sites consensus, les
délétions et les insertions ont un impact fort, donnant totéipe tronquée non fonctionnelle,
qui pourra étre dégradée. L’ARN peut également étre dégradé avant mémedaoinaoar

le nonsense mediated MRNA decay (NMD) (Schweingruber et aB).2Q® caractere
pathogene de ces variations est admis.

En revanche, les mutations faux-sens, les mutations synonymies mutations introniques

profondes sont d’interprétation plus délicate.

A. Variation faux-sens

Le seul moyen d’affirmer la pathogénicité d’une mutation est I'étudetitomellein vitro ou

chez l'animal. Quand une variation a fait I'objet d’'une étude fonogbe démontrant
I'impact de la variation sur la protéine, la probabilité du caractere pathegéforte. Dans le
cas contraire, plusieurs critéres sont utilisés pour évaluer a firigratt d’'une variation de
signification inconnue chez un patient. Le probable caractere bénjpathogéne d’une

variation faux-sens est basé sur les criteres présentés ci-dessous.

1. Prévalence de la mutation
Une mutation est considérée comme plus probablement pathogétee estedbsente d’'une
population contrdle de 200 individus (400 chromosomes) poervariation dominante, ou si

elle est absente ou existe isolée a I'état hétérozygote pour uneovargaissive. En pratique,
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des bases de données (NCBI, 1000 Genomes Project, Exomet Bamnagr) sont utilisables a

cet effet.

2. Ségrégation familiale
L’étude la ségrégation familiale permet de savoir si la mutatioprésénte chez les membres

d’une famille, et si sa ségrégation suit la survenue du pyEmchez les individus.

3. Degré de conservation de I'acide aminé
Chaque acide aminé dans une protéine est soumis a la pressi@acatiers Ainsi, il existe
une trés faible variabilité de certains acides aminés entre les différemimsnss d'une
protéine au sein d’'une espece, ou entre les especes, quand it'siagilomaine important
pour que la protéine soit fonctionnelle. A l'inverse, certains do@saiprotéiques sont
davantage polymorphes, et un changement d’acide aminé dansa&s demaines n’'aura

géneéralement pas ou peu d’'impact sur la fonction protéique.

4. Nature du changement physico-chimique de I'acide aimé
Les acides aminés possedent des propriétés différentes. Certaiosasgat positivement ou
négativement, certains sont hydrophobes. Leur encombrement etéiju également
différent. Ainsi, la nature du changement qui se produit ertisidog un acide aminé par un

autre est un argument pour interpréter le retentissement sur lafopicitéique.

-37 -



B. Mutations affectant I'épissage

Il est décrit dans la littérature que 50% des mutations affecterddag® (Lopez-Bigas et al.
2005). Ces mutations peuvent se situer n'importe ou dans lelgpeat s’agir de variations
modifiant les sites consensus d’épissage, mais aussi de veriattooniques profondes ou
exoniques. Pour ces derniéres, le mécanisme physiopatholog&userait donc pas
uniguement la modification de la séquence d’acide aminé de la grotéd@is bien I'épissage
de 'ARN messager (ARNm).

La compréhension de I'impact sur I'épissage de variations nuclasglgjtuée hors des sites
consensus donneurs et accepteurs n'est pas évidente a appréhenderenBmurle

raisonnement plus simple, un rappel sur la physiologie dedd@gpisest présenté en premier.

1. Physiologie de I'épissage
L'épissage des pré-ARN messagers constitue une étape obligatoirdaptes grande
majorité des transcrits primaires chez les eucaryotes. Il est sujet mdeenses variantes, ou
épissages alternatifs, qui permettent 'assemblage de transcrits Emianties protéines

requises de maniére transitoire ou traduisant une adaptation gajbelo

Il s’effectue de facon coordonnée avec la transcription et se déroulesuen élapes
successives impliquant deux réactions de trans-estérification.

a) Les sites d’épissage

Trois motifs sont nécessaires :
» le site donneur d’épissage : le dinucléotide GU en 5’ de liirdrexciser

» le site accepteur d’épissage : le dinucléotide AG en 3’ de l'intron
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* le site de branchement : le nucléotide A en amont du site 3’ aacefatieméme

suivi d’une séquence riche en pyrimidines (Yn) d’'une longueur coenpnise 10 et

40 nucléotides.

Figure 14 : Les zones consensus d'épissddéapreés Cartegni et al. 2002)

A
Site d’épissage 5’ Site de branchement Site d’épissage 3’

- 6c| |geca CU¢ |uuwecaueC G
A cAG c G - rC A 2
.. el | cay ceCeuulC,, .
vge Leaua M‘I"BECC”UCLJI Geetoans U 5c

Uag U € & A A aaAhacEEB A

msu A EPy)HJ{é

Séquences consensus d'épissage des sites 5, @4 stte de branchement. La taille des lettrespegportionnelle a la
fréquence a laquelle on retrouve le nucléotide dEmzones consensus.

Les régions consensus sont ainsi définies comme :
- pour la région du site donneur 5’ le dinucléotides GU, ajosiles 3 nucléotides en
amont, et les 5 nucléotides en aval pour un total de 11 nigdelgot
- pour la région du site accepteur 3’ : le dinucléotide AG, ainslepi#0 nucléotides en

amont, et les 2 nucléotides en aval pour un total de 14 nigelgot

b) Le spliceosome

Cette réaction a lieu au sein du spliceosome, un complexe dmsgemblage et le
fonctionnement requiérent plus de 150 polypeptides et cimqudéoprotéines, les SnRNP
(small nuclear ribonucleoproteind)e spliceosome a deux fonctions : la reconnaissance des
sites d’épissage et les étapes couplées d’élimination des intrales liglation des exons.

Plusieurs familles de protéines jouent un réle majeur parmi ldsguiels protéines SR
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(Serin/arginin Rich), hnRNRheterogenous nuclear ribonucleoproteins) et CELF (CUG-
binding protein and embryonic lethal abnormal vision-typeARdWding protein 3-like

factors).

c) Le mécanisme d’'épissage
La réaction d'excision-épissage d'un pré-ARNm se déroule en deypestisuccessives,
impliqguant chacune une réaction de trasgrification (Figure 15). Lors de la premiére étape,
le groupement 2’ hydroxyle de I'adénosine du site de branshieaitague le phosphate du
site d’épissage 5'. Cette réaction engendre un exon 5’ libre lessa intermédiaire. Lors de
la deuxieme étape, le 3’ hydroxyle de I'exon 5’ attaque le plaispiu site d’épissage 3,

produisant ainsi TARNm et le lasso d’intron.

Figure 15 : Mécanisme général de I'épissad€artegni et al. 2002).

A Mécanisme général Point ~ tlément
riche Site

d'embran- Lo
en d'epissage
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Site L— ~100nt —

d'épissage en 5' lTrans—estén'ﬂcat{on 1

'
G
R o2
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Une premiére réaction de transestérification @amoint de branchement sur le site donneur 5’ dileérdernier et permet la
deuxiéme réaction de transestérification sur e aitepteur 3. La ligation des deux exons s’acegng de la libération du
lasso intronique.
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d) La régulation de I'épissage
La reconnaissance des sites d'épissage n'est pas suffisante poue gpiceosome
s’assemble, des séquences régulatrices sont nécessaires, quiaiieadiviatrices (ESE pour
Exonic Splicing Enhancer, ISE pour Intron Splicing Enhancer)nbibitrices (ESS pour
Exonic Splicing Silencer, ISS pour Intron Splicing Silencer).
Les ESE constituent des séquences exoniques sur lesqiedlgwrotéines régulatrices de
I'épissage se fixent, dont la famille la plus connue est celle d&SimEs SR (Serine/arginine
rich). Les protéines de cette famille présentent des structures comnwmes deux motifs
reconnaissant 'ARN pré-messager (RRM : RNA Recognition Motifinelomaine carboxy-
terminal riche en sérine-arginine (domaine SR). Le domaine RRM se fiddRHA, et le
domaine SR recrute directement ou indirectement des composants de leenacd@pissage

(Black, 2003).

2. Méthodes d’études des mutations d’épissage
Les mécanismes fondamentaux de I'épissage peuvent donc étre altérés pé&r guand une
substitution nucléotidique survient, c’est-a-dire en cas de imitidux-sens, synonyme, ou
non-sens. Une modification d'un site consensus aura pouségoence une non-
reconnaissance de ce site, et un intron peut ne pas étre épisséu@sédrdonsensus n’est
pas reconnu, c’'est un autre site en amont ou en aval qui seré atiles place. Ce site
alternatif peut étre le site consensus de la jonction intron/exesnse, on parle alors de saut
d’exon. Il est également possible qu'un site cryptique soits@&tia la place d'un site
consensus, ce qui peut conduire a une rétention d’un fragment goieoiiu a la perte d’'un
fragment exonique. L’anomalie d’épissage peut entrainer une modifi¢atpmritante de la
séquence protéique ou un décalage du cadre de lecture responsable dediaphanittodon

stop prématuré. La conséquence est une modification importante s#guence protéique
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donnant une protéine tronquée (ou trop longue en cas de rétiatrtiongque sans décalage du
cadre de lecture), qui sera dysfonctionnelle, ou bien dégradée. Edecaedon stop
prématuré, le mécanisme de nonsense mediated mMRNA decay (NMDemgeainer la

dégradation de 'TARNm, empéchant la synthése protéique (Green @d3). 2

Il existe plusieurs moyens d’étude de I'épissage. Le test de réf@stnétude du transcrih
vivo. Pour cela, il est nécessaire d’obtenir un prélevement tissulaiFexptession du gene
étudié est effective. L’ARN peut ensuite étre directement extrait, pudggiar RT-PCR et
séquencé afin de rechercher un transcrit aberrant. Une fois 'anomalie égeatifniveau de
I'ARN, il faut identifier au niveau génomique la variation respdohs de I'altération de
I'épissage. Il n'est malheureusement pas toujours possibleediohine biopsie pour toutes
les études. En effet, s’il est aisé de réaliser un prélevementisangnd I'expression du
gene d'intérét se fait au niveau leucocytaire, certains genes peuesptir rpar exemple
gu’une expression cardiaque, ou cérébrale. La question de ladal@néfice/risque d’'un tel
prélevement se pose alors.

Des approches indirectes ont donc été développées, comme l'anaifsm®, qui consiste en
I'analyse bioinformatique de I'effet d’une variation sur I'épissages Blgorithmes ont été
créés en fonctions des séquences consensus répertoriées, et diésenbres permettant
d’évaluer I'impact d’un variant sur I'épissage, de facon predictive.

L'étude de I'épissagén vitro par minigene se développe de plus en plus. Elle repose sur
I'utilisation d’'une série de 3 exons flanqués de quelgues centdénbase d’intron, insérée
dans un plasmide. La mutation d’intérét est induite, puidalenpde est transfecté dans des
cellules en culture. Les transcrits sont ensuite extraits, uiiddille est étudiée grace a une

RT-PCR suivie d’'une migration sur gel d’agarose. L'utilisatianminigéne est également
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utilisé comme complément aprés étude de transcrits car elle permet diaffuenia variation

induite est bien responsable de l'altération de I'épissage.
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Objectifs du projet

L’objectif de mon travail a été d’étudier les variants du geA&Q2identifiés au laboratoire

de Biochimie Génétique et Moléculaire du CHU de Grenoble.

Dans une premiére partie, j'ai recensé les différentes mutationseagene, identifiées au
laboratoire de 2007 a 2013.

Je me suis particulierement intéressé a étudier I'impact potentibégissage des variations
du geneCASQ2 En effet, la détermination de I'impact sur I'épissage de toute variato
primordiale en clinique, en particulier les variations de significatfmonnue comme les
variations synonymes, faux-sens ou introniques profondes eararactére pathogene peut
étre alors mieux défini. Cette étude a été réalisésilico pour I'ensemble des mutations
répertoriées et complétées par une analyse a l'aide systeme de minigete yeriation

intronique ¢.838+88T>G.

Dans une seconde partie, j'ai entrepris I'étude fonctionnelle dwar@ation faux-sens
c.44C>G ; p.S15C située dans la partie codant pour le peptitdd, Siignt la caractérisation
était particulierement intéressante car il s’agit de la premiére variatigereCASQ2situé
dans cette région de la protéine a ma connaissance. De plus, tréle mEunnées sont
disponibles dans la littérature concernant les mutations localiséeeau d’'un peptide signal
en pathologie humaine. Les hypothéeses physiopathologiquiEspdée qui ont été posées pour
ce travail reposent sur un défaut de reconnaissance de la séquence du gigpadpar

différents acteurs : i) soit par la protéine SRP, ce qui entrainerdéfaut d’adressage de la

protéine vers le RS, ii) soit par I'endopeptidase, ce qui pourraitealte clivage du PS et
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perturber le trafic de la protéine, ou sa maturation et donc sesépéspbiochimiques,
comme sa capacité a se polymériser.

Pour confirmer ou invalider ces hypothéses, jai cloné au préal&id |complémentaire
(ADNc) de CASQ2dans un plasmide d’expression, puis recherché un éventualt défa
d’adressage de la protéine ou une dégradation de la protéindifigaentes études de

localisation en immunofluorescence et différentes études biochimiques
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MATERIELS ET METHODES
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|.  Population et patients

Les patients inclus dans cette étude correspondent aux proharaid §té explorés pour le
gene CASQ2entre les années 2007 et 2013 au laboratoire de Biochimie Génétiqu
Moléculaire du CHU de Grenoble. Ce sont des patients pour diadeostic de TVPC était
posé ou fortement suspecté, principalement adressés des centres deer&iatemaux

(CNR) des troubles du rythme cardiaques d’origine héréditaire (Pgos, Nantes).

. Méthode de séquencage génomique

Apres extraction de I’ADN leucocytaire a partir d’'un prélevement dg pariphérique, les
régions exoniques codantes du geResQ2et les bornes introniques ont été analysées par

PCR séquencage.

A. Extraction d’ADN

A partir de sang sur tube EDTA, un culot de leucocytesldsna par lyse hypotonique des
hématies. L’ADN leucocytaire est extrait selon la méthode au cblate guanidine : les
leucocytes sont lysés par de chlorure de guanidine en présepostérase K, puis '’ADN
est précipité en présence d'éthanol, et dissout dans un tampebDI#s (Tris-HCl 10mM
pH 7.4 ; EDTA 1mM pH 8). Une quantification par spectrophuwéitrie est ensuite réalisée
(Nanodrop 2000c, ThermoFisher Scientific) par mesure de I'absort&an260nm. La
contamination protéique est également évaluée par la mesure debladzsoa 280nm et le
rapport des densités optiques (DO) suivant : DO 260 / DO BR&in, la pureté est estimée en
mesurant I'absorbance a 230nm et par le rapport DO260 / DO 23

Les ratios optimaux pour un ADN extrait de bonne qualité Ba260 / DO 280 >1.80 et

DO 260/ DO 230 = 2.20.
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B. Amplification

Une étape d’amplification de fragments d’intérét est ensuite réalisée lyarelPase Chain
Reaction (PCR) grace des amorces spécifiques (séquences des amorcesesh)ann
Le mix de PCR est réalisé de la maniére suivante :
- 1uL d’ADN du patient (ADN a 50ngdl.)
- 0,1uL amorce sens (100pM)
- 0,1uL amorce anti-sens (100pM)
- 2,5uL tampon 10X
- 2,5uL dNTPs (2mM)
- 0,05uL Tag Qiagen
- 18,75uL H20
La PCR est programme selon le schéma suivant:
- Dénaturation initiale : 95°C 5min
- Amplification (30 cycles) : 94°C 30sec, X°C 30sec, 72°C A (Xiest la température
d’hybridation des amorces)

- Elongation finale : 72°C 5 min
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Les caractéristigues des amorces utilisées sont indiquées dainledeitl.

Tableau 1 : Conditions d’utilisation des amorces utilisées.

Exon Amorces Taille Nb de Température Amorce de
PCR amplifiat (pb) cycles d’hybridation séquencage
0
1 1F/R 599 30 60 1R
2 2 eF/Rb 329 30 60 2eF
3 3 eF/eR 304 30 60 3eF
4 4F/R 298 30 60 4F
5 5 eF/eR 483 30 60 5eF
6 6 Fe/R 319 30 60 6eF
7 7 Fb/Rb 374 30 60 7Rb
8 8 FIR 260 30 60 8F
9 9 Fe/Re 508 30 60 9Fe
10 10 F/R 361 30 60 10F
11 11F/R 476 30 60 11F

Les produits de PCR sont contrélés par migration sur un’'ggambse. Préalablement a la

réaction de séquence, une purification des produits d’amplificabongt I'élimination des

amorces et des dNTP en utilisant une exonucléase et une plsspalatline (ExoSAP-IT,

Affymetrix) selon le protocole qui suit: 1uL d’ExoSAP-IT estwdfp a 5uL d’amplifiat et

incubé a 37°C pendant 15 minutes, puis les enzymes sactivites a 80°C pendant 15

minutes.
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C. Réaction de séquence

La réaction de séquencage est réalisée a I'aide d’amorces de séquencage2jtaidedNTP
non marqués, de ddNTPs marqués par un fluorophore, et d’'uneguagen

A I'amplifiat purifié (de 0.5 a 6uL selon la qualité de I'amplifioat) sont ajoutés 1.6uL
d’amorce de séquencage a 2pmol/uL, et 2.25uL de réactif BigDyeink¢omv3.1lcycle
sequencing kit contenant les dNTPs, les ddNTPs* marqués rpatuorophore, et la
polymérase (Applied Biosystem). De I'eau compléte ce mix powolume total de 10uL.

Le programme de réaction de séquence comprend une dénaturation(ihitidte a 96°C)
suivie de 25 cycles de réaction de séquence (10 sec a 9&€a%8°C, 4 min a 60°C).

Les produits de réaction de séquence sont purifies afin d’élimineédesfs en exces. On
incube 15 minutes a température ambiante un mélange compgeédiut de réaction de
séquence avec 1uL d’EDTA 125 mM, 1uL d’acétate de sodium 3M, 8@&thanol a 100%.
Apres une centrifugation a 2000g a 4°C de 45 minutes, le gaant est éliminé par
retournement et une bréve centrifugation. Le culot est repris pdr @®thanol a 70%,
homogénéisé par vortex et centrifugé a 1650g pendant 15 minut€s Bedculot est séché
15 minutes a température ambiante, puis repris par 15uL de HirDamide (Applied

Biosystem), compatible avec la migration électrophorétique.

D. Electrophorése capillaire

Les échantillons sont ensuite introduits sur une pl&gupuits, et chargés sur un séquenceur
ABI Prism 3130XL (Applied Biosystem) ou une électrophorése capilksst réalisée, et un
électrophorégramme est recueilli sous forme de pics de fluorestémdegiciel (Seqscape
V2.5, Applied Biosystem) permet la comparaison des électrophorégmmenueillis avec

des séquences de référence.
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lll. Etude de I'épissage

A. Etude bioinformatique

L’Association Nationale des Praticiens de Génétique Moléculaire GNY)Pa mené une
étude collaborative sur [l'utilisation d'outils de prédictionformatiques de mutations
d’épissage et leur interprétation. Elle propose des recommamslatton la localisation de la

variation.

1. Variants situés dans les zones consensus d’épissaget 3’

Pour ces variants, I'algorithme décisionnel ci-dessous esbgédigure 16). Cet algorythme
concerne I'étude de variants situés en zone consensus d’épissaga;diresau niveau des
dinucléotides invariants AG ou GT, ou des nucléotides a pieximtervenant dans la
reconnaissance du site physiologique par la machinerie d’épiddagemodification d’un
nucléotide dans cette région est susceptible d’entrainer une pdaeatonnaissance du site

physiologique lors de I'épissage et d’entrainer des aberrationsshépi.

Figure 16 : Etude de variants situés en zone consens(3’apres Houdayer et al. 2012).

-51 -



Comme indiqué figure 17, TANPGM recommande [I'utilisation bthgiciel MaxEntScan

(MES) (disponible suhttp://www.umd.be/HSH/ pour étudier la probabilité d'impact sur un

site d’épissage d'une variation située a proximité. Ce logicigitpr@bolition d'un site
physiologique avec une sensibilité de 96%, si on suitdiitlyme proposé. Le logiciel va
comparer la force du site physiologigue au niveau de la séquence esaiséagience
génomique sans la variation) avec la force du site physiologiqugveau de la séquence
porteuse du variant étudié. On considére que la variation esfg d’abolir le site consensus
physiologique d’épissage si le score du site étudié est affiaabl moins 15% plus faible par
la variation.

La prédiction n’est exploitable que si le score du site d’épgsghgsiologique au niveau de la
séquence sauvage est suffisamment élevé, c'est-a-dire supérieur au senlistisse. Le
seuil de robustesse est calculé comme la moyenne des scores diestexons du gene, a
laguelle on soustrait 2 écarts-types. Si le score du site plyisioéoest trop faible, c’est-a-
dire inférieur a la moyenne des scores - 2 écarts-types, la prédictioonsi&térée comme
manquant de fiabilité. Si le score du site physiologiquesefisamment élevé, c’est-a-dire
supérieur au seuil de robustesse, la prédiction est considérée d@iie.

En plus du logiciel MaxEntScan, TANPGM propose d'utiliser de fagptionnelle le logiciel
SpliceSiteFinder (SSF) pour affiner la spécificité du test. On deresique le logiciel SSF
prédit que la variation est a risque d’abolir le site physiglogisi le socre du site étudié est
affaibli d’au moins 5% par la variation. Ce site n’étant plispahible, le logiciel Alamut
(http://www.interactive-biosoftware.com/) a été utilisé car il digpodune matrice
« SpliceSiteFinder-like ».

Quand une abolition d’'un site était prédite, j'ai utilisé le daadi Cryp skip (http://cryp-
skip.img.cas.cz/) pour prédire l'effet de l'abolition d'un site natsslut d’exon versus

utilisation d’un site cryptique).
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Si les logiciels prédisent un impact de la variation étudiée sussape, 'ANPGM considére
gu’il est Iégitime de poursuivre I'étude de la variation avee amalyse de transcrits ou une
étude par minigene. C’est ce qui a été fait pour la variation €339C, antérieurement a ce

travail.

2. Variants situés en dehors des zones consensus dd8pge

Pour la création de sitge novo le groupe recommande un score d’'une valeur au minimum
égale a 80% de la valeur du site physiologique correspondant.

J'ai choisi ici les logiciels Human Splicing Finder (HSF)tghtwww.umd.be/HSF/), qui
combine des matrices différentes (HSF, MES, et des matrices analysas#glesnces

régulatrices (ESE, ESS)) et NetGene2 (http://www.cbs.dtu.dk/seiNet€&ene2/).

L'analyse des séquences régulatrices (ESE, ESS) via les logieigisédiction n’est pas
recommandée tant qu’'une cartographie précise n’a pas été établie powr gbagud’intérét
(Doktor et al. 2011). De méme, il n'est pas recommandé a calgoauivre les prédictions
concernant les points de branchement, en raison d’'une dégénératmmtifdet d’'un manque

de données (Corvelo et al. 2010). Ces analyses ne sont dgmégastees dans les résultats.

B. Etude par minigene de la variation ¢.838+88T>G

1. Mutagéneése dirigée

Le minigene utilisé a été choisi de maniere a inclure la région d®iii8 du gen€ASQ2ou

se situe le nucléotide ¢.838+88T afin de pouvoir étudier [Ieffet ladesubstitution
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€.838+88T>G. Pour inclure la majorité des facteurs régulateurs des#igpisle minigene
contient plus de 200 nucléotides des séquences introniquas@mt et en aval de chaque
exon inclus dans le minigéne. Le minigene est constitué dedassion de trois exons avec
leurs bornes introniques pour chacun (Figure 17). Un systécesdette a été congu avec des
sites de restriction présents dans la séquence a chaque extrénséfuesces introniques
pour faciliter I'insertion de la séquence a étudier si nécessaire.

Le minigene a été inséré dans un plasmide d’expression de iféaenmpCl-neo.

Figure 17 : Représentation schématiqgue du minigéne deASQ?2.

Xhol Miul Sall Notl

l Exon 8 l Exon 9 l Exon 10 l

€.838+88T>G

Le minigéne comporte les exons 8, 9 et 10 du g&A8Q2 Il est constitué de 3 exons, séparés par 20@gdie bases
introniques. Des sites de restrictions se trougatre chaque exon, permettant une excision cibtdéntroduction de I'exon
désiré. La fleche rouge indique la localisatioradeariation ¢.838+88T>G.

J'ai introduit la variation ¢.838+88T>G par mutagénese dirigéaideldu kit Quick Change
Site-Directed Mutagenesis Kit Il XL selon les recommandatiorfaloiiquant, en utilisant les
amorces de mutagenése sens T88G_F et anti-sens T88G R, chdiaids au logiciel

QuikChange Primer Design Program (www.agilent.com/genoncigdjq Tableau 2).

Tableau 2. Amorces utilisées pour la mutagenése ¢.838+88T>G.

Séquence de référence génomique 5 — CCTCACCTTTCTCTTCTCTCACAT _CCCATCCACAAT -3

Amorce T88G_F 5 — CCTCACCTTTCTCTTCTCTCACAG_CCCATCCACAAT -3’

Amorce T88G_R 5" - GGAGTGGAAAGAGAAGAGAGTGTGGGTAGGTGTTA -3
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2. Culture cellulaire et transfection

Des cellules HEK-293 (Human Embryonic Kidney) ont été culsv@&emilieu DMEM, 10%
SVF (Serum de veau fcetal), 1% Pénicilline-Streptomycine, a 3P4CC6,. Elles ont été
utilisées pour étre transfectées avec le plasmide pCl-neo contenanigena contenant la
séquence sauvage ou porteuse de la variation ¢.838+88T>G. La transéeétié réalisée
selon les recommandations du fabriquant a I'aide du kit Exgen®fiksant 5ug d’ADN,

pour 600 000 cellules en P35.

3. Extraction d’ARN, transcription inverse et PCR

Quarante-huit heures apres transfection, les cellules ont été récoltéssaapie été
trypsinées, puis lavées a l'aide de PBS (centrifugation a 80Q tmmulot cellulaire a été
repris dans 50 pl de Trizol puis I'ARN a été extrait a partir dotaéllulaire, en utilisant le
kit PureLink RNA Mini® (Invitrogen) selon les recommandasodu fabriquant. La
concentration d’ARN a été déterminée par spectrophotométrie a 'aide d'wafdar2000c
(ThermoFisher Scientific). Une transcription inverse a été réalisée commeaspartir de
500ng d’ARN total, une hybridation a 500ng d’oligodT rstlisée pendant 5 minutes a 65°C.
Les échantillons sont incubés sur glace, puis aprés ajout delelgdmpon 5X, de 2uL de
dNTP (10mM), de 0.5pL de RT Transcriptor® (Roche), et de 0.8@lRNAse inhibitor
(Roche), une élongation de 30 minutes a 55°C est faite. A dartiADN complémentaire
obtenu, le cDNA spécifique de I'ARN issu de I'épissage du geime a été amplifié pour
comparer la taille des transcrits obtenus a partir du minigenegeaatvdu minigéne muté. La
PCR a éte realisée en utilisant un couple d’amorces plasmidiGUEEP F et R, bornant le
minigene (séquence en annexe 2) et avec le programme suivant : démainitédle a 95°C
5min, puis 35 cycles d’amplification (94°C 30sec, 56°Ce80§2°C 1 min) suivie d'une

élongation finale a 72°C 5 min.
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V. Etude de la variation ¢.44C>G ; p.S15C

A. Clonage du cDNA de CASQ2 tagué hémagglutinine (HA )

L’ADNc de CASQ?2avait été préalablement amplifié a partir de tissu cardiague huxpaaih a
le début de ce travail dans un plasmide d’expression bactéG&2.p, a I'aide des amorces
Ca2rnaF et Ca2rnaR (Annexe 3). Ce travail avait été réalisé en vue shgl@mage de
CASQ2dans le plasmide d’expression de cellules de mammifere p8N4ue jai réalisé
pour permettre des études d’expression ultérieures.

Pour sous-cloner le cDNA de CASQ2 dans pcDNAS3.1, jai conclan@sces permettant : i)
d’amplifier la séquence codante de 'ADNCc a partir de la construetimtante dans pCR2.1,
i) d’'insérer une séquence KOZAK en 5’'UTR, pour optimiserclasditions d’expression par
transfection iii) d’ajouter une étiquette hémagglutinine erH®)(pour faciliter la détection

de la protéine (Figure 18).

Figure 18 : Dessin de la construction contenant le cDNA deASQ2

Ca2HA_F
—_—

5 - ADNc CASQ2 Tag HA -3

<—
Ca2HA_R

Le cDNA deCASQ?2a été amplifiée avec les amorces Ca2HA F et R imgection d’'un tag HA (séguence en annexe 4).

L'amplification a été réalisée a partir de 100 ng d’ADN (matrice contelaasg&quence
codante deCASQ2dans pCR2.1) en utilisant 1uL de chaque amorce a 10uM, @&puL
polymérase de type Taq (Qiagen), 2.5uL de tampon 10x (Qiageén), & dNTP, et de I'eau
pour un volume total de 25uL. La PCR a été réalisée selchdens suivant :

- dénaturation initiale : 95°C pendant 10 minutes

- 30 cycles d’amplification (94°C 30 sec, 60°C 30 sec, 72h@n)

- élongation finale : 72°C pendant 10 minutes.
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Le produit d’amplification a été contrélé sur gel et intégré dantatemide pCR2.1-TOPO a
I'aide du kit TOPO-TA Cloning® (Invitrogen). Le plasmide pCRZontenant 'ADNc de
CASQZ2a ensuite été amplifié par transformation bactérienne (bactériesdi&3R 10).
2L ont été incubés, sur glace, avec les bactéries compétentest @hdainutes, puis un
choc thermique a 42°C pendant 30 secondes a été effectué. Puis lesdantété incubées
pendant 60 minutes dans un milieu de culture non sélectif ((BTFY,C, et sélectionnées sur
une gélose contenant de la kanamycine qui est un des aqgtibeotle résistance du vecteur
pCR2.1-TOPO. Les géloses ont été mises a l'intérieur d’une étBveCapendant 14 heures
puis 20 colonies ont été repiquées dans un milieu de clijuide (LB avec adjonction de
kanamycine) pendant encore 14 heures. L'extraction a été réalisée gnaddtMiniprep
(Qiagen) selon les recommandations du fabriquant. A cette étapégquencage a éteé fait par
I'entreprise GATC, en utilisant des oligonucléotides commerciaulasmide situé de part et

d’autre de la localisation de I'insert (T7F, M13R).

Un sous-clonage du cDNA d@ASQ2tagué HA dans le plasmide d’expression de mammifere
pcDNA3.1 a ensuite été réalisé.

15 pL de plasmide pCR2.1 contenant la séquence sauvdggSig2et 1.6uL de plasmide
pcDNA3.1 ont d’abord subi une double digestion (enzydeesestriction : Kpnl, Xbal, buffer
BamHI, Fermentas) pendant 2 heure a 37°C. Les produits deialigest été déposés sur un
gel d’'acrylamide pour étre purifiés et les bandes d’intérét extraitegelda I'aide du kit
Nucleospin Extract Il (Clontech). Les produits purifiés ont étérétag sur gel puis une
ligation a été réalisée grace au Rapid DNA Ligation Kit (Roche)jséitielon les
recommandations du fabriquant. Enfin, les produits de ligabat été amplifiés par

transformation bactérienne et les plasmides extraits par Miniprea®€Q).
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B. Mutagenése dirigée

Une mutagenése dirigée a été réalisée comme décrit précédemment, a l'akide du
Quikchange 1l XL Site-directed Mutagenesis (Stratagene) et du logicikCQange Primer
Design (Agilent) pour dessiner les amorces. Cette mutagéenegéeda été réaliseée pour
induire la mutation p.S15C, différente d’'un seul AA de la séquencagauafin d'étudier
I'impact de cette variation.

Les constructions plasmidiques pcDNA3.1 contenant la séquemoeage du cDNA de
CASQ2 et la séquence mutée p.S15C ont été vérifiees par digestion enzymetique

séquencage.

C. Culture cellulaire et transfection

Les lignées cellulaires COS-7 (dérivées de rein de singe) et HEKHI88an embryonic
kidney) ont été cultivés a 37°C avec enrichissement & 5% enav€c un milieu DMEM
(Gibco), contenant 10% de SVF et 1% de pénicilline-streptomycine.

Pour les études d'immunofluorescence, les cellules COS-7 ont étiedtéas a I'aide du kit
Exgen® (Euromedex) avec 200 000 cellules par P35 contenatdrdelies, et 3ug d’ADN
par échantillon.

Pour les études en immunoblot, les cellules HEK 293 ont é@memsées dans des P60 (1
million de cellules par boite). Un protocole de transfection erspgitadie de calcium a été
utilisé : 7.5ug d’ADN sont mélangés a 23uL de Ga@bOmM final) et d’eau pour un
volume total de 185uL. Puis le méme volume d'un tampB8$2k est ajouté au goutte-a-

goutte sur agitation au vortex, et le mélange déposé suiligsxen culture.
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D. Anticorps utilisés

Les anticorps primaires et secondaires utilisés sont resumésdaalkléaux 3 et 4.

Tableau 3 : Anticorps primaires

Cible Espece Dilution IF Dilution 1B Dilution IP Origine
HA Souris 1/300 1/2 000 / Cell Signaling
Calnexine Lapin 1/500 / / Enzo
Giantine Lapin 1/2 000 / / Abcam
Casg2 Lapin / / Pur Thermoscientific
IF : Immunofluorescence / IB : Immunoblot / IP :rimanoprécipitation
Tableau 4 : Anticorps secondaires
Cible Couplage Dilution IF Dilution 1B Origine
Souris Alexa 488 1/1 000 / Invitrogen
Lapin Cyanine 3 1/1 000 / Invitrogen
Souris HRP / 1/10 000 Jackson
Lapin HRP / 1/10 000 Jackson

HRP : Horse Radish Peroxydase

E. Immunofluorescence

L'étude de localisation de la protéine Casq2 a été réalisée en imunrastence, a l'aide

d’anticorps anti-HA. Des co-immunomarquages ont été réalisés aveanticorps anti-

calnexine, comme marqueur du reticulum endoplasmique et anti-giaoimme marqueur

du cis-Golgi. Apres culture et 24h de transfection, les cellD@S-7 ont été lavées en PBS

puis fixées pendant 6 minutes, a -20°C, avec du méthanokskao@0°C, puis les cellules ont

a nouveau éteé lavées en PBS. Les lamelles ont été incubées avéicdegsaprimaires dilués

dans du PBS avec 5% de serum de chévre (GS) pendant 2 heures3 fapagges successifs

-59 -




en PBS-GS 5%, l'incubation avec les anticorps secondaires a été réaisé&amelles ont été

lavées en PBS, et rincées a I'eau avant d'étre montées sur lame.

F. Etudes biochimiques

1. Lysats cellulaires

Aprés 24 heures de transfection, les cellules ont été lavées enuBIgsges grace a un
tampon RIPA (NaCl: 1.75g, NP-40:2mL, SDS20% :1mL, g¢ebrlate : 2g, Tris 1M
pH=7.6 :5mL, et de I'eau pour un volume de 200mL) pendamhibbites sur glace, puis les
boites ont été récoltées mécaniquement par grattage et transférées tares dm 1.5mL.
Apres une centrifugation, le surnageant a été récolté et rapidemegeté&a -20°C.

Les lysats protéiques ont été dosés selon la méthode de Fulig-Ltes échantillons, ainsi
gu'une gamme de BSA de concentration connue, sont mélanghks SDS, un réactif
cuproalcalin, puis au réactif de Folin (Sigma-Aldrich). Apres meebation de 45 minutes a

I'obscurité, 'absorbance a 660 nm est mesurée et les concergnataiéiques calculées.

2. Immunoblot

Les échantillons de lysats cellulaires ont été portés a éhulpgmdant 3 minutes avec un
tampon de dénaturation avant d’étre chargés (20ug) sur un gelyderylamide a 8% pour
la migration (90V, voltage constant). Puis un transfert a été ééslis glace, a ampérage
constant (200mA pendant 90 minutes) sur une membrane deeflittose. La membrane a
été incubée pendant 30 minutes dans un tampon TBS-Tween O.@seM (Fris-HCI,

ph=7.6, 150mM de NaCl, Tween20 a 0.05%) contenant 5%aitlgpdur permettre une

saturation de la membrane. Elle a ensuite été incubée sur la #t@, avec agitation, avec
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I'anticorps primaire. Aprés lavages, la membrane a été incubée avetiaampsnsecondaire
couplé a la peroxydase pendant 2 heures et lavée. Les protnasues par les anticorps
sont révélées par un substrat chimiluminescent de la peroxydase (RierédsternBlotting
substrate, Thermo Scientific) pendant 5 minutes et I'image enregistadead’'un imageur

Chemidoc XRS® (BioRad) aprés 10 minutes d’exposition.

3. Etude de glycosylation

Des cellules HEK-293 ont été transfectées avec le plasmide pCDNARehant la séquence
de CASQ2sauvage ou mutée, ou un plasmide pVSV-G ts045, utilisgmeo contréle de
I'action de I'endoglycosidase dans cette expérience. En effet, ce plasmidient une
séquence codante pour une protéine thermosensible du virus demktitet vésiculaire :
VSV-G, couplée a la Green Fluorescent Protein (GFP). Cetteed®ra pour particularité
d’étre mal repliée a 40°C et d’étre retenue dans le RE, la rendantilalecasBaction de
I'endoglycosidase H.

Les transfections ont été réalisées comme décrit précédemment, a la difféenc
températures d’incubation. Pour pCDNA3.1, l'incubation s’est f@i8r°C. Pour pVSV-G
ts045, I'incubation s’est faite 16h a 40°C. Puis pendar dsrniéres heures, une boite a été
incubée a 40°C, et I'autre a 32°C. Les lysats ont ensuite éiésedaes échantillons ont été
traités a I'endoglycosidase H (Endoglycosidase H, Roche) selmotiecole suivant : 15ug
de protéines ont été dilués au “1/Bans du PBS (pH=5.5), puis incubés avec 1pL
d’endoglycosidase pendant 1 heure, avant d'étre portés a ébudien un tampon de

dénaturation, pour étre analysés en SDS-PAGE.
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4. Etude de polymérisation

Apres 24h de transfection, les cellules HEK-293 ont été remiseaspersion grace une
incubation a 37°C de 5 minutes avec 1mL de trypsine, et td@@mL de milieu de culture
pour stopper l'action de I'enzyme. Les cellules ont été centrifugé@@0eom pendant 5
minutes. Le surnageant a été éliminé, et remplacé par 14mL de RB8eafemettre les
cellules en suspension. Cette opération a été effectuée 3 figisesaulots cellulaires ont été
resuspendus dans 5mL de tampon imidazole-sucrose 8%, unersbigiotonique, puis une
lyse mécanique a été réalisée par aspirations successives a traversuillee dagpetit
diameétre (29G). Une premiére centrifugation a permis de séparer leescdjiseées des
cellules non lysées. Le surnageant, correspondant aux cellgiéssha été recueilli, et
ultracentrifugé (45 minutes a 45 000rpm sous vide). Le surnagéadtéiming, et le culot a
été mélangé a un tampon de charge non dénaturant (5mL de Tri&.3\CpH 6.8, 2g de
SDS, 4g de glycérol, 0.1g de bleu de bromophénol gsp 2Dedlu) avant d’étre analysé en

SDS-PAGE a 8% d’acrylamide dans les conditions précédemmentdeécrit

5. Immunoprécipitation (IP)

Un protocole d'IP a été mis au point en vue d'une étudérielire de Casg2 par
spectrophotométrie de masse.

100pL de lysat de HEK-293 transfectées (par pCDNAS.1 cont@#®Q2sauvage ou mute)
ont été incubés avec 3uL d’anticorps anti-casq2 polyclonal pur,agpiadion pendant une
nuit, a +4°C. Ont été ajoutées ensuite 20uL de billes de afeghewuplées a de la protéine G.
Ces derniéres ont été préalablement lavées en répétant 3 fois : ag@ude de PBS,
homogénéisation, centrifugation 2 minutes a 5000rpm, et élimmalu surnageant. Un

séchage final en utilisant une pipette et un céne fin est réalisél@pi@sier lavage. Puis les
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billes sont équilibrées avec un tampon RIPA. Aprés une incubakk 2h a température
ambiante, les échantillons ont subi des lavages en PBS-arlidi?6 suivi de centrifugations.
Les culots ont été séchés, et les billes restantes ont été repese4OuL tampon de charge,
portées a ébullition 3 minutes et congelées a -20°C. Les 4@pkoduit d’'IP ont été déposés
sur un gel d’acrylamide pour une étude en immunoblot. 2@ulysht non immunoprécipité

ont également été déposés en tant que controle.
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RESULTATS
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|.  Etude de lI'impact sur I'épissage des mutations CASQ2
A. Mutations du gene CASQ2

L’'analyse du gen€ASQ2a été realisée chez 183 probands chez qui le diagnostic de TVPC
avait été posé. Pour 180 probands, l'analyse du @g&x®Q2a été realisée en seconde
intention apres analyse du géR¥R2 L’'analyse a été réalisée en premiere intention pour
trois probands pour lesquels il existait un contexte de cgogaté familiale, en faveur d’'une
transmission autosomique récessive retrouvée dans le cas dDAROR

Des mutations du geneéASQ2ont été identifiées chez 13 probands, 10 cas sporadiques et
trois probands avec un contexte familial de consanguinité (TallgaWne mutation
homozygote est présente pour chacun des probands analyséandaantexte familial de
consanguinité. Pour les 10 autres patients, une mutationretretévée a I'état homozygote
chez un patient, deux mutations a I'état hétérozygote composite dhdwi@us, et pour 6

patients, seule une mutation hétérozygote a été identifiée.
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Tableau 5 : Mutations identifiées au laboratoire.

Statut du Mutations identifiées
Proband '
patient
cDNA Protéine
1 HTZ composite  ¢.44C>G + ¢.939+1G>T p.S15C + altération épissage
2 HTZ composite  ¢.97C>T + ¢.838+88T>G p.R33X + signification inconnue
3 HTZ composite  ¢.115G>A + ¢.545T>C p.G39K + p.F182S
4 HTZ composite  ¢.164A>G + ¢.603delA p.Y55C + p.vV203LfsX209
5 Homozygote €.320-2A>G altération épissage
6 HTZ composite  ¢.381C>T + ¢.546delT altération épissage + p.F182LfsX209
7 Homozygote c.572C>T p.P191L
8 HTZ composite  ¢.737+1G>A + ¢.939+5G>T altération épissage
9 Homozygote c.781T>G p.W261G
10 HTZ composite  ¢.923C>A + ¢.381C>T p.P308Q + altération épissage
11 Homozygote €.1014+1G>A altération épissage
12 Hétérozygote?  ¢.1147_1149delGAT + ? p.D383del + ?
13 Hétérozygote?  c.546delT + ? p.F182LfsX209 + ?

La variation intronique ¢.838+88T>G de significatinconnue est indiquée en grisé.

Au total, 17 mutations différentes ont été identifiées : 7 naratfaux-sens, 1 mutation non
sens, 3 micro-délétions dont 2 entrainant un décalage du cadre de, lettd@ mutations

altérant I'épissage (Figure 19). Parmi les 6 mutations altérantdaes quatre affectent les
dinucléotides invariants des sites consensus donneurs GT oueacsepG (c.320-2A>G,

C.737+1G>A, ¢.939+1G>T, ¢.1014+1G>A), tandis qu'une se s#nezone coONsSensus
d’épissage (c.939+5G>T), et une se situe hors de cette zone (c.380e@sTmutations sont
réparties grossierement sur I'ensemble du gene. Deux mutatiohgesmuvées a deux
reprises, une mutation a déja été identifiee dans la littérature (deriteFat al. 2008), treize

mutations sont privées.
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Figure 19 : Distribution des mutations deCASQ2identifiées au laboratoire.

p.S15C

p.F182S

p.P191L p.W261G p.P308Q

c.939+1G>T c.1014+1G>A

c.381C>T  ¢.546del c.737+1G>A

c.97T>G

€.320-2A>G €.1147_1149delGAT

.603delA

o

€.939+5G>C

Les mutations faux-sens sont dans la partie haugeléma. Dans la partie basse sont indiquéesuigions d’'épissage, les
délétions et la mutation non-sens.

Parmi les sept mutations faux-sens, six sont situées dadsnesnes thiorédoxine-like de la
protéine, qui interviennent dans la liaison des ior§ far Casg?2 (tableau 6). Une est située
au niveau du peptide signal de la protéine : la mutatiorb@Slles cinq mutations p.E39K,
p.F182S, p.P191L, p.W261G, p.P308Q concernent des acideésatrés conservés de la

protéine. Aucune des variations n’a été identifiée parmi 200 claames contréles.

Tableau 6 : Mutations faux-sens identifiées.

Mutation Substitution ~ Conservation au  Présence dans
physico- sein une population
cDNA Protéine chimique des espéeces controle
c.44C>G p.S15C conservatif non non
non
c.115G>A p.E39K conservatif oui non
c.164A>G p.Y55C conservatif non non
non
c.545T>C p.F182S conservatif oui non
non
c.572C>T p.P191L conservatif oui non
non
c.781T>G p.W261G conservatif oui non
non
c.923C>A  p.P308Q conservatif ouli non
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B. Etude bioinformatique

Ont été étudiées en bioinformatique :

 les mutations d'épissage avérées (c.320-2A>G, ¢.381C>T, c.737+1G>A,
€.939+1G>T, ¢.939+5G>C, c.1014+1G>A) afin de valider l'utilzatide ces
logiciels au laboratoire, et de prédire I'effet sur I'épissage grace askiyp

* les mutations faux-sens (c.115G>A; p.E39K, c.164A>G ;5p(, c.545T>C;
p.F182S, ¢.572C>T ; p.P191L, c.781T>G ; p.W261G, ¢.923Cp/&R308Q) car une
altération de I'épissage peut aboutir a une absence de protéineptiavpir un effet
fonctionnel plus important qu’une substitution d'un aad@né.

* les mutations de signification incertaine (c.44C>G; p.S15C38¢@83T>G) afin

d’étudier leur impact sur I'épissage.
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1. Variants situés dans les zones consensus d’épissaget 3’

Les variants situés dans les zones consensus d’épissage @tudis grace aux outils

MaxEntScan et Splice Site Finder. Les résultats sont résiaméde tableau 7.

Tableau 7 : Prédictions bioinformatigues des variants situés exbne consensus

MaxEntScan SpliceSiteFinder-like
Mutati Seuil de Crvp Ski
utations ryp SKip
robustesse S e Scores N
cores Modifications de ) Modifications de
. . sites .
sites naturels sites sites
naturels
5" oui 59,11 Site naturel 3": 2,86 Site naturel 3" PCR-E: 0,09
€.320-2A>G ) Abolition du site 3'
3" oui 310,82 (chute >15%) 98,71 Saut d’exon
5" insuffisant 55,39 Site naturel 5: -2,78 Site naturel 5"; N ) PCR-E: 0,21
C.737+1G>A ] Abolition du site 5'
3" oui 3:5,89 (chute >15%) 71,85 Saut d’exon
5" oui 5"8,91 Site naturel 5": 7,83
c.781T>G ) / / /
3" oui 311,71 (chute <15%)
5" oui 510,1 Site naturel 5" 1,59 Site naturel 5" . . PCR-E: 0,21
€.939+1G>T Abolition du site 5'
3" oui 39,34 (chute >15%) 87,13 Saut d’exon
Site naturel 5"
5" oui 5"10,1 Site naturel 5" 3,06 Site naturel 5" PCR-E: 0,21
€.939+5G>C ) 74,43 (chute>5%
3" oui 39,34 (chute >15%) 87,13 ) Saut d’exon
du site naturel)
5" oui 57,77 Site naturel 5": -0,4 Site naturel 5" PCR-E: 0,12
€.1014+1G>A ) Abolition du site 5
3" oui 38,97 (chute >15%) 80,0 Saut d’exon

Calcul des seuils de robustesse des sites saudagEeCASQ2selon les recommandations de 'ANPGM :
- sites5:5.88
- sites3':5.56
Cryp Skip donne un score entre O et 1 :
- entre 0 et 0.5 le saut d’exon est plus probable
- entre 0.5 et 1 la rétention d'intron est plus phdba
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Une altération de I'épissage par abolition du site naturel corrdapbrest prédite pour les
mutations ¢.320-2A>G, ¢.939+1G>T, ¢.939+5G>C et c.1014+1G>A.

Pour la mutation ¢.737+1G>A, le score du site sauvage donneurf@stur au seuil de
robustesse, donc trop faible pour que I'analyse bioinformatigitdiable. Les résultats de
I’étudein silico ne sont pas utilisables selon les recommandations de GAMNP

Pour la variation ¢.781T>G, aucune altération de I'épissage n’esteprédidiminution du
score de son site donneur 5’ est inférieure a 15%.

Pour les mutations ¢.320-2A>G, c¢.737+1G>A, ¢.939+1G>T e01d41G>A ou une
abolition du site naturel était prédite, jai considéré quelle étaitdnséquence la plus
probable a I'aide du logiciel Cryp Skip. Lorsqu’un site d’épigs est aboli, la conséquence
sera soit le saut de I'exon situé a coété, soit I'activation diten gyptique d’épissage a
proximité. Pour 'ensemble de ces mutations, I'effet le plus prokestlen saut d’exon, qui
entraine une délétion respectivement des exons 3, 6, 9 eedBauts des exons 3, 6 et 9
provoqueraient I'apparition d’'un codon stop prématuré, alors qwade de I'exon 10 ne
décalerait pas le cadre de lecture et induirait une délétion des acioes &8h4 a 338,
correspondant au troisieme domaine thioredoxine-like de la protéine.

Au vu de ces résultats, on retient donc que les quatre vasiatiodifiant les dinucléotides
invariants sont considérés comme déléteres, avec saut d’exon.

Pour le variant ¢.939+5G>C, I'étude bioinformatique montre unesatheiia reconnaissance
du site donneur naturel. Il a donc été décidé de poursuivred élimpact sur I'épissage par
une étude fonctionnelle par minigéne (Roux-Buisson et all)2@di a mis en évidence une
diminution de taille de transcrit correspondant au saut de I'é&otomme prédit par le

logiciel Cryp Skip.
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Enfin, pour la mutation ¢.781T>G, Il'altération de I'épissage n'giad retenue, et il n'y a

donc pas eu d’étude par minigene. C’est le changement d’acide amirgstqlé plus

probablement responsable de I'effet délétere de cette variation.

2. Variants situés hors des zones consensus 5’ et 3’

Les variants situés en dehors des zones consensus d'épiss&ge amalysés a l'aide des

outils MaxEntScan (MES), Human Splicing Finder (HSF), et Netg€haZeau 8).

Tableau 8 : Analyse bioinformatique des variants situés en deh®des zones consensus.

Mutation

c.44C>G

Cc.115G>A

C.164A>G

c.381C>T

c.545T>C

c.572C>T

€.838+88T>G

C.923C>A

MaxEntScan

Scores
sites naturels
511,08
3" N/A
511,08
3" N/A
511,08
3" N/A

549,11
310,82

59,65
310,25
59,65
310,26
3'(intron 8):9,34

5'(intron 8):9,79

59101
39,34

Modifications de

sites

Aucune modification

Aucune modification

Aucune modification

Site de novo 5:10,13

(>80% site naturel)

Aucune modification

Aucune modification

Site de novo 3" 11,84

(>80% du site naturel)

Site de novo 3": 2,95

(<80% site naturel)

Human Splicing Finder

Scores
sites naturels
5'1 98,24
3" N/A
5': 98,24
3 N/A
5'1 98,24
3" N/A

5': 87,37
394,52

593,38
3" 86,79
5'1 93,38
3" 86,80

3'(intron 8-9):87,08

5'(intron 8-9):89,32

594,09
3" 87,08

Modification de
sites
Pas de site de

novo

Pas de site de novo

Pas de site de
novo
Site de novo 5"
93,14 (>80% site
naturel)
Pas de site de
novo
Pas de site de
novo
Site de novo 3"
89,84 (>80%
du site naturel)
Site de novo 3"
81,62 (>80%

du site naturel)

NetGene?2

Pas de

différence

Pas de différence

Pas de différence

Site naturel 5": 0,94
Site de novo 5': 0,82

(>80% site naturel)

Pas de différence

Pas de différence

Pas de différence

Pas de différence
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Aucun activation de site cryptique n'a été mise en évidence psuvdriations ¢.44C>G,
C.115G>A, c.164A>G, ¢.545T>C et c.572C>T.

Les 3 outils prédisent de facon concordante la création d’'un eitgodo pour le variant
€.381C>T. Une étude fonctionnelle par minigene a confirmé ces prédigiomontrant une
différence de taille des transcrits correspondant a la délétion desMérsleucléotides de
I'exon 3, conséquence de la création d’'un site donneur d’épissageséion ¢.380 381
(Roux-Buisson et al. 2011).

Pour le variant c.923C>A, seul le logiciel HSF suggérait la crédtiomsite de novo, ce qui
était insuffisant pour poursuivre I'étude d’'impact par minigene.

Pour la variation ¢.838+88T>G, deux outils de prédiction sutrtes (MES et HSF) étaient
en faveur de la création d’'un sile novg ce qui a motivé de pousser plus loin I'étude de
I'épissage par I'utilisation d’un minigene, développée plus loin

En conclusion, ces outils bioinformatiques sont une aidequgeia la décision d’'une étude

fonctionnelle de I'impact d’une variation sur I'épissage.

C. Etude de lI'impact sur I'épissage de la variation €.838+88T>G

Comme indiqué précédemment, les variations ¢.939+5G>C et c:38aft été étudiées a
I'aide d’'un minigene dans un travail antérieur a celui-ci, qui a pedaisnontrer que ces
variations entrainaient respectivement un saut de I'exon\@ro, et la création d'un site
donneur dans I'exon 3.

Il avait été décidé de ne pas étudier les transcrits ni leucocytaimsistulaires car les
transcrits leucocytaires sont un reflet inexact de I'épissage carceadpdiopsie musculaire

squelettique avait été considérée comme trop invasive.
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Ici, je me suis intéressé a la variation intronique ¢.838+88T>Gechasant sur les analyses
bioinformatiques qui prédisaient un effet potentiel de cette i@riatr I'épissage.

La variation ¢.838+88T>G a été identifiée en association avec la anutain-sens p.R33*
chez la patiente 2, un cas sporadique de TVPC, diagnostiquéma ({thbleau 5, p66).

Figure 20 : Arbre généalogique de la famille du proband 2.

1 O

R33* +/- R33* -/-

) R33* +/- R33* +/- R33* /- R33* +/-
R33* -/- c.838+88T>G -/-
c.838+88T>G +/-

R33* -[+ R33*-/- R33*-/- R33* +/- R33* -/-
c.838+88T>G +/-

Arbre généalogique montrant la répartition de laation ¢.97T>G ; R33*. Le cas index est représamténoir plein et

présente des symptdmes de TVPC. Les symboles @enpilis en noir correspondent a des individus heéjgates,

présentant des battements ventriculaires prématurékes extrasystoles ventriculaires voire destsaipisodes de TV lors
de I'épreuve d'effort. Les symboles demi-remplis@is correspondent aux hétérozygotes qui présentem exploration
négative. La variation ¢.838+88T>G est indiquéezdbecas index et ses deux parents.

Chez cette patiente, une seule mutation hétérozygote présentant un cara@iéne édtent
avait éte identifié. Il s’agissait de la mutation non-sens pf,R83ponsable d’'un codon stop
tres précoce tronquant la protéine de I'ensemble de ces domaines fonstidriéide
familiale montre que la mutation non-sens a été identifiee chez daseaf@s qui sont tous
asymptomatiques, mais avec pour certains des arythmies mises encé&vidégpreuve

d’effort (figure 20).
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Dans ce contexte, plusieurs hypotheses pouvaient étre posgesxpliquer la génétique de
la TVPC chez ce proband :

- il s’agissait d’'un cas de transmission autosomique domiagménétrance variable,
avec des individus porteurs pouvant étre symptomatiques, asyafpues, ou
présentant une épreuve d’effort positive.

- il s'agissait d’un cas de transmission autosomique récesgigealCASQ2 et une
mutation n’a pas été identifiée (comme dans le cas d'une mutaticonidue
profonde).

- un autre géne est impliqué dans le phénotype observé chezlagqati

Dans le contexte de I'hypothése d’'une transmission autosomiquesivécggnéralement
admise dans les TVPC associées a des mutations diCg&®@2 nous avons recherché des
variations potentiellement pathogenes chez cette patiente. Aaundes régions analysées,
seule une variation hétérozygote non répertoriée dans les bases w@rpblgme a été
identifiée : ¢.838+88T>G au niveau de l'intron 8. Cette vamatiorrespond a la substitution
d’'une thymine par guanine 88 nucléotides apres le début deoiil®. Les logiciels de
prédiction MES et HSF étaient en faveur de la création d’'undg&tenovoen position
€.838+87_88. Une étude familiale a permis de confirmer que les vasiati®7C>T et
€.838+88T>G se trouvaient etrans ce qui était compatible avec une transmission
autosomique récessive de la pathologie (Figure 20). En se lmagarés arguments, nous
avons décidé de poursuivre l'analyse de limpact potentiel 'syis$age du variant
€.838+88T>G a l'aide d’'une étude par minigene.

Pour cela, une mutagenese dirigée c.838+88T>G a été réalisée a pariigdunendécrit
dans le paragraphe matériels et méthodes afin d’obtenir un minigéaatpme guanine en

position 88 de l'intron 8. La séquence a été contrdlée apres musagérigee (Figure 21).
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Figure 21 : Contrble de la mutagénése dirigée ¢.838+88T>G dansiaigene.

a/ Séquence du minigéne sauvage

-------------
T ¢ T ¢ a ¢ A T C C C a T

b/ Séguence du minigéne muté en ¢.838+38T>G
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o
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el |
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g |
H

!
La fleche rouge indique le nucléotide muté c.838+838

Les plasmides portant les minigénes sauvage ou muté onteeagtiitransfectés dans des
HEK-293, et les cellules ont été récoltées. Apres extraction déNI'diRranscription inverse,
j'ai réalisé une PCR grace a deux amorces plasmidiques pCl-neoR.et T3

L’étude des produits de PCR des transcrits est montrée dagsria .

Pour le minigene sauvage, on observe une bande a 594 pb (fleclerdspondant au
transcrit final épissé (Roux-Buisson et al. 2011) soit useession des exons 8, 9 et 10 sans
les paires de bases introniques. Un bande est observée a 1729mbsgtond au transcrit du
minigene non épisse, c’'est-a-dire comprenant les trois exons,gamdes paires de bases
introniques flanquantes. Enfin, des transcrits intermédiairesvisibtes a différents poids
moléculaires, correspondant a des transcrits partiellement épissés.

Pour le minigéne muté en ¢.838+88T>G, on observe égalemeitande de 594pb pour le
transcrit épissé, de méme taille que 'ARNmM mature observé chaavage (fleche b), ce qui
nous a conduit a conclure que la variation ¢.838+88T>G n’avaihaomqact sur I'épissage

dans ce systéme de minigéne.
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Figure 22 : Etude des produits de PCR obtenus aprés RT-PCR anpia des transcrits du

minigéne sauvage ou muté c.838+88T>G.
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Concernant le minigene « sauvage », il est observén transcrit primaire de taille attendue 1729 qui correspond a
I’ARN non épissé (fleche a). Le transcrit qui &isun épissage de ses introns se situe a la &iladue, a 594pb (fleche b).

Il est donc trées peu probable la variation ¢.838+88T>G altére I'épissageo pour la

patiente 2 et ce variant doit étre considéré comme un polymorphigésmprobable. Pour la
patiente 2, une mutation non identifiée sur le gEASQ2 comme une mutation intronique
plus profonde par exemple, peut étre responsable du phénotypdP@dva patiente, selon
un mode de transmission autosomique récessif. Un mode denisaiom autosomique
dominant a pénétrance incompléte peut étre également évoqué poutateomnon-sens

c.97C>T ; p.R33*.
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ll. Etude de la mutation c.44C>G; p.S15C de CASQ2

Parmi I'ensemble des mutations identifiees sur le géASQ2 nous avons trouvé sept
mutations faux-sens. L'une d'elles, la variation p.S15C, naugparu particulierement
intéressante a étudier du fait de sa localisation dans le peptida. digensemble des
mutations faux-sens identifié dans Casq2 a ce jour se situe au rdesadomaines
thioredoxine-like de la protéine. Les études fonctionnelles ééalianmontrent que ces
mutations seraient principalement associées a des anomalies d&ochél calcium par
Casg2. La variation p.S15C se situant au niveau du pejjiae $PS) de la protéine, il 'y a
aucune raison qu'elle ait un impact sur linteraction de Casq2 leaations Ca.
L’hypothése physiopathologique serait toute autre. Cette matati modifiant la séquence
consensus du signal peptide pourrait par exemple altérer la recanceisk PS par la SRP,
et empécher son adressage au reticulum. La protéine Casq2 pourraigsaarscytosolique,
et étre dégradée précocement. La mutation pourrait entrainer un défationd’de
I'endopeptidase de la lumiére du reticulum et donc un défaut de clivageptide signal. La
persistance éventuelle du peptide signal en N-terminal pourrait atosgneni) un défaut de
localisation de la protéine (anomalie d’adressage ou de trafid), e modification de ses
propriétés chimiques du fait d'une modification de son extrémité Niatey comme sa
capacité a polymériser par exemple.

J'ai donc entrepris I'étude de l'impact de la variation p.S15Casmrdtéine pour savoir Si
cette variation avait un effet ou était un polymorphisme sans carssgul’'ai réalisé ces
études par expression ectopique de la protéine Casq2 sauvagééeudans deux modeles de
lignées cellulaires non-myogéniques, les cellules COS-7 pour dagles en
immunofluorescence et les cellules HEK-293 pour les étudesitiogies (immunoblot,

étude de glycosylation, étude de polymérisation, immunopréogpijati
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A. Contexte clinique et génétique

Le proband est un cas sporadique de 50 ans adressé pour dgesyepetées a I'effort
depuis plusieurs années. Le séquencage du@&B8€&?2a permis d'identifier deux variations
hétérozygotes chez ce patient: ¢.44C>G (p.S15C) et ¢.939+1G>Tarfdrdh tableau 6).
Lors de I'étude familiale, seule I'analyse du pére du proband a pu étreéecdlADN
maternel n’étant pas disponible. Cette analyse a permis de montrefa quariation
€.939+1G>T est d'origine paternelle et pas la variation c.44C>Cur@g-ig3). L'étude
familiale est compatible avec une transmission autosomique réredsiMa pathologie
associée aux deux variations ¢.44C>G et ¢.939+1G>T, méme siéonautation c.44C>G

survenue chez le proband au niveau de I'allele paternel ne peut étre écartée.

Figure 23 : Famille du proband 1.

D (N

) C.939+1G>T +/-

€.44C>G; p.S15C +/-
€.939+1G>T +/-

Le proband porteur de deux mutations a I'état betégote.
Nous n’avons eu acces qu'a ’ADN du pére, portedde+1G>T.
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B. Clonage du cDNA de CASQ2 et mutagenese dirigée p. S15C

Le cDNA deCASQ2humain a été cloné dans pCR2.1 dans un premier temps. Vingtesol
ont été prélevées, et la séquence codante a été séquencée. Seuleupradentait une
séquence correcte en raison de la faible fiabilité de la Tag polyméitese wors de la PCR.
Le clone sélectionné a ensuite été inséré dans le plasmide d&aprele cellules de
mammiféres, pcDNA3.1. Cette construction a été contrdlée par digestaymatique (voir
figure 24) et séquencage, ce qui a permis de veérifier l'intégasitia séquence codante de

CASQ2 suivie en 3’ d’'une étiquette HA puis d’'un codon stop.

Figure 24 : Contrble de digestion de pCDNA3.1 contenant le cDNA@CASO2sauvage

pCDNA3.1 + CASQ2 sauvage

Non

digere  D'9¢®

5.4kb

1.2kb

L’insertion du cDNA dans pcr2.1 a été vérifiée mhgestion. Les poids moléculaires obtenus sont cattendus :
pPCDNA3.1= 5.4kb ; I'insertCASQ21.2kb. Le vecteur non digéré présente plusieursldma correspondant a des formes
super-enroulées.
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Le codon correspondant au résidu sérine en position 15 a été changété@necpar
mutagenese dirigée a l'aide du kit Quik Change® Il XL Site Directeatalyenesis

(Stratagene). L'introduction de la mutation a été contrdlée par séquenigage @5).

Figure 25 : Séguence du clone dBASQ2sauvage ou muté p.S15C

a. Séqguence du clone dBASO2sauvage

- = - N H EH =
c Tgeg TC C T C T

b. Séquence du clone dEASO2muté p.S15C

H = = - o = = = B
c T 6 TG ¢ T C T

|
i

La fleche rouge indique le nucléotide muté c.44@ef@oduisant la mutation observée chez le patient 2

A lissue de ces manipulations, je disposais donc de deux gotstrs plasmidiques, l'une
contenant la séquence du cDNA @ASQ2sauvage, et l'autre contenant la séquence du

cDNA deCASQ2muté en p.S15C.
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C. Etude en immunoblot

Compte-tenu des hypothéses initiales d’un possible déaclivéhge du peptide signal lié a la
mutation, j’ai recherché par immunoblot une différence de poidéamiaiire entre la protéine
sauvage et mutée liee a la persistance éventuelle du peptide signpéptide signal
correspondant a une séquence de 19 acides aminés, soit @kianEn cas de non clivage
du peptide signal, la protéine mutée aurait donc une masse taoEeapparente plus élevée
gue la protéine sauvage d'environ 2 kDa. Par ailleurs, danpothgse d'un défaut
d’adressage au reticulum de la protéine, celle-ci pourrait étre dégratkelen¢ recherché
par immunoblot une éventuelle dégradation de la protéine mutéegaort a la protéine
sauvage.

Aprés transfection du cDNA de Casg2 sauvage ou mutée dans dks deli-293 et étude
de I'expression de Casg2 en immunoblot, on voit qu’il ntexgas de différence de masse
moléculaire apparente entre la protéine sauvage et mutée (Figure 26)expétience n'a
donc pas permis pas de mettre en évidence une différence de masséair®igauaurait pu
étre liée a la persistance du peptide signal dans Casq2 mutéeleles, diintensité des deux
bandes protéiques sauvage ou mutée est identique. Cette '‘@ddaapas permis de mettre
en évidence de dégradation de la protéine mutée, qui avait été recherchdmeedayysothese

de défaut d’adressage de la protéine.
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Figure 26 : Immunoblot a partir de lysat cellulaire de HEK-293surexprimant Casg?2

Casq2

Sauvage Mutee
p.S15C

55kDa

20ug de dépbt de protéine a été réalisée dans eHame. La révélation de la protéine Casg2 a aite fa l'aide d'un
anticorps anti-HA. La bande correspondant & Casg2qule une masse moléculaire apparente 55kDa pamcEnt au poids
moléculaire attendu de la protéine (Kalyanasundagaral. 2012, figure 27). On n’'observe une bandmtidue pour la
protéine sauvage et la protéine mutée.

D. Etude de localisation en immunofluorescence

Apres transfection et réexpression de la protéine sauvage ou mis€8ns des cellules
COS-7, j'ai regardé si la localisation de la protéine était modifiépautation. L'efficacité

de la transfection était évaluée a 8%, ce qui permettait d'étudieombre suffisant de
cellules (n=500 cellules observées). Les résultats de I'étude aemofioorescence indirecte

de la protéine Casq2 sont indiqués figure 27.
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Figure 27 : Co-immunomarguage de la calséquestrine de type 2 et decanexine dans

des cellules COS-7 surexprimant casg? taguée HA

HA Calnexine Superposition

¥

Sauvage

La protéine Casq2 est révélée a l'aide d'un anmpea@nti-HA monoclonal et d'un anticorps secondairé-souris couplé
Alexa488 (en vert). La calnexine est détectéeidd’d’un anticorps anti-calnexine, polyclonal, &trdanticorps secondaire
anti-lapin couplé Cy3 (rouge).

Le marquage calnexine met en évidence le reticeodoplasmique, avec un aspect typique réticulénamuage de Casg2
taguée HA permet d'observer deux éléments: un uasge de type reticulum endoplasmique d'une partdet
accumulations périnucléaires (fleches blanches)tdgart.

La premiére observation est le fait qu’il n'y a pas de différence notalile les localisations

de la protéine sauvage et de la protéine mutée. Ces images moungdatmotéine Casq2
colocalise partiellement avec la calnexine au niveau de reticulunplesdoque, localisation

attendue pour une protéine du reticulum sarcoplasmique expriamse whe cellule non-

musculaire

Par ailleurs, on observe des images punctiformes périnucléaires s ¢thdai Casq2 sauvage
et mutée, compatible avec une accumulation locale de la protéine. ga'taie partie de ces
images punctiformes colocalise avec la calnexine suggere que Casd2la=igiment

accumulée dans le RE.

-83 -



Toutefois, la question s’est posée de savoir si les marquagesfprmes intenses observes
pouvaient correspondre a une localisation de la protéine dandraroeganite subcellulaire,
I'appareil de Golgi. La figure 28 figure montre un co-marquagédadcalséquestrine et de la
giantine, marqueur du cis-Golgi. La superposition des deages) ne montre aucune co-
localisation des deux marquages : la protéine casq2 sauvageutée mest donc pas

détectable dans I'appareil de Golgi pas cette technique.

Figure 28 : Co-immunomarquage de Casg?2 et de la giantine dames cellules COS-7

surexprimant Casq?2

Giantine Superposition

Sauvage

Muté

Anticorps anti-HA dont I'anticorps secondaire esuglé au fluorochrome Alexa488 (en vert), et ampsoanti-giantine
marquée dont le secondaire est couplé au fluorawhi®@y3 (en rouge).

Le marquage giantine met en évidence le cis-Gelgi,n’y a aucune colocalisation avec le marqudgeéCasq2 sauvage ou
mutée
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E. Etude de la glycosylation de Casqg2

Nous nous sommes demandé si éventuellement la protéine muieait pperturber la
rétention de Casg2 dans le reticulum. Dans ce cas, il serait enbisagea la protéine
mutée, comme de nombreuses protéines résidentes du reticulusite tpar le Golgi puis
revienne dans le reticulum. Ceci n’aurait pas été détectable en irfinamescence.

Pour savoir si une protéine est retenue dans le RE ou traasit@gpareil de Golgi puis
revient dans le RE, il est possible d'effectuer un test de déglation par I'endoglycosidase
H. En effet, la maturation des sucres portés par les protéinesermardans le réticulum et
s'achéve dans l'appareil de Golgi. Les glycosylations qui smes¢rdans le réticulum sont
sensibles a l'action de I'endoglycosidase H. En revanche, I'étape deatitat des sucres
réalisée par la manosidase Il au niveau de l'appareil de Golgi rendylespmitéines
résistantes a la digestion par I'endoglycosidase H. Ainsi, ilstandse a cette enzyme est un
moyen de savoir si une protéine a atteint I'appareil de Golgi.

Physiologiquement, Casg2 ne transite pas par I'appareil dei, Gdlig est adressée au
reticulum grace au peptide signal puis est glycosylée au niveaatidulum, ou elle est
ensuite retenue par des mécanismes mal compris. La forme physieldgiqtasg2 est donc
glycosylée et sensible a I'action de I'endoglycosidase H car elle retérgas par I'appareil
de Golgi (Kirchhefer et al. 2010).

Pour voir si une partie de Casq2 modifié par la mutation p.9i&@ait sortir du reticulum
et transiter par l'appareil de Golgi jai étudié la déglycosylation lalemolécule par
I'endoglycosidase H.

Pour cela, j'ai d’'abord mis au point une étude de glycosylaidaide d’'une construction
contenant la séquence codante de VSV-GtsO45-GFP, la glycoprd®idu virus de la
stomatite vésiculaire-fusionné a la GFP, une glycoprotéine thensibte dont le transit est

modifié selon la température de culture. Cette protéine a la particulétité ohal repliée a
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40°C, et d'étre ainsi retenue dans le reticulum endoplasmique e tegtpérature. Cette
rétention rend la protéine accessible a I'action de I'endoglycosidaBe kevanche, a 32°C,
la protéine se replie correctement et est transportée vers l'appareil de @olgies

modifications des sucres par la mannosidase Il empéchent l'agtibandyme, et donc le

clivage des résidus sucrés.

Figure 29: Immunoblot de VSV-G-GFP a 32° et 40° avec ou ssnaction de

I'endoglycosidase H.

VSV-G
32°C 40°C
EndoH EndoH EndoH EndoH
+ - + -
kDa
100 =—
Forme glycosylée
Forme non glycosylée
75 —

Immunoblot de VSV-G fusionné avec la GFP (anticomis@FP), montrant VSV-G avec ou sans traitement a
I'endoglycosidase H, avec incubation a 32°C (preéransitant par I'appareil de Golgi) ou a 40°@fgine
retenue dans le RE).

La fleche met en évidence la différence de poid&cutaire de VSV-G retenue dans le RE traitée addH.

PM attendu de VSV-G : 84.5kDa

La figure 29 montre l'action de I'endoglycosidase H sur la glyaépre VSV-G, dans deux
conditions différentes : a 40°C et a 32°C.

L’endoglycosidase H n’a pas d’action sur VSV-G quand les esllaht été incubées a 32°C,
les deux bandes sont a la méme hauteur. A 40°C en revanchetéiaepgubit I'action de

I'enzyme, ce qui valide les conditions expérimentales d’étude degyiiation.
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Dans un second temps, jai étudié la sensibilité de la prot€lasq2 mutée a
I'endoglycosidase H comme indicateur de rétention de Casq2alRis |

La figure 30 confirme la sensibilité a 'enzyme de Casg2 mutée. Cléatésontre I'absence
de transit de Casq2 mutée p.Serl5Cys par I'appareil de Golgi. Unederewanipulation est

la raison pour laquelle I'image pour la protéine sauvage n’estigasnible.

Figure 30: Immunoblot de casg?2 mutée taguée HA, avec et sans actiale

I'endoglycosidase H. Anticorps anti-HA utilisé comme anticorps pmaire.

Casg2 mutée p.S15C

EndoH EndoH
kDa + -

75

Forme glycosylée
50 Forme non glycosylée

Les deux fleches mettent en évidence la différefecpoids moléculaire entre la protéine traitéelgardoH et
la protéine non traitée, ce qui illustre I'actiom ltenzyme.
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F. Etude de polymérisation de Casq2

L'extrémité N-terminale de Casg2 intervient dans le phénomene dengridation de la
protéine. La mutation p.S15C, altérant potentiellement le @ivhgpeptide signal, pourrait
modifier cette propriété de polymérisation, ce que j'ai étudié par imbdoin J'ai recherché
I'existence de polymeéres en réalisant une électrophorése en conddrodgénaturantes. Pour
cela, apres transfection du cDNA @ASQ2sauvage ou mutée dans des cellules HEK-293,
jai réalisé un lysat protéique en conditions non dénaturasttegvelé par immunoblot la

protéine Casq2.

Figure 31 : Immunoblot de Casg?2 en condition dénaturantes

Tampon de Tampon de
charge charge
non dénaturant dénaturant
Sauvage Mutée Sauvage Mutée
kD
100 = _ 110kDa: forme dimérique

75

55kDa: forme monomérique
50

Les bandes a 55kDa correspondent aux monomeéreastR (Pour la protéine sauvage déposée avec tamopahénaturant,
une bande au dessus de 100kDa est observée, quaipcorrespondre a des dimeres (110kDa) (fleaieeh Il n'y a pas

cette bande présente pour la protéine mutée, malégot protéique était plus faible comme I'attéstbande plus faible a
55kDa.
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La figure 31 montre, qu’en conditions dénaturantes et noatda&mtes, une méme bande a
55kDa correspondant a Casg2 sous forme de monomere est obsenviss 2 constructions
de la protéine, sauvage et mutée. En conditions non dénaturangeedande a 110kDa
apparait pour Casq2 sauvage, qui pourrait correspondre a la proté&rfersoe dimérisée. En
effet, ces conditions permettent de respecter davantage les polymeretoeg. Il n'y a en
revanche pas de bande observable a cette taille pour la protéine n&i&8,pce qui
suggererait un défaut de polymérisation. Les conditions dénatunatilteées ici comme
contrble, ne montrent que des bandes a 55kDa correspondant a desenss, pour la
protéine sauvage et mutée.

Il est intéressant de noter que la dimérisation de Casq2 selfaittsn mode « front-to-front »

entre les deux extrémités N-terminales de deux molécules de Casq2sistapee du PS

chez la protéine mutée p.S15C pourrait expliquer ce défaut deshian de Casq2.
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G. Immunoprécipitation

Les investigations précédentes n’ont pas été suffisantes pour atbuneiirmer un effet de
la mutation p.S15C sur Casq2. Pour pouvoir mettre en évidamersistance du PS chez la
protéine mutée, un séquencage N-terminal va étre réalisé en collabax&ola plateforme
EdyP. Un échantillon purifié de Casq2 est nécessaire pour cettesegnay une
immunoprécipitation de la protéine sauvage et mutée a été faite gréaoeanti-Casq2
polyclonal (Figure 32). Des bandes identiques aux cont€des$ visualisables au poids
moléculaire attendu. En outre, il y a une atténuation nette duderdiitnd observable sur les
contrdles. Ce protocole est donc utilisable pour la future ama&gsspectrométrie de masse

qui permettra d’'attester ou non de la présence du peptide sign#h ghiei2ine mutée.

Figure 32 : Immunoblot d’'IP de Casqg2 sauvage et mutée

Contréle Contréle
Casqg2 Casqgz

IP Casg2 IP Casg2
sauvage mutée

50

Contrdles d’IP de 20% de la quantité de lysatad@ipour I'lP. Anticorps d'IP: anti-casg2 polyclgremticorps primaire
utilisé pour le WB : anti-HA.
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DISCUSSION
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|. Etude de I'épissage

Une premiére partie de mon travail a consisté a faire un bilan desansitdti gen€€ASQ2
identifiees au laboratoire de Biochimie Génétique et MoléculairerdadBle. Il y avait au
total 17 mutations identifiées, avec 7 mutations faux-sensnuiations non-sens, 3
microdélétions, et 6 variations altérant I'épissage. Environ idéraes variations dEASQ2
est de nature tronquante (9 sur 17), et I'autre moitié est c@&estizs mutations faux-sens, ce
qui est en accord avec les données de la littérature (Leenhardt26t2). Le mécanisme
physiopathologique sous-jacent est une absence de protéine dams knmoitié des cas. Le
mécanisme physiopathologique associé aux mutations faux-semgiastévident, la nature
de la substitution de l'acide aminé ayant un impact sur laitonde la protéine, selon sa
localisation et ses propriétés physicochimiques. Les mutafdanssens peuvent donc étre
associées a un défaut fonctionnel de la protéine. Elles peuvesinégalétre associées a une
défaut quantitatif (absence de protéine) soit parce que la protéitégeadée, soit parce que
la substitution nucléotidique correspondant a la variation fang-g& entrainer une anomalie
d’épissage.

Il a été montré que toute variation nucléotide est susceptiblgrdr I'épissage par des
mécanismes plus ou moins complexes. J'ai regardé dans ce trd@sihsitations faux-sens
identifiées au niveau du gefASQ2étaient susceptibles d’'altérer I'épissage.

Ceci présente plusieurs intéréts :

1/ Il s’agit de comprendre le mécanisme pathogéene de la variatidonetle mécanisme
physiopathologique associé. En effet, pour une mutation fans-sc’est le changement
d’acide aminé qui entraine une altération de la fonction de la praifire que pour une
mutation d’épissage, la conséquence est généralement un saut desife&a proximité, ou
I'utilisation d’'un site cryptique d’épissage, ces deux mécaniscogsiuisant en cas de

décalage du cadre de lecture a un codon stop prématuré avec une absestéade pr
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2/ D’autre part il sera intéressant a plus long terme d’établir unetu&@liencorrélation
phénotype-génotype en fonction de la nature des mutatiqig|irdes, ce qui n’est possible
gue si la nature des mutations est bien définie. En effetmunation d’épissage va donner
une protéine tronquée, ce qui se traduira par un défaut quanditbitiverse d’une mutation
faux-sens qui va donner un défaut de fonction de la protéine, c'est-arddéfaut qualitatif.
Il est intéressant de noter que chez les patients étudiés dansade seas 3 sur 13 étaient
porteurs de deux mutations faux-sens n’affectant pas |'épissage, ceuggeére une
prépondérance des défauts quantitatifs de Casg2 dans la TVPC.

3/ Enfin, a encore plus long terme, il serait envisageable algoger différents types de
thérapie génigue selon la nature de la mutation. Une mutation faspssegvélant avoir un
mécanisme physiopathologique impliquant I'épissage (le plusesd un saut d’exon),
pourrait éventuellement étre la cible d’une thérapie génique par chirurghRiles Ce type
de thérapie est applicable aux mutations d’épissage et les poeupgacipes sont de plus en

plus nombreuses (Singh et al. 2012, Wilton et al. 2005).

A. Variants situés au niveau des sites consensus d’  épissage

Six variations étaient situées au niveau des sites consensussaljp: ¢.320-2A>G,
C.737+1G>A, c.781T>G, ¢.939+1G>T, ¢.939+5G>C et ¢.1014+1G>A. L’impact de ces
variations a été étudia silico.

Au cours de ce travall, les logiciels ont reconnu tous les gitgsiologiques d&€CASQ2a
I'exception du site 5’ de l'intron 7 pour la variation ¢.73GA, ce qui traduit d’une part
I'efficacité de ces logiciels pour identifier les sites d’épissage et ca dlautre part permis
d’exploiter les analyses réaliséassilico pour la grande majorité des mutations étudiées.

Pour les variations ¢.320-2A>G, ¢.939+1G>T, ¢.939+5G>C etl4HATG>A, le logiciel

Cryp Skip a montré que I'effet probable de I'abolition du site ghggique était un saut de
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I'exon correspondant, aboutissant a une protéine tronquée, saué pauiant c.1014+1G>A
gui n'engendre pas de décalage du cadre de lecture. Le support piwydaapatie de 4 des 6
mutations d’épissage est donc une absence de protéine.

Les deux mutations ¢.781T>G et ¢.939+5G>C ne modifiaient pasrasléotides invariants
des sites canoniques d’épissage mais étaient situés a proxienité@riation ¢.939+5G>C
modifiait le cinquieme nucléotide de l'intron 9, une positimportante du site donneur ou se
fixent des facteurs d’épissage comme la SnRNP U1l (Cartegni 2004l). L’ensemble des
logiciels prédisaient une abolition de la reconnaissance deecédaineur 5, ce qui a été
confirmé par une étude sur minigéne. L’'analyse de cette variation a taid’algorithme
décissionnel a permis de valider son utilisation pour ce vatiagEeneCASQ2 ce qui était
intéressant puisqu’il a été élaboré a partir d’'analyse des B&t@alet BRCA2(Houdayer
et al. 2012).

Pour la variation ¢.781T>G (p.W261G), aucun logiciel n'a prétiihmhct sur I'épissage,
I'analyse n’a donc pas été poursuivie. Le nucléotide modifiéitegt 3 pb en amont du site
donneur de lintron 7, et il n'est pas considéré comme diitapce majeure dans la
reconnaissance du site donneur, ce qui est en accord avec les prébiciiiasmatiques
(Cartegni et al. 2002). L’effet le plus probable de cette variation applnmad étre lié a la
substitution du tryptophane par une glycine en positioh. 26s’agit de I'un des cing
tryptophanes de la protéine qui participe au « cceur hydrephalu domaine 1l de la
protéine avec les tryptophanes 318 et 343 (Kim et al. 20@& )pdrte de fonction de la
protéine associée a la variation p.W261G est tres probable, en laffaipstitution de
tryptophane en position 261 risque d’entrainer la perte de Fitéédu coeur hydrophobe du

domaine Il avec une altération fonctionnelle de la protéine.
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Au total, il est intéressant de noter que les prédictionsfoimhatiques constituent un
élément important complémentaire pour la prise de décision d’etipltsaomplémentaires
de lI'impact de variants de signification incertaine.

Les recommandations de 'ANPGM offrent une méthode bioinformatitjéeide simple,

avec une excellente sensibilité (96%).

B. Variants situés en dehors des sites consensus d’ épissage

Jai décidé d'étudier les variations suivantes situées en dehorszaies consensus
d’épissage : les variations faux-sens ¢c.44C>G, c.115G>A, c.X844545T>C, c.572C>T et
€.923C>A, la variation synonyme ¢.381C>T et la variation indguo ¢.838+88T>G. Je n'ai
pas étudié les microdélétions ni la variation non-sens car leur cara€létérel étant admis,
I'intérét de I'étude de leur impact sur I'épissage était moindre.

Pour les variations ¢.44C>G, c.115G>A, ¢.164A>G, ¢.545T>C5R€C>T, aucun site ne
prédisait d’altération de I'épissage.

Pour la mutation c.923C>A, les résultats étaient discordanfdet&ene2 ne reconnaissait
aucune création de site, pour HSF, un site émergeait pour edt€idélo du score du site
naturel. Pour MES, le score de 2.95 d’atteignait que 31%6cahe du site.

Il était a noter que cette variation affaiblissait 7 ESE, dont rétabmplétement abolis.

Le groupe d’étude sur I'épissage de 'ANPGM n’offrant pas de recommandddire quant
a la conduite a tenir en cas de discordance entre les logiciels de pn&diatiec seulement 1
outil bioinformatique sur 3 en faveur d’'une altération de I'épissag variant n'a pas été
retenu. On peut tout de méme privilégier I'hypothése de I'imgdadia substitution d’'acide
aminé comme mécanisme pathogéne. La variation p.P308Q concernederaminé tres

conservé de la protéine. Elle est située dans la courte boucle datrifléep3 et I'héliceal3
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du domaine Il de la protéine (Figure 8, p27). Il s'agit probablerdemt résidu fondamental
en terme structural pour la protéine (de la Fuente 2008).

Pour le variant ¢.838+88T>G, si le site NetGene2 ne mettait der®d aucune création de
site de novo, les logiciels MES et HSF s’accordaient pour Vaidn d’'un site cryptique,
avec des scores respectivement a 126% et 103% du score dawsitge.

Avec deux logiciels d’étude en faveur d’'un impact sur I'épissage, canvatait donc a
considérer légitimement comme candidat a unitegtro a I'aide d’'un minigéne. Cette étude
fonctionnelle n’a pas mis en évidence d’altération de I'épissaggui est donc en défaveur
de son caractére pathogéne. Cependant, I'étude par minigene poEtitmites et n'est
gu’'un reflet inexact de I'épissage physiologique. En effet, tansnigene seules les 200 pb
introniques bornant I'exon étudié sont présentes alors qu’it@stu que I'épissage est un
mécanisme complexe qui met en jeu des séquences régulatrices quelgitefoes a
plusieurs centaines de pb de distance. D’autre part, I'épissage diffei@nction du type
cellulaire, et étudier des transcrits issus d’'une lignée de cardigtaggoourrait donner des
résultats différents. L’étude de minigéne reste néanmoins un détilde intéressant et
relativement simple a mettre en place.

La transmission autosomique récessive de la pathologie chez Hangrgorteur de la
variation ¢.838+88T>G n’est donc pas établie, mais il est pesgibune variation plus
profonde n’ait pas été identifiee. Il est également envisageable quften gene encore
inconnu soit responsable de son phénotype.

Enfin, la variation ¢c.381C>T ; p.= était prédite comme altéranisbége pour tous les outils
bioinformatiques, ce qui confirmait le résultat d’'une étude par emeigéalisée dans un
travail précédent.

Au cours de ce travall, j'ai également observé que la plupart destgaiament un impadh

silico sur les séquences régulatrices (ESE majoritairement) par abolitice é¥/@il création
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de sites (données non montrées). Cependant, les recommandatiéiMéPd&M préconisent
de ne pas interpréter ces prédictions car a ce jour, trop peu déedoont été étudiées
(Houdayer et al. 2011).

Les recommandations du groupe d’étude sur I'épissage ont atépalement établies a partir
de travaux réalisés sur le geBRCALlce qui pourrait étre considéré comme une limite.
Néanmoins I'utilisation de ces logiciels a permis de validerséepori I'impact de variations
étudiées par minigéne (c.939+5G>C et ¢.381C>T ; p.=, Rows@uist al. 2011). Il est
également intéressant de constater que les variations pour lesdaslleésultats des
différents outils de prédiction n’étaient pas concordant n’ont parp confirmé apres étude
par minigéne (c.838+88T>G).

En conclusion, [l'utilisation systématique de [lalgorithmécidionnel impliqguant des
prédictions bioinformatiques pourrait étre mise en place en ditgndes routine, pour
envisager par la suite une validation fonctionnelle par minigéreertaines variations. Il sera
intéressant de développer au laboratoire l'analyse des transcrits leucocyfairede
permettre I'étude de transcrits @ASQ2in vivo, car les biopsies cardiaques ne sont jamais

obtenues.
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ll. Etude de la mutation faux-sens p.S15C de Casq2

La deuxieme partie du projet avait pour but de réaliser une caractérigatictionnelle d'un

nouveau variant d€ASQ2: p.S15C, situé dans le peptide signal de la protéine.

A. Clonage de Casq2

Dans un premier temps, j'ai réalisé le clonage de TADNEA&QZhumain. La construction
présente une courte partie 5UTR et inclut une séquence consedS4KKoptimale pour
permettre une meilleure transfection, ainsi qu’une étiquette HA ermo@ @ssurer une
détection efficace. On notera sur le plan technique que [utilisatiorkitddOPO-TA
nécessitant l'utilisant d’'une polymérase sans activité 3’exonuclédséepaéefficace lors du
clonage puisque 19 colonies sur 20 présentaient des erreurs decegéglam la suite, nous
n'avons plus utilisé ce kit pour le clonage de produits PfdRd& contourner ce probleme.
Nous avons décidé d’utiliser le kit TOPO-Blunt, qui perrdattiliser une polymérase
« proof-reading » avec une activité 3’ exonucléasique lors de Ry B&€qui nous a permis
d’obtenir une proportion majoritaire de clones sans erreur de séqu@masees non
montrées).

J'ai donc obtenu un clone de Casq2 sauvage, et muté p.S15C tagQdeé Elone a été utilisé
dans ce travail pour étudier la variation p.S15C mais pourra e I'étude fonctionnelle

d’autres mutations faux-sens identifiees au laboratoire.
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B. Etude de la mutation p.S15C

Dans un deuxieme temps, j'ai étudié I'impact de la mutation5&C3te la protéine Casqg2 sur
I'expression, la localisation, et la capacité de polymérisateolagrotéine a I'aide du clone
élaboreé.

La premiére hypothése était que la mutation pouvait empécher l'adressege de la
protéine au réticulum ou le clivage du peptide signal par I'enpimj@se dans la lumiére du
reticulum. Dans ce cas, la protéine mutée resterait a I'état de précurseurservaanla
séquence signal de 19 acides aminés. La protéine mutée présenteraihelaliiference de
masse moléculaire de 2 kDa avec la protéine sauvage.

L'étude d’expression par immunoblot (Figure 26) n’a pas pedaisnettre en évidence de
différence de poids moléculaire entre la protéine sauvage et mutée, smé@neevariation de
PM de 2kDa correspondant au 19 AA du PS n’est pas forcéeméngdable sur un gel a 8%.
D’autre gels ont été réalisés (15%, gradient 5-15% données ndréag)rmmais n’ont pas mis
en évidence de difference de masse moléculaire. Les analyses en spectroméagsede m
pourront mieux répondre a cette question.

Il a été décrit dans la littérature que des mutations situéeslelgeptide signal pouvaient
provoquer un défaut d’adressage et une dégradation de la proté&neaflli et al. 2012).
Malheureusement, il existe peu de données publiées sur dasomaide ce type, la plupart
des articles sont des rapports de cas (Hussain et al. 2013, Bé&cRCdt1, Shafer et al. 2013).
Les études en immunoblot n'ont pas mis en évidence de @digradie la protéine Casq2
mutée p.S15C. Toutefois, le modéle de surexpression utdis®abtte étude pourrait masquer
une éventuelle dégradation qu’il serait possible d’observerratitmns physiologiques.

Les études de localisation intracellulaire (Figures 27 et 28nontré que Casq2 taguée HA
était dans le reticulum endoplasmique, en accord avec lesetodeda littérature (Kim et al.

2007), et avec la localisation physiologique de Casq2 dandurhiere du RS du
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cardiomyocyte. Les images d’accumulations périnucléaires observées regied
surexpression encore a documenter. |l n'est pas a exclure qu'une aatiumadé la protéine
se forment dans le RE, dans des conditions de surexpressisrceia n'a pas été rapporté
lors de surexpression de la protéine non taguée. En revanch&gildécrit des aspects de
condensation de la protéine taguée par DsRed (Milstein et al.. 2080hc possible que ces
images soient le fait de I'étiquette HA de la protéine. Pour étdtventuel impact de
I'étiquette HA sur l'existence d’'images d’accumulation, un clongs sgtiquette HA a été
récemment élaboré au laboratoire et il est prévu d’étudier son @nafihmunofluorescence
apres transfection.

L'étude de glycosylation a montré que la protéine mutée ne setdibpas par I'appareil de
Golgi. Ce résultat confirme d’'une facon plus quantitative I'expérieleceo-marquage en IF
de la protéine Casq2 avec la giantine. L’ensemble de ces réssttaisnc en défaveur d'une
altération de I'adressage ou du trafic de Casg2 portant la mutafibb@. Il semble donc peu
probable que cette mutation joue un réle sur la reconnaissariR® par la SRP.

Au total, il n’y avait pas de différence de localisation ni dartsansit par les études réalisées
observable entre la protéine sauvage et la protéine mutée, néarvaoiEsltat n’exclut pas
la possible pathogénicité de la mutation p.S15C. En effetpeart s’attendre a une
localisation normale de la protéine, mais avoir des défautslgmisation, ou des défauts

fonctionnels.

L'étude de polymérisation semble montrer une différence intéressdlietesuggere que la
protéine mutée ne se dimérise pas correctement. (Figure 31). Cettedest d’'autant plus
intéressante que c'est la partie N-terminale de la protéine qui efjuég® dans la

dimérisation. Il semblerait donc envisageable que la protéinéenadit bien adressée au

reticulum mais que le peptide signal ne soit ensuite pas ctigése de la mutation. En effet,
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d’un cbté, la protéine mutée est localisée au niveau du retiaukigré la modification de la
séquence du PS (voir études de localisation en immunofluorescénge)autre coté, la

mutation semble étre associée a des anomalies de dimérisation dé&ilaepators que la

dimérisation de la protéine fait intervenir une interaction entre [esmrtes N-terminales de
deux protéines Casg2. Il est a noter également que la partie C-terjoumalun role apres la
dimérisation pour former des tétrameres, et que I'étiquette HB-Emminale peut géner de
facon artificielle cette polymérisation. Une seconde limite de ce résgltda différence de

protéines déposée dans les puits lors du WB. Il est prévu deargexn conditions non
dénaturantes en plus grande quantités, et de doser les protéimegopvoir adapter les
dépbts.

Pour documenter I'absence de clivage ou non du peptide signalpietéine Casg2 mutée
p.S15C, il prévu de réaliser le séquencage de la partie N-terminale des@aggge et mutée
par spectrométrie de masse. Dans ce sens, jai mis au point l®cqgbeo

d'immunoprécipitation de Casqg2, qui permet d’obtenir la protgindiée en quantité (Figure
32). Ce projet est prévu en collaboration avec la plateforme dsoprimjue EDyP du CEA de

Grenoble.

Au terme de cette deuxieme partie de ce projet, jai donc pu réaliser défestndes a I'aide
de deux constructions plasmidiques l'une contenant la ségusauvage et I'autre mutée
p.S15C de Casg2. Il semble que cette mutation pourrait affecter é&ightron de Casq2.
Toutefois, les approches réalisées ne permettent pas de démortregréitiede un impact de
la mutation au niveau protéique. Le résultat du séquencageariizal pourra conclure a un
clivage normal ou anormal du peptide signal pour la protéinéentans le cas d’un clivage
normal, cela n’exclurait pas I'impact pathogéne de la mutatioh5ESEn effet, méme si

I'hnypothese d’une altération de I'épissage reste peu probable comntemantrées les
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analysesn silico, on peut imaginer qu'une partie de la protéine n'est pas raeopar la
SRP, reste dans le cytosol, puis est dégradée. Seule la fractiectement adressée

pénetrerait dans le RE et serait détectable en spectrométrie.

Ce travail a donc permis de valider des outils bioinformatiguesseront utilisable de
maniere systématique au laboratoire de Biochimie Génétique Nuilécde Grenoble, pour
le géneCASQ2dans un premier temps, et pourra éventuellement étre étendu a d’angss ¢
L'étude des transcrits leucocytaires permettra, en conjonction avec liuaeinigéne, une
validation fonctionnelle des altérations d’épissage mises en €eidenilico. Enfin, le clone
de CASQ2sera utilisé pour étudier d’autres mutations faux-sens, des ameroagtagénese

dirigée ont déja été dessinées pour étudier les variations c.A18384A>G, ¢.545T>C.
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CONCLUSION

THESE SOUTENUE PAR : Sarrabay Guillaume

TITRE : Etudes de variants du géne de la calséquestrine de type 2 (CASQ2).

La tachycardie ventriculaire polymorphe catécholaminergique est une pathologie rythmique
cardiaque héréditaire d’un pronostic sévére avec une mortalité 4 50 % avant 40 ans. Le
diagnostic présymptomatique des apparentés de sujets atteints permet la mise en place d’un
traitement préventif et donne donc toute sa place 4 1’étude génétique pour cette pathologie. Le
géne CASQ2 auquel je me suis intéressé dans cette étude fait partie des principaux génes
impliqués dans cette maladie. Il code une protéine localisée dans le reticulum sarcoplasmique
des cardiomyocytes et qui est impliquée dans le stockage et la libération du calcium. Les
mutations associées au geéne CASQ2 sont de nature hétérpgéne, des mutations faux-sens, non-
sens, des microdélétions et des mutations d’épissage étant décrites. La caractérisation et
. Pinterprétation des variations identifiées en diagnostic peuvent étre délicates lorsqu’il s’agit
de nouvelles variations non répertoriées dans-la littérature. Certains outils bioinformatiques
vont aider 2 leur interprétatiqn, mais en définitive seule une étﬁde fonctionnelle permettra de

déterminer le caractére pathogéne ou non d’une variation.

Une premicre partic de mon travail a consisté & recenser les mutations du géne CASQ2 mises
en évidence au laboratoire de Biochimie Génétique. et Moléculaire de Grenoble, des années
2007 a 2013. Je me suis particuli¢rement intéressé aux conséquences sur 1’épissage des
variants identifiés. J’ai utilisé des outils bioinformatiques pour déterminer leur impact de
maniére prédictiire, en utilisant des recommandations récentes issues du groupe de travail sur
I’épissage de I’ Association Nationale des Praticiens de Génétique Moléculaire (ANPGM). 1l

apparait que pres de la moiti¢ des variations qui ont été identifiées au laboratoire altérent
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I’épissage de ’ARNm de CASQ2. J’ai validé Putilisation de I’algorythme proposé p-ar
I’ANPGM pour les mutations identifiées au laboratoire et j’ai en particulier étudié une
variation intronique profonde de signification inconnue, ¢.838+881>G, gféce a I'utilisation

d’un minigéne, ce qui a permis d’écarter le réle pathogéne de ce variant.

Dans un second temps, je me suis intéressé 4 la variation faux-sens ¢.44C>G (p.S15C) située
dans le peptide signal de Casq2. Aprés avoir réalisé¢ un clonage de I’ADNc de CASQ2, j’ai
réalisé différentes études cellulaires dans un modé¢le de surexpression, qui n’ont pas permis de
montrer un impact de la mutation p.S15C sur l’expressibn, la localisation, ou le trafic de la
protéine. Néanmoins, il semblerait que la mutation p.S15C altére la capacit¢ de
polymérisation de la protéine Casq2. Les investigations sont encore en cours, avec en
pérspective la caractérisation de l’extrémité.N-terminale de la proteine, en collaboration avec
la plateforme d’Etude de la Dynémique des Protéomes (EDyP, CEA), afin de d’¢tudier la

persistance du peptide signal de la protéine mutée.

Au total, ce travail a permis de valider l'utilisation d’outils permettant des prédictions
bicinformatiques sur I’'impact que peuvent avoir des; variants du géne CASQ?2 sur I’épissage.
- Un clone de l’ADNc‘ de CASQ2 a également été développé, permettant I’étude ultéricure de
mutations faux-sens identiﬁées au laboratoire de Biochimie Génétique et Moléculaire de

Grenoble,

VU ET PERMIS D'IMPRIMER
Grenoble, le 3} 10 l’&ﬂ’\}

LE PRESIDENT DE LA THESE

PROFESSEUR
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Annexe 1 : Séguences des amorces de PCR et séguencage utilisées
Exon 01F  TGTAAGGTATCTGGGGCTTG
Exon 0IR  TGGCCAAAGGCATTCCCTCGG
CASQ 2eF CTGAATCATCCTTCCCCTGA

Exon 02Rb  TTTTCCTTTTGCAAGACACATTC
CASQ_3eF AATCCTGACCCCACTGTCAC
CASQ_3eR CAGGTTCTCCAGCTTGTCCT
Exon 04F  TACAACTTCCCTCCAATGCACTCT
Exon 04R  AGAGGTGCTGAAGACCCATC
CASQ_5eF GGGGGAACTATGGGCTTAAA
CASQ 5eR GGGTCATCACTTTTCCTTGG
CASQ 6eF GCTCTTGGCAGGTCTGAAAT
Exon 06R  GTTCTGTACTGCTGGGGTACT
Exon 7bF  GAGCAGGTCTGTTTCCTTAG
Exon 7bR  TGAGCCGTCGTACCCAATCTGTC
Exon 08F  CATTCCAGCTTCTGAGTCCCTGTC
Exon 08R  CCAATATCTTGCAGTTGCATTG
exon 09Fe  CAAGAGATCGCACAGGATCA
exon 09Re ACGCAATCATGAGGTTGTGA
Exon 10F  CCAAGTCTTCAATTTGCTAAGT
Exon 10R  CTGGCAAGTTTCCTTGAGCAG
Exon 11F GGGCACTCAGCATAGCTATTC
Exon 11R  GCTAAGTGGGATTGCTGCAT
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Annexe 2: Amorces du plasmide pClneo

PCINEOF :5 -GTT CAATTACAG CTCTTAAG -3

T3R :5 - ATT AAC CCT CACTAAAGG G -3’

Annexe 3: Amorces de clonage dBAS0O?2

Ca2rnaF : 5’ - CAG CCT GTC TGC TCT CTCCT -3

Ca2rnaR : 5 - AAG TTT GCT TCC AAG GCT GA -3

Annexe 4 : Séguences des amorces sens Ca2HA F et anti-sens Ca2HA R:

CaZHA F : 5" - AAAAGCGGCCGCCCACCATGAAGAGAACTCAC -3’

Ca2HA R:

S'GATGACGATGATGATGAATACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTTAACTCGAG

TTTT -3
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Résumé :

La calséquestrine de type 2 (Casg2) est la protéine majeure de chélatialtium dans le
reticulum sarcoplasmique dans le muscle cardiaque. Elle est ud@lidans une sévere
pathologie  rythmique  héréditaire: la tachycardie ventriculaire  polymeorp
catécholaminergique. Les mutations @ASQ2 identifiées a Grenoble au laboratoire de
Biochimie et Génétique Moléculaire de 2007 a 2013 ont été recensé@mpact sur
I'épissage des mutations introniques et faux-sens a été évaludisamtutes logiciels de
prédiction. Deux mutations deASQ2 ont fait I'objet d’'une étude fonctionnelle: ¢.44C>G ;
p.S15C localisée dans le peptide signal, et ¢.838+88T>G, utetiom intronique pouvant
affecter I'épissage. Les prédictions silico n'ont pas mis en évidence d'altération de
I'épissage pour les variations faux-sens testées mais il apgaeala moitié des mutations
identifiées au laboratoire ont un impact sur I'épissage. satibn d’un minigéne sauvage et
muté en 838+88T>G a permis I'étude des transigritétro et n’a montré aucun impact sur
I'épissage. La mutation p.S15C a été étudiée in vitro par expnesstopique. Cette mutation
ne semble pas affecter la localisation de Casg2 dans le reticulum. dachrey I'étude de
polymérisation suggérait un défaut de dimérisation de la protéiteenien que ce résultat
soit a confirmer. En conclusion, ces résultats n'ont pas pu prdavpathogénicité des
mutations p.S15C et 838+88T>G mais ont permis de valideoaeeaux outils pour I'étude
fonctionnelle des variations qui seront identifiées au ktboe.

Abstract:

Cardiac calsequestrin (Casg2) is the major calcium storage protehlme isatcoplasmic
reticulum of cardiomyocytes. It is involved in catecholaminemptymorphic ventricular
tachycardia, a severe inherited arrythmogenic disoidABQ2 mutations identified from
2007 to 2013 in the Molecular Genetic Laboratory of Grenuldee gathered and splicing
effects of intronic and missense mutations were evaluated wébicgion softwares.
Functionnal analysis of tw€ASQ2 mutations was performed: p.S15C, a missense mutation
in the signal peptide, and ¢.838+88T>G, a deep intronicatioat possibly involved in
splicing defect.In silico predictions did not detect any splicing effect for the missense
mutations but half of the mutations identified in the latmsawere shown to affecASQ2
splicing. Wild-type and mutant ¢.838+88T>G minigeneitro analysis showed no splicing
defect. Wild-type and p.S15C mutant were analyzed after cell tmaesfections.
Immunofluorescence studies, immunoblots, and glycosylatighes showed no effect of the
p.S15C mutation. Polymerization studies suggested a datien defect for the mutant
protein, although this results needs to be confirmed. Irlgsion, these results could not
prove the pathogenicity of the p.S15C and ¢.838+88T>G musdbonallowed the validation

of new tools for further functional analysis in the laboratory.



