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RESUME

Des études de liaison et d’association génétiques ont permis d’identifier certains des
facteurs de risque génétiques aux maladies inflammatoires de I’intestin (MII) dans la
région chromosomique 3p21. Dans cette région, le polymorphisme nucléotidique simple
(SNP) codant non-synonyme du géne MSTI, rs3197999, encodant pour la mutation
R689C, a été associé et répliqué a la fois a la colite ulcéreuse (CU) et a la maladie de
Crohn (MC). Un autre SNP, corrélé a des SNP codants non-synonymes du géne MSTIR,
a également été associé a la MC. Afin de déterminer si d’autres variantes des génes MST'1
et MSTIR sont associés a la CU, nous avons testé pour association des SNP de ces génes.
Seul un proxy de R689C a montré un signal d’association significatif aux MII, ce qui
suggere que R689C est la variante causale aux MII dans le géne MSTI. En cherchant a
déterminer si la région 3p21 contenait plusieurs signaux d’association mutuellement
indépendants, trois SNP ont été identifiés comme possible facteurs de risque
indépendants, et ont ét¢ génotypés dans des cas de CU et de MC et des témoins, puis nos
résultats d’association ont été combinés a ceux provenant de trois autres cohortes
indépendantes. Les trois SNP, R689C (MST1), rs6802890 et rs7629936 (CDHR4), sont
associés aux MII, mais une étude d’association conditionnelle suggére qu’il existe en fait
deux signaux d’association mutuellement indépendants dans la région 3p21. Le signal
principal provient de R689C, une mutation de la protéine MSP. Cette protéine a un rdle
dans I’inflammation chez les macrophages murins, et la migration, la cicatrisation et la
survie chez les cellules épithéliales. Dans cette étude, le role de la MSP a été investigué
dans des modeles de macrophages humains et de cellules épithéliales de colon, et seule la
phosphorylation d’AKT, un acteur dans la voie de signalisation de la survie cellulaire, a
¢té modulée par la MSP dans nos modeles. Ce projet a donc permis d’apporter des
connaissances sur les facteurs de risques génétiques aux MII dans la région 3p21, en
identifiant 2 signaux d’association indépendants, et en nous informant sur le role de

MST1I, duquel provient le signal d’association principal, chez les cellules humaines.



Mots clés: 3p21, MSTI1, MSTIR, association, méta-analyse, maladies
inflammatoires de I’intestin, colites ulcéreuses, maladie de Crohn, phosphorylation
d’AKT.
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ABSTRACT

Linkage studies and association studies allowed the discovery of some of the genetic risk
factors of inflammatory bowel disease (IBD) in the chromosomal region 3p21. In this
region, the non-synonymous coding single nucleotide polymorphism (SNP) rs3197999,
situated in the géne MST1 and encoding for the mutation R689C, has been associated to
UC and CD multiple times, and an other SNP, correlated to non-synonymous coding
SNPs in the gene MSTIR, has also been associated to CD. In order to verify if other
variants of MST1 and MSTIR are associatied to UC, we tested the association of some of
their SNPs. Apart from R689C, only its proxy showed a significative association signal to
IBD. It suggests that R689C might be the causal variant of IBD in the region 3p21. In the
aim to determine if the region 3p21 has multiple independant association signals, 3 SNPs
have been identified, from the results of a published meta-analysis of UC genome-wide
association studies, as being possibly independant risk factors for UC based on their
correlation. Their association to IBD and their independance have been tested by
genotyping them in a cohort composed of controls, and UC and CD cases. The results of
the association tests have been combined, in a meta-analysis, to the results of 3 other
independent association studies. The 3 SNPs, R689C (MST1), rs6802890 and rs7629936
(CDHRA4) are associated to IBD, but the results of the subsequent conditional association
tests suggest that there is only 2 independant association signals in the region 3p21. The
main signal is raising from R689C, a mutation of the protein MSP. According to
published studies, this protein has a function in the inflammation in murine macrophages,
and also in the scattering, wound healing and survival of epithelial cells. In this thesis,
we investigated the role of MSP in human macrophage models and in human célon
epithelial cells, and it has been show that MSP modulates the phosphorylation of AKT,
an actor in the pathway of cellular survival. This project brought some knowledges about
the IBD genetic risk factors in the region 3p21. We identified 2 independent association
signals to IBD in this region, and the main signal is coming from a SNP in MST1, a gene

which has a role, based on our results, in the survival in human c6lon epithelial cells.
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CHAPITRE 1

1. INTRODUCTION

1.1 LES MALADIES INFLAMMATOIRES DE L’INTESTIN

1.1.1 Généralites

Les maladies inflammatoires de I’intestin (MII) (OMIM #266600) rassemblent deux
maladies chroniques et récurrentes se présentant sous forme d’inflammation du tube
digestif; la maladie de Crohn (MC) et la colite ulcéreuse (CU). Elles affectent ensemble
une personne sur 250 dans les pays industrialisés [1]. Les premiers symptomes, soit des
crampes abdominales chroniques accompagnées d’une diarrhée importante et de
saignements intestinaux, se développent surtout chez les jeunes adultes. Ces symptomes
causent aussi une déficience de 1’absorption des nutriments au niveau des intestins et
menent éventuellement a une perte de poids, de ’anémie et des carences alimentaires qui
hypothéqueront considérablement la santé des patients [2]. De plus, 10 a 15% des
patients requerront une ablation partielle des intestins a cause d’une inflammation trop
persistante. Enfin, ces maladies peuvent €galement affecter les patients de manicre
indirecte puisque ceux-ci sont plus sujets a une détresse psychologique, telle que la
dépression et I’anxiété, et plus a risque de développer un cancer du colon. Les MII ont

donc des répercussions importantes sur la vie des patients et leurs proches [3].

Bien qu’elles partagent de nombreux symptomes, la MC et la CU ont quelques
particularités qui leur sont propre. La MC présente une inflammation transmurale, avec
des ulcérations qui peuvent créer éventuellement des fistules. Ces dernicres sont des
ouvertures entre le lumen de I’intestin et d’autres organes, le péritoine ou I’extérieur du
corps. Le développement de ces fistules peut mener a des infections péritonéales, de
méme que toucher des organes et affecter leur fonctionnement. De plus, la muqueuse

intestinale est envahie de granulomes, des amas de macrophages et de cellules



inflammatoires. L’inflammation est discontinue, pouvant toucher tout le tube digestif, de
la bouche a I’anus, mais affecte surtout I’intestin gréle, et plus particuliérement 1’iléon [2,
3]. Pour la CU, I’inflammation est superficielle et se limite a la muqueuse intestinale.
Cette derniere est couverte de petites ulcérations et est trés fragile dii aux infiltrations de
neutrophiles dans les tissus. De plus, I’inflammation progresse généralement de fagon
continue du rectum vers le colon descendant. De nombreuses autres affections peuvent
¢galement se présenter chez les patients souffrants de la MC ou de la CU, comme
I’arthrite, la cholangite sclérosante, et I'uvéite [3]. Malheureusement, bien que les
traitements soient efficaces pour soulager les symptomes de ces maladies inflammatoires,
ils ne les guérissent pas, les symptomes revenant souvent entre des phases de rémission.
Les MII sont des maladies complexes et a ce jour, beaucoup d’efforts sont déployés en
recherche afin de mieux identifier les facteurs génétiques et environnementaux qui

menent au développement de ces maladies complexes que sont les MII.

1.1.2  La réponse inflammatoire

Le systeme digestif est un organe complexe indispensable dans [’absorption des
nutriments nécessaires au bon fonctionnement du corps. La figure 1 montre la structure
des tissus intestinaux. Le tissu intestinal se compose de trois grandes couches : la séreuse
qui est en contact avec l’intérieur du péritoine, la sous-muqueuse qui contient de
nombreux muscles lisses, et la muqueuse, qui est en contact avec la lumiére de 1’intestin.
Comme c’est la muqueuse qui est en contact avec les aliments et les micro-organismes,
c’est également dans cette couche que I’on retrouve le plus de cellules ayant une fonction
immunitaire ou un role dans I’absorption. Les entérocytes absorbent les nutriments, les
ions et I’eau ingérée, et également sécrétent les immunoglobulines A qui leurs ont été transférées
par les lymphocytes B des tissus lymphoides associés a I’intestin. Les cellules de Paneth sécretent
des lysozymes pour la défense de 1’héte. Les cellules de Goblet produisent des mucines, qui

seront dissoutes dans I’eau sous forme de mucus intestinal. Ce mucus sert a limiter 1’introduction

des microorganismes dans la paroi intestinale, et aussi a lubrifier cette paroi. Le mucus contient



¢galement des immunoglobulines et des protéines sécrétées par les entérocytes et les cellules de
Paneth. Enfin, le tissus de la muqueuse est également infiltré de macrophages résidents ainsi que
de neutrophiles qui ont pour réle de limiter 1’intrusion des microorganismes qui ont traversé la

barriére épithéliale.
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Figure 1: Structure des tissus intestinaux.
A) shéma des villi de 1a muqueuse (i) exposés au lumen de P’intestin, entouré de la

sous-mugqueuse (ii), de deux couches de muscles lisses (iii-iv) et de la séreuse (v). B)
Détails de I’épithélium des tissus intestinaux. C) Schéma des cellules retrouvées a la
surface des plaques de Peyer. D) Schéma des cellules de Paneth retrouvées dans les

cryptes entre les villi. Modifié a partir de Budarf et al., 2009 [4].

Outre les cellules des tissus du systéme digestif, ce dernier comprend également un trés
grand nombre de microorganismes commensaux, qui contribuent également a fournir a
notre corps des nutriments, a digérer certaines molécules complexes et a produire les
vitamines que 1’on ne peut pas produire [5]. Ces alliés, introduits dans notre organisme

progressivement trés tot dans I’enfance, sont tolérés par notre systéme immunitaire lors



du développement de celui-ci. Leur présence dans la lumicre de I’intestin ne déclenche

en général aucune réaction inflammatoire.

L’intrusion de ces micro-organismes est limitée par des barriéres physiques telles que le
tissu épithélial, dont les cellules sont jointes entre elles par des jonctions serrées, et par le
mucus. Cependant, il arrive parfois qu’un de ces micro-organismes commensaux, ou
encore un pathogéne, franchisse cette barricre. Une réponse immunitaire innée est
immédiatement mise en branle afin d’¢éliminer cet organisme étranger. Les antigenes sont
présentés par des cellules dendritiques aux macrophages résidents dans les tissus
intestinaux et aux neutrophiles. De plus, les cellules M absorbent les antigénes dans le
lumen et les tranférent par transcytose aux lymphocytes T sur leur coté basolatéral. Les
cellules immunitaires, qui reconnaissent les antigénes étrangers via des récepteurs
spécialisés (pattern-recognition receptors, PRR) vont tenter d’éliminer les micro-
organismes par phagocytose et par la libération d’agents oxydants et antimicrobiens. De
plus, elles libérent également des cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a, qui
recrute au site d’inflammation des neutrophiles et des macrophages circulants, et IL-10,
qui aide a la différenciation des lymphocytes T naifs en lymphocytes régulateurs. Ces
lymphocytes régulateurs inhibent la fonction pro-inflammatoire des lymphocytes

effecteurs, et éventuellement permettent a 1’inflammation de s’éteindre [4].

Chez les patients souffrant d’'une MII, I’inflammation ne réussit pas a s’estomper et
devient chronique, causant ainsi une production accrue de cytokines pro-inflammatoires,
comme IL-23, qui différencient les lymphocytes T naifs en lymphocytes de type Thl et
Th2. Ces lymphocytes pro-inflammatoires recrutent respectivement des lymphocytes T
effecteur et des lymphocytes B différenciés. Eventuellement, la production de cytokines
comme IL-6 et IL-12 par les cellules dendritiques et les macrophages ménent a la
transformation des cellules T régulatrices en cellules pro-inflammatoire ayant un
phénotype Thl7 [6]. Les cytokines produites par les Thl7 recruteront d’autres

neutrophiles dans la muqueuse inflammée. Traditionnellement, on retrouve une réponse



de type Thl et Th17 en général chez les patients atteints de MII, et les patients atteints de
colite ulcéreuse expriment des cytokines typiques d’une réponse Th2 [7, 8]. En effet, on
observe que la réponse inflammatoire chez les patients souffrant de MII méne a des
infiltrations progressives de neutrophiles et de lymphocytes T et B effecteurs, qui

détruisent peu a peu les tissus.

1.1.3  Les facteurs de risque environnementaux

On en sait encore trés peu sur [’étiologie des MII, mais quelques facteurs
environnementaux ont été mis en question dans les premicres études épidémiologiques
menées sur ces maladies. Entre autre, la hausse du nombre de cas dans les pays
industrialisés lors de la deuxiéme moitié¢ du 20° siécle, et en particulier dans les milieux
aisés des villes, la ou I’eau potable est disponible [9], a soulevé I’hypothése qu’une
exposition en bas dge a un environnement trop hygiénique ne permettait pas a notre
organisme de développer une tolérance aux micro-organismes qui se retrouveraient
naturellement dans notre corps [10]. Ceci a été suggéré par la corrélation entre une
diminution des lymphocytes T matures dans les plaques de Peyers chez les animaux
¢levés dans un environnement sans germes, et une déficience de la tolérance orale [11].
Cette hypothése est entérinée par les tests microbiologiques, effectués sur les patients, qui
n’ont pas permis de détecter chez eux de pathogene en particulier qui causerait la maladie.
Des ¢études ont également suggéré que le fait de ne pas avoir été allaité au sein, de
consommer la pilule contraceptive, d’avoir des changements de diéte ou d’environnement
contribuait a augmenter les risques de développer une MII, mais aucune de ces études n’a
été répliquée de fagon significative [12]. Des études ont cependant démontré que la
consommation de cigarettes augmentait significativement le risque de développer la
maladie de Crohn, mais protégerait contre la colite ulcéreuse. Il a aussi été démontré que
I’appendicectomie aurait un effet protecteur significatif contre le développement de la

colite ulcéreuse [9].



1.1.4  L’épidémiologie génétique des Maladies Inflammatoires de
[’Intestin

Plusieurs études épidémiologiques ont suggéré que le risque de développer des MII
comporte une forte composante génétique. En fait, on s’attend a ce qu’une maladie
complexe ayant des facteurs de risque génétiques soit retrouvée plus fréquemment,
comparativement au reste de la population, chez différents membres d’une méme famille
puisque ces derniers partagent leur matériel génétique. On constate que 5 a 10% des
patients atteints de MII ont un membre de leur famille au premier degré atteint de 1’'une
ou I’autre des maladies inflammatoires de I’intestin. Comparé¢ au reste de la population, le
risque calculé pour un parent de développer la méme MII qu’un patient est de 10-20 fois
pour la CU et de 30-40 fois pour la MC[13]. Des études de jumeaux ont aussi contribué a
déterminer la part du risque qui est génétique. Pour la MC, 50 a 58% des paires de
jumeaux monozygotiques développeront tous les deux la maladie, contre 0 a 12 % chez
les paires de jumeaux dizygotiques. Pour la CU, c’est de 6 a 14% des paires de jumeaux
monozygotiques contre 0 a 5% chez les paires de jumeaux dizygotiques [13]. Ces études
¢pidémiologiques démontrent que la part du risque qui est due a la génétique est plus
importante pour MC que pour CU, mais également que ces maladies sont effectivement

apparentées, et qu’elles ont probablement des facteurs de risque génétiques en commun.

Finalement, il a aussi été observé que des gens issus de certaines origines ethniques sont
plus susceptibles que d’autres de développer une maladie. Pour les maladies
inflammatoires de l’intestin, nous savons que ces maladies, bien qu’ayant une grande
incidence dans les pays industrialisés, touchent plus les juifs ashkenazi que toute autre
ethnie dans ces pays. De méme, on observe une plus haute incidence chez les gens

originaire du centre de 1’Europe [12].



1.2 MII : LES ETUDES GENETIQUES

1.2.1 Les variations géenétiques chez I’Homme

D’apres les résultats du projet du génome humain, notre génome compterait environ 2.85
milliard de nucléotides [14]. Il a été suggéré qu’en moyenne, la séquence génomique
entre deux individus différe de 0,1%, ce qui représente environ une variation aux 1000
bases. Cette variation génétique est due soit a des insertions ou délétions de séquences
nucléotidiques de longueur ou répétition différentes (régions au nombre de copies
variable (CNV)), a des petits ¢léments répétitifs dont le nombre de répétitions varie d’une
personne a l’autre (microsatellites), ou a des changements ponctuels de nucléotides,
communément appelés single nucleotide polymorphisms (SNP). 11 est estimé qu’environ
90% des variations chez I’homme sont des SNP communs [15]. Les SNP sont beaucoup
plus utilisés dans les études génétiques récentes car le génotypage de ces variables
bialléliques est moins cofiteux, et les tests d’association sont plus faciles a analyser que

pour les variantes polyalléliques comme les microsatellites et les CNV.

La transmission des alleles des variantes génétiques dans le génome suit les lois
mendéliennes qui stipulent que les alleles sont transmis des parents aux descendants de
facon aléatoire. Cependant, des alléles de variantes génétiques adjacentes sont souvent
transmis conjointement étant liés physiquement sur une méme molécule d’ADN. On dit
que les alleles de deux variantes génétiques sont en liaison lorsqu’on observe une
déviation de I’indépendance entre deux alléles transmis des parents aux enfants. La
liaison donne lieu au déséquilibre de liaison (LD). On parle de déséquilibre de liaison
lorsqu’on observe, dans une population, une sur- ou sous-représentation de combinaison
d’alleles par rapport a ce qui est attendu par le hasard. La mesure du degré de LD entre
deux variantes s’évalue de plusieurs fagons, tel le coefficient de corrélation (%), qui
mesure la corrélation entre les alléles de deux variantes. Le LD est un concept tres

important dans les études d’association d’une variante a une maladie puisque la variante



associée peut elle-méme étre en LD avec la variante causale de la maladie. Le LD entre
les différentes variantes permet de tester indirectement I’association de plusieurs

variantes liées entre elles en n’en génotypant qu’une seule [16].

La nature d’une variante dans le génome a aussi son importance. Des variantes codantes
non-synonymes, c’est-a-dire induisant un changement d’acides aminés, ont été identifiées
comme la cause de nombreuses maladies mendéliennes rares, de méme que comme
facteur de susceptibilit¢ dans plusieurs maladies complexes [17]. Puisque qu’elles
modifient la séquence de la protéine, elles peuvent potentiellement avoir un impact
considérable sur la fonction de la protéine, en modifiant la structure tridimentionnelle, les
sites d’attachement du ligand ou du récepteur, les fonctions catalytiques, et bien d’autres.
Pour cette raison, ce type de variantes est trés recherché dans une région associée a une
maladie. Il a aussi ét¢ démontré que les variantes codantes synonymes ainsi que les
variantes introniques peuvent avoir un effet sur la stabilit¢ des ARNm et sur leur
épissage [18]. Les variantes situées dans le promoteur d’un geéne, dans les séquences non
transcrites en amont ou en aval d’un gene, ou dans des régions reconnues par des facteurs
de transcription peuvent également avoir un effet sur les niveaux d’expression d’un gene,
et ultimement sur la production de la protéine. Enfin, beaucoup de pathologies ne se
développent que par I’interaction de plusieurs variantes causales de méme qu’avec des
composantes environnementales [19, 20]. Ainsi, la composition des variantes présentes
chez un individu contribue & augmenter ou a réduire sa susceptibilité¢ a développer une

maladie ou un phénotype en particulier, comparativement a un autre individu.

1.2.2 Les études de liaison

Les premiers efforts pour identifier les composants génétiques des maladies
mendéliennes ont donné naissance a la cartographie de liaison (linkage mapping). Ce
type d’analyses convient surtout aux maladies simples ayant des facteurs de risque
génétiques rares qui ont un effet trés fort qui augmente considérablement les chances de

développer la maladie. Ce type d’analyse convient particulierement pour la cartographie



de variantes familiales. La cartographie de liaison consiste a étudier la transmission
conjointe de régions génomiques et d’une maladie dans une ou des familles en étudiant
les événements de recombinaison. Dans ce type d’études, plus il y a de générations dans
une famille, plus il y aura d’événements de recombinaison, et plus il sera facile de
circonscrire la région liée a un phénotype. Depuis 1996, les premicres cartographies de
liaison appliquées a la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse ont permis 1’identification,
d’aprés la base de données de geénes et de phénotype OMIM (Online Mendelian
Inheritance in Man), d’au moins 16 loci de susceptibilité aux MII [21-28]. Les liaisons
les plus répliquées sont pour les régions chromosomiques 3p, 3q, 5931, 6p21, 14q, 16¢cen
et 19p pour MC. Bien que la part génétique de la colite ulcéreuse soit moins importante
que pour la MC, les loci 3p, 6p21 et 19p sont aussi liés a cette maladie. Malheureusement,
certaines de ces régions sont longues de quelques dizaines de méga bases et contiennent
jusqu’a des centaines de génes. Il est donc difficile de déterminer quel sont les genes

conférant le risque aux MII dans ces régions.

1.2.3  Les études d’association

Les études d’association génétique tentent d’établir une corrélation entre les alléles d’une
variante génétique, comme un SNP, et le risque de développer une maladie ayant une
composante génétique. Dans ce but, la fréquence allélique de variantes génétiques ou la
fréquence des génotypes est comparée entre les cas et les témoins provenant d’une méme
population. Ce type d’étude permet une cartographie plus fine des régions grace au
concept de LD, mais est sensible a la taille et a la stratification de la population. Plusieurs
approches peuvent étre utilisées pour ce type d’études, soit par geénes candidats, par

régions candidates ou par une approche pangénomique.

Ainsi, des études d’association ont été utilisées afin de raffiner les régions de risque de la
MC. Les régions identifiées par cartographie de liaison ont été utilisées comme loci de
susceptibilit¢ aux MII par ces études d’association dans des cohortes de quelques

centaines d’individus. Par ce type de cartographie fine, le locus /BD5 (5q31) a pu étre
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raffiné & une région de 250 kb, et les variantes R701W, G908R et 3020c du gene
CARDI5 (16cen) ont pu étre clairement identifiées comme facteurs de susceptibilité aux

MII [29-31].

D’autres études d’association ont aussi été faites sur des génes candidats dont la
sélection était basée sur des prémisses, telles leur localisation dans des loci liés aux MII,
ou leur fonction et leur profil d’expression démontrant un réle potentiel du gene candidat
dans des mécanismes pathophysiologiques des MII. Finalement, la sélection d’autres
geénes candidats était aussi basée sur des phénotypes similaires aux MII causés par leur
mutation dans des modéles animaux. Toutefois, les connaissances sur la fonction de
nombreux genes et sur la pathogenése des maladies sont encore trop peu pour que
I’approche par géne candidat soit efficace pour trouver la majorité des facteurs de risques

génétiques d’une maladie.

Le développement de plateformes de génotypage a haut débit (Sequenom, Illumina,
Affymetrix) ainsi que de meilleures connaissances des variantes et des haplotypes
publiées par HapMap ont permis de tester 1’association d’un grand nombre de SNP
répartis dans tout le génome, donnant naissance aux études pangénomiques. Les SNP
utilisés dans ces études pangénomiques ont été sélectionnés afin de capturer une part
importante de la variabilité¢ génétique commune retrouvée dans les populations humaines.
Ces ¢études non basées sur des prémisses fonctionnelles et indépendantes des modeles
acceptés dans les MII ont ouvert de nouvelles portes pour identifier de nouveaux génes
candidats et processus pathophysiologiques. Ces études ont grandement contribué au

développement des connaissances sur la génétique de la maladie de Crohn.

Cependant, malgré de nombreuses études testant jusqu’a des milliers d’individus, les
dizaines de loci validés par ces études d’association par géne candidat ou pangénomiques
n’expliquent qu'une fraction du risque génétique observé des MII. Cela est peut-étre di

au fait que les MII sont des maladies complexes qui se déclarent suite a la présence de
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nombreux facteurs de risque génétiques ayant chacun un petit effet individuel, et que les
¢tudes pangénomiques manquaient jusqu’ici de puissance pour détecter ces derniers.
Dans le but de détecter les variantes ayant un faible effet, des consortiums internationaux
se sont formés pour augmenter la taille des cohortes afin d’augmenter la puissance des
études.

En effet, depuis 2008, quatre méta-analyses combinant les résultats de plusieurs études
d’association pangénomiques ont été publiées sur les MII, augmentant a 71 le nombre de
loci confirmés pour MC, et a 49 pour CU [32-35]. Jusqu’a maintenant, 1’héritabilité
expliquée serait d’environ 16% pour CU et 23.2% pour MC [32, 34]. Ce taux, encore
faible, pourrait étre expliqué par le fait que pour la plupart de ces loci, les variantes
causales ayant un effet direct sur le phénotype n’ont pas encore été identifiées.
Heureusement, pour certains loci, des variantes codantes non-synonymes ont ¢été
identifiées clairement comme variantes causales par des essais fonctionnels; par exemple,
un variant du géne d’autophagie /JRGM qui est reconnu par un microARN [36]. Mais pour
d’autres loci, qui ne contiennent qu’un gene, aucune variante codante non-synonyme n’a
encore été identifiée. Certains loci ne contiennent aucun gene, alors que d’autres en
contiennent des centaines. Les prochaines étapes importantes consisteront donc a
identifier des genes candidats dans ces loci, ainsi que des variantes candidates

susceptibles d’étre causales.

Pour ce faire, diverses techniques sont envisagées. Des ¢études d’association
d’expressions génétiques avec des marqueurs (eQTL) permettent d’identifier des
variantes associées a 1’expression d’un géne qui aurait un réle dans le développement des
MII. Aussi, le re-séquencage des loci associ€s pourrait permettre de trouver des variantes
additionnelles autant communes que rares associées aux MII dans une population, et ainsi
d’expliquer une partie de I’héritabilit¢é manquante. Enfin, la plupart des études
d’association pangénomiques rapportent le signal d’association le plus fort dans un locus,
alors que certains contiennent plus d’une variante causale, par exemple CARDIS5 et ses

trois variantes causales étant toutes des facteurs de risque indépendants a la MC [37].
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Une analyse du LD et des haplotypes dans ces régions et une analyse d’association
conditionnelle par régression logistique de différents SNP peut permettre de confirmer
I’indépendance de signaux situés dans un méme locus. Il est €également indispensable que
plus d’essais fonctionnels viennent corroborer les résultats des études d’association afin
de confirmer le role d’un geéne, ainsi que I’effet des variantes candidates sur la fonction

de ce géne.

1.2.4  Les voies biologiques impliquées dans la pathogénese des MII

Des essais fonctionnels ont ét¢ menés pour tester le role des génes associés jusqu’ici aux
MII. Ainsi, certains mécanismes menant au développement des maladies inflammatoires

de I’intestin ont été élucidés.

Entre autre, les geénes de 1’autophagie ATGI6L1 et IRGM ont été associés aux MIIL.
L’autophagie est une fonction des cellules permettant 1’¢limination de déchets ou de
micro-organismes qui sont dans le cytoplasme des cellules. Il a été démontré que les
cellules épithéliales intestinales et les cellules présentatrices d’antigénes (APC) des
patients porteurs de 1’allele de risque de ATGI6LI produisaient moins d’agents
antimicrobiens [38], et qu'un knockdown de IRGM résulte en une diminution de
I’autophagie de mycobactéries et de salmonelle chez les cellules épithéliales intestinales

[39-41].

CARDI1S5 est un autre exemple de geéne associé¢ a la MC dont la fonction a été étudiée. Ce
gene encode pour le récepteur de reconnaissance de patron NOD2 exprimés par les
cellules épithéliales des intestins. Des études ont démontrés que les patients porteurs des
alléles de risque ont une sécrétion déficiente de la cytokine IL-1beta produite par les
macrophages activés [42]. Or, cette cytokine aurait un rdle a jouer dans la perméabilité
des jonctions serrées des cellules épithéliales [43]. L’introduction des alleles de risque de

CARDI15 par transfection dans des cellules épithéliales intestinales a également provoqué
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un défaut d’activation de la voie dépendante de NF-kB lorsque les cellules étaient
stimulées a I’aide de ligands bactériens [44, 45]. Ces alléles provoquent donc une sous-
reconnaissance des antigénes, ce qui peut mener a un délai de la réponse inflammatoire

[40, 46].

De nombreux geénes ayant un role dans la différenciation des lymphocytes T naifs en
lymphocytes Thl et Th17, et dans la production de cytokines, ont été associés aux MII.
Par exemple, STAT3 et JAK, tous deux associés aux MII, sont des ¢léments clé dans la
signalisation sous-jacente a I’activation du récepteur IL23R, aussi associ¢ aux MII. Le
ligand d’IL23R, 1L23, est composé de deux sous-unités, dont ’'une IL12p40, est encodée
par ILI2B, un autre geéne associé. Les lymphocytes T naifs stimulés avec IL-23 sont
différenciés en lymphocytes Th17, qui produisent IL-22. Cette cytokine, également
associée aux MII, active ’expression de peptides antimicrobiens par les cellules
¢épithéliales des intestins, via une signalisation dépendante de STAT3. L’interféron-
gamma, encodé¢ par le géne /IFNG, aussi associé, est responsable de la différenciation des
lymphocytes T naifs en lymphocytes Th1l. Une accumulation de défauts dans 1’activation
de la réponse inflammatoire et dans la différenciation des cellules immunitaires pourrait

expliquer la réponse inflammatoire exagérée observée chez les patients ayant une MII.

Des dizaines de génes associés aux MII ont encore un role inconnu dans la pathogénése
des MII, et beaucoup de travail reste encore a faire pour les comprendre pleinement.
Certains mécanismes insoupgonnés, comme c’était le cas pour |’autophagie, ne

manqueront sans doute pas de nous surprendre.



1.3

LA REGION CHROMOSOMIQUE 3521 ASSOCIEE AUX MII

1.3.1 Etudes de liaison et d association dans la région 3p21
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Tableau I : Liste des études ayant publié un signal d’association dans la région 3p21.
Les études sont classées par ordre chronologique de la date de publication.

Année de » L. Valeur-p/ .
L Auteurs Type d'étude Cas / Témoins  Marqueur Locus Référence
publication Score LOD
D3S1076 0.0026
1996 |Satsangi et al. liaison 186 familles Ml 3p21 28
D3S1573 0.00021
2000  |Rioux etal. faison 1y cg trios i |P251786 15 40 3p21 27
pangénomique D351285
2001  |Paavolaetal. liaison 93 familles MIl [D352432  |1.68 3p22 26
2001 Hampe et al liaison 268 trios Ml D351304 1.65/1.40 3p26 47
peetal p3s1283 |0/ 3p24
- . D3S1297
2002 |Duerretal. liaison 178 trios Ml 0353525 3.69/1.40 3p26 48
2007 WTCCC GWAS 2000 MC/3000 ctl |rs9858542 |3.58x10® BSN 49
association
2007 Parkes et al. approche 1182 MC/2024 ctl | rs9858542 |4.9x10® BSN 51
candidate
2007 [Raelson etal owas  |azwiosme  |FOS2I6TS [L9M10° JCAMKY|
' rs1131095 |g.06x10° APEH
association 608 MC/670
2008 Beckly et al. approche rs1128535 | 0,002 (MC) | TRAIP 53
CU/1592 ctl
candidate
iati .
2008 |Goyette etal a:;s;;crfc:;n LISSMII/754  |rso858213 |148x10° | o] o)
' t1/1062 tri 3197999 N
candidate ctl/ ros s 7.25¢10
1841 CU/2935 ctl 3197999 [8.0x10° MST1
2008 [Fisher et al. GWAS /2935l rs X 56
1841 CU/4408 ctl |rs9858542 |1.3x10° BSN
2008 [Barrettetal méta-analyse [SSSSMC/6638 | 107009 |115x10™ | MsTL 33
' GWAs  |ctl/1339 trios X
assodiation 1, oc Mc/1103 1.25x10° CU
2008 Franke et al. approche cu/1817 ctl rs9858542 | , BSN 54
candidate 5.06x10" MC
2009 Imielinski et al. GWAS 2895MI1/7854 ctl |rs3197999 |2.41x10™* MST1 58
2009 Barrett et al. GWAS 2361 CU/5417 ctl |rs9858542 |7.0x10° BSN 55
éta-anal
2010  |McGovernetal.| ™€ g\;‘/;’; Y5€ 14702 cu/8371 ctl |rs3197999 |3.8x10° MSTL 35
2010 Franke et al. GWAS 1043 CU/1703 ctl |rs3197999 |0.024 MST1 57
éta- | MC/1
2010 [Frankeetal, | MEta-analyse [6333MC/15056 1 102009 |6 17x20" | MsTL 34
GWAS ctl
méta-analyse |6687 CU/19718 17
2011 Anderson et al. rs9822268 |1.60x10 APEH 32
GWAS ctl
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La région 3p21 a été liée et associée plusieurs fois aux MIIL. Le tableau I montre une liste

des études publiées qui ont détecté un signal d’association dans cette région.

Ainsi, la région 3p a été liée a la MC des la premicre étude de cartographie de liaison
pangénomique effectuée en 1996 [28]. Cette découverte a ensuite été répliquée par
plusieurs autres cartographies de liaisons [26, 27, 47], et par des études d’association

avec microsatellites tentant de définir la région exacte d’ou provient ce signal [47, 48].

Par la suite, en 2007, deux premieres études d’association pangénomique indépendantes
[49, 50] ont détecté des signaux d’association a la MC pour des SNP de la région 3p21,
rs1131095 et 19858542, confirmant les résultats de liaison des études précédentes pour
cette région. Le signal d’association au SNP rs9858542 a ensuite été répliqué dans une
¢tude d’association par locus candidat [51]. Malheureusement, le SNP rs9858542, situé¢
dans le géne BSN, induit un changement d’acide aminé synonyme dans une protéine
n’ayant pas un rdole dans I’immunité ou la pathogeneése des MII. Cependant, plusieurs

autres genes dans ce locus sont intéressants.

Par la suite, dans le but d’identifier les véritables variantes causales dans ce locus, une
premiére étude d’association par génes candidats a été publiée par notre laboratoire [52].
En effet, afin de réduire la région étudiée, un premier raffinement de cette région avait été
effectué en chevauchant les régions liées dans les études de cartographie précédentes,
résultant ainsi en une région de 30 Mb contenant plus de 400 génes. Ensuite, une
sélection de 12 geénes candidats dont la fonction ou le profil d’expression dans la
littérature démontrait le plus de liens avec I’immunité, I’inflammation, les intestins ou les
MII, a été faite. Des 89 SNP couvrant la variabilité génétique commune de ces genes
candidats, 5 SNP montrant une association nominale ont été testés en réplication. Quatre
SNP ont répliqué ’association et ont été associés a la fois a la CU et la MC, indiquant
que cette région de susceptibilité est partagée pour ces deux maladies. Cette premiére

¢tude a permis de déterminer que ces signaux d’association définissent ensemble une
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grande région en LD de 1,2 Mb, et qu’il n’y a en fait qu’un seul signal dans cette région.
Enfin, le SNP ayant obtenu le signal d’association combiné le plus fort, rs9858213, est en
LD avec rs9858542, le signal répliqué dans ce locus. Une région définie par les SNP tres
corrélés avec ces deux SNP a permis de délimiter une région de 336kb dans laquelle a été
identifié¢ le SNP codant non-synonyme rs3197999, causant le changement R689C dans la
protéine MSP (macrophage stimulating protein) encodée par le géne MSTI (macrophage
stimulating ). Publiée au méme moment, une étude d’association indépendante a permis
d’associer a la MC un SNP corrélé a des variantes codantes non-synonymes du geéne
MSTIR dans la région 3p21 [53] et qui n’est pas en LD avec les SNP associés ci-haut. Par
la suite, une autre étude par approche candidate a répliqué le signal d’association a la fois
ala MC et ala CU du SNP rs9858542 [54], confirmant ce locus comme facteur de risque
génétique a la CU. Enfin, plusieurs études d’association pangénomiques aux IBD ont
répliqués dans différentes populations caucasiennes les signaux d’association aux SNP

rs3197999 et rs9858542 [55-58].

Enfin, depuis 2008, une vague de méta-analyses d’études d’association pangénomiques,
qui réunissent chacune des milliers de cas et pres du double de controles caucasiens, ont
¢été effectuées afin de donner plus de puissance aux études pour détecter les variantes
ayant un faible effet. Les valeurs-p d’association obtenues pour rs3197999 dépassent
grandement le seuil significatif pour une étude d’association pangénomique de 5x107, et
vont jusqu’a 6.17x10™"7 pour MC et 4.6x10™'® pour CU [32-35]. Plus particulié¢rement, des
analyses eQTL dans une méta-analyse de CU récente publiée par Anderson et al. [32]
pointent également vers MSTI comme geéne candidat dans la région 3p21. Ainsi, au
moment de débuter le projet d’étude décrit dans ce mémoire, MST] était 'un des
meilleurs génes candidats dans ce locus, car la nature de sa variante R689C en fait un
facteur potentiel de risque aux IBD. Enfin, le manque de LD entre ce signal d’association
et celui détecté dans le géne TRAIP suggére que la région 3p21 contient au moins deux

signaux d’association indépendants. Ce deuxiéme signal d’association est en LD avec des
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variantes codantes non-synonymes du gene MSTIR, ayant un role dans la méme voie de

signalisation que MST/et donc ayant une fonction intéressante.

1.4  MSTI, MSTIR, R689C

1.4.1 MSP

Le géne MSTI encode pour le précurseur de la MSP. Ce précurseur inactif de 78 kD, est
exprimé par les hépatocytes et est en libre circulation dans le sang. Lorsqu’il arrive a un
site d’une inflammation, le précurseur est clivé par I’un des facteurs de coagulation XIla,
Xla et la kallicréine, ou par la matriptase, une protéine exprimée a la surface des
macrophages ayant démontré une haute efficacité a cliver la pro-MSP [59, 60]. Une fois
clivée en deux sous-unités (alpha : 53 kD, et beta : 25 kD) qui demeurent liées ensemble
par un lien disulphure entre les cystéines 468 et 588 [61], la MSP devient active et peut

librement se lier a son récepteur, le Récepteur-d’origine-nantaise (RON).

La protéine MSP contient quatre domaines Kringle et un domaine sérine-protéase, ce qui
I’inclus dans la famille du plasminogeéne, de la prothrombine, de I’urokinase et de
I’Hepatocyte growth factor/scatter factor (HGF). Contrairement au reste de la famille des
protéines Kringle, la MSP de méme que le HGF, avec qui elle partage une homologie de
45% de sa structure, ont un site sérine-protéase inactif, di a trois changements d’acide-
aminés dans le site actif de ce domaine [62]. Malgré que ce domaine soit inactif, il permet
cependant a la sous-unit¢é beta de MSP de se lier avec une grande affinité
(EC50=0,25nM) a RON, bien que ce récepteur ait également une certaine affinité pour
I’unité alpha (EC50=16,9Nm) [63, 64]. La liaison entre ’'unité beta et le récepteur RON
s’effectue surtout via une pochette entourée de deux groupes d’acides aminés de charge

positive, composés des arginines 683, 687, et 689, ainsi que 637, 639 et 641 [65]. Ce site
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est extrémement conservé chez les mammifeéres [66], et il a déja ét¢ démontré par
mutagénese ponctuelle que R683 est essentiel a la liaison de la chaine beta de MSP avec
RON, ce qui suggere I’'importance de ces groupements d’arginine autour du site de
liaison de la MSP [63]. Enfin, bien que le site d’interaction entre ’unité alpha et le
récepteur RON reste inconnu, il a été démontré que seule la liaison entre RON et la MSP
sous forme d’hétérodimeéres (alpha/beta) permet une réponse biologique sous-jacente

commengant par 1’autophosphorylation du récepteur RON.

1.4.2 RON

RON est encod¢, a partir du géne MSTIR, sous forme d’un précurseur de 190kD. Ce
précurseur est clivé par les enzymes du réticulum endoplasmique, puis RON est exprimé
a la surface des cellules sous la forme d’un hétérodimere transmembranaire, ou 1’unité
alpha (40 kD) et I'unité beta (150 kD) sont liées par un lien disulphure [67-69]. Ce
récepteur est exprimé dans une grande variété de tissus et de cellules humaines, dont les
poumons, la peau, le colon, I’intestin gréle, les macrophages, le thymus, les oviductes et
les muqueuses nasales [67, 69-71]. Dans les lignées cellulaires humaines immortalisées,
RON est particulierement exprimé dans les carcinomes mammaires (T47D) [67], les
cancers du poumon (H249, H66, H596) [72] et dans les adénocarcinomes du colon (HT-
29, HCT-15) [73, 74]. La séquence d’acide-aminés de la protéine humaine RON est

homologue a 73,6% de son équivalent chez la souris [68].

L’unité¢ extracellulaire alpha contient une partie d’un domaine SEMA (sémaphorine),
dont le role probable est d’entremettre les interactions entre protéines. La partie
extracellulaire de la chaine beta contient 1’autre partie du domaine SEMA, mais aussi un
domaine PSI (plexine, sémaphorine, intégrine), dont I’implication dans 1’adhésion entre
les récepteurs a été suggéré [75]. En effet, il a été démontré que non seulement RON se
présentait a la surface des cellules sous forme de dimeres, mais qu’il était également
capable d’interagir avec d’autres types de récepteurs : EPO, MET, lequel est le récepteur

de HGF, et IL-3R [76-78]. RON contient également dans sa partie extracellulaire un
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domaine IPT (Ig-like, plexine, facteur de transcription), qui semble avoir un rdle dans
I’immunité et le développement neuronal [75]. Le domaine intracellulaire tyrosine-kinase
de ce récepteur présente de nombreux résidus tyrosine qui ont des roles bien précis. Les
tyrosines 1238 et 1239, a la suite d’une stimulation avec MSP, permettent
I’autophosphorylation des diméres RON et ’activation de son site catalytique. Les
tyrosines 1353 et 1360 sont le site d’arrimage multifonctionnel de ce récepteur, 1a ou

commence la voie de signalisation sous-jacente [67, 79-81].

1.4.3 La voie de signalisation MSP/RON

La voie de signalisation sous-jacente a l’autophosphorylation de RON, suite a une
stimulation avec son ligand, active plusieurs processus trés divers, dépendamment du
type cellulaire étudié. Il a ét¢ démontré que le site d’arrimage multifonctionnel de RON
peut interagir avec diverses tyrosines kinases et protéines adaptatrices, tels que PLCy,
p85, She, Grb2, PBK et Src [79] (fig. 2). Ce sont des intermédiaires de cascades de
signalisation menant soit & 1’inhibition de I’inflammation, a la survie cellulaire, a la mort
cellulaire, a la motilité et 1’adhésion des cellules, a des changements morphologiques ou a
la résorption des os [82]. Il existe également d’autres effets de la stimulation de RON
avec la MSP, mais on ne connait pas les voies de signalisation empruntées. Globalement,
cette voie de signalisation semble avoir beaucoup d’effet sur I’inflammation, I’agressivité

des cancers et la cicatrisation.

En effet, il a été¢ démontré que MSP activait le role régulateur des macrophages et inhibait

I’inflammation. Les macrophages de souris stimulés avec la MSP phagocytent les
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MSP

Changement de morphologie
Adhésion

Motilité Résorption des os V
Inhibition de I'activité de NFkB 1 Survie
‘ Potentielinvasif des
Survie cellules cancéreuses

Figure 2: Voie de signalisation sommaire suite a la phosphorylation de RON aprés
la stimulation au MSP
Les fléches pleines représentent des liaisons directes entre les protéines, alors que les

fleches pointillées représentent des liaisons indirectes (Inspiré de Danilkovitch et

Leonard, 2001 [83]).

érythrocytes entourés par le complément C3bi [84], il y a inhibition chez ces cellules de
la production de iNOS et de NO [85-87], et transcription de IL-6 [88]. MSP peut aussi
agir comme chimio attractant pour ces cellules. Egalement, un prétraitement & la MSP de
macrophages murins stimulés avec un ligand bactérien comme LPS méne a une
répression de 1’activité de NF-kB dépendante du LPS, et il en découle une diminution de
la production de molécules pro-inflammatoires comme Cox-2, 1L12p40, IL12p35 et
TNF-a [88, 89]. Une stimulation a la MSP augmente aussi la transcription de 1’arginase,
un compétiteur de I’iNOS pour la L-arginine, le substrat qui lui sert pour la production de
NO [90]. Enfin, les macrophages sont pourvus a leur surface de la matriptase, une

protéase capable de cliver et ainsi d’activer la MSP [91]. La présence de cette protéine
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sur ce type de cellules suggere que la MSP pourrait avoir un rdle spécifique a accomplir

sur la fonction des macrophages.

Aussi, une fois MSP li¢ a RON, qui se présente a la surface des cellules sous forme de
diméres, ce dernier peut s’autophosphoryler et activer des voies propices a aider la
cicatrisation des tissus, mais également a exacerber 1’agressivité des cellules cancéreuses.
Il a été démontré que MSP protége les kératinocytes humains et murins contre 1’apoptose,
mais aussi induit chez ces cellules des réponses chimiotactiques et de la prolifération [92,
93]. Ces effets sont sans doute bénéfiques a la cicatrisation, d’autant plus que la pro-MSP
est clivée et activée par des facteurs de coagulation, donc sur des sites ou la barriére
épithéliale brisée nécessite la cicatrisation. MSP pourrait avoir un role dans la
cicatrisation en attirant les cellules épithéliales, en modifiant leur motilité vers la bréche,
et en favorisant leur survie et leur prolifération. MSP pourrait également attirer sur le site
les macrophages et ainsi promouvoir la phagocytose des débris et des micro-organismes
qui auraient pu pénétrer la barriere épithéliale. La surexpression de RON et de MSP dans
des exsudats de cicatrice de tissus épithéliaux chez les souris corrobore cette idée [70]. A
la lumicre de ces rdéles pour RON, il n’est donc pas étonnant que plusieurs études
affirment trouver une surexpression de RON dans une multitude de lignées cancéreuses.
La suppression de son effet anti-apoptotique et de croissance cellulaire lors de son

knockdown vient appuyer I’importance de RON dans I’agressivité de ces cancers.

1.5 HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Pour de nombreux loci associés aux MII, on ne connait toujours pas les variantes qui sont
les facteurs de risque pour ces maladies. Beaucoup de travail doit étre fait afin
d’identifier les genes candidats, les variantes causales, mais aussi la fonction de ce géne
et I’effet de la mutation causale sur cette fonction. Ce mémoire se concentre plus
particuliérement sur les signaux d’association détectés dans la région chromosomique

3p21.
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En effet, des signaux d’association aux MII dans la région 3p21 ont été¢ détectés pour des
variantes en LD avec les régions codantes des génes MSTI et MSTIR, encodant
respectivement MSP et RON. Le LD entre certains des signaux est trés faible, ce qui
souléve notre premicre hypothése que la région 3p21 contiendrait plusieurs facteurs

indépendants de risque aux MII provenant des genes MST1 et MSTIR.

Chez les macrophages de souris, il a ét¢ démontré que MSP avait un effet anti-
inflammatoire. Plusieurs études publiées montrent que MSP a aussi un effet sur la
migration, la cicatrisation des tissus et la survie cellulaire chez les cellules épithéliales.
Notre deuxieme hypothése est qu’un défaut de la voie de signalisation MSP/RON, nos
deux candidats, pourrait perturber la réponse inflammatoire ou la survie des cellules

intestinales chez I’humain et causer une MII.

De plus, la mutation R689C (1rs3197999) est située dans le site de liaison de MSP avec
son récepteur RON, alors qu’une mutation a un acide-aminé semblable a complétement
inhibé cette liaison. Notre troisieme hypothese est que la mutation R689C modifie la

fonction normale de la protéine MSP.

Ainsi, le travail décrit dans ce mémoire vise a la fois a identifier des variantes causales
potentielles dans la région 3p21, mais aussi a vérifier le role d’un des geénes candidats et
tester 1’effet d’une de ces mutations par essai fonctionnel. Plus précisément, les objectifs

sont :

1. Tester pour association d’autres variantes de MSTI/ et MSTIR, les deux genes

candidats dans la région 3p21.

2. Effectuer une méta-analyse d’¢tudes d’association et d’analyses conditionnelles

logistiques de trois variantes associées nominalement et peu corrélées entre elles
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qui ont été génotypées dans des études précédentes, afin de s’assurer de

I’indépendance des signaux d’association dans la région 3p21.

3. Tester in vitro I’effet inhibiteur de MSP, encodée par MST1, sur la transcription
de molécules pro-inflammatoire chez les macrophages humains dérivés des

monocytes du sang, stimulés avec un ligand bactérien.

4. Tester in vitro ’effet d’un traitement a la MSP sur la cicatrisation, la dispersion et
la phosphorylation d’AKT chez des cellules humaines de lignées immortalisées

d’épithélium du colon.

5. Produire une protéine recombinante MSP purifiée et activée a partir de la
transfection d’un plasmide commercial dans des cellules de mammifere et tester
I’effet de cette protéine sur la fonction normale de MSP sur un des modeles de

cellules humaines cités plus haut.

CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

1.3 CULTURE CELLULAIRE
2.1.1 Lignées cellulaires et milieux

Les lignées cellulaires humaines de monocytes THP-1 et HL-60, la lignée de cellules
humaines embryonnaires de rein HEK-293, ainsi que les lignées de cellules épithéliales
humaines du célon HCT-15, HT-29, et HCT-116 proviennent de la collection American
Type Cell Collection (ATCC) et ont été cultivées selon les méthodes et les milieux

suggérés par le fournisseur. Les cellules ont été cultivées dans des milieux contenant 10%
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de sérum bovin foetal (fetal bovine serum, FBS) et 1% de pénicilline/streptomycine.
Exceptionnellement, les HL-60 ont été cultivées dans un milieu contenant 20% de FBS,
et le milieu des THP-1 est additionné de 0,1% de B-Mercaptoéthanol. Les THP-1, les
HL-60 et les HCT-15 ont été cultivées dans un milieu RPMI 1640 Glutamax, les HEK-
293 dans du DMEM et les HCT-116 ainsi que les HT-29 ont été cultivées dans du milieu
McCoy’s. Toutes les cellules ont été cultivées en incubateur réglé a 37°C et 5% CO..
Les monocytes du sang ont été cultivés a I’incubateur dans du milieu Iscove's + 10% FBS

et 1% pénicilline/streptomycine.

2.1.2 Purification des monocytes sanguins et culture pour
différentiation en macrophages

Pour I’extraction de monocytes du sang, 80 ml de sang ont été prélevés sur deux
volontaires sains, par ponction veineuse, dans des tubes contenant comme anticoagulant
de I’acide ¢éthylénediaminetétraacétique (EDTA). Le sang a été dilué dans une solution
saline-Phosphate (PBS) (GIBCO, Invitrogen) dans une proportion de 3:5 , puis les
différents ¢léments du sang ont été séparés par gradient de densité avec du Ficoll-Paque
(GE Healthcare, 17-1440-02). Le sang dilu¢ a donc été déposé en aliquots de 12ml a la
surface de 3 ml Ficoll-Paque dans des tubes de 15 ml. Les tubes sont ensuite centrifugés
a 2000 rpm pour 30 minutes sans freins. Les cellules les plus denses (érythrocytes,
neutrophiles) se retrouvent au fond, et les globules blancs, moins denses, se retrouvent
entre la couche de sérum et la couche de Ficoll, formant une couche communément
appelée « buffy coat». Les globules blancs ont été récupérés a 1’aide d’une pipette
pasteur jetable. Au total, 10 ml de cellules ont été diluées 1:5 avec du PBS dans deux
tubes de 50 ml. Les globules blancs ont ensuite été centrifugés 10 minutes a 1500 rpm et
les culots de cellules rincés 3 fois avec 25 ml de milieu complet chaud. Ensuite, les
cellules ont été suspendues dans un total de 20 ml de milieu complet, distribuées dans 10
pétris Cellbind (Corning, Fisher) de 6 cm pour cellules adhérentes, et placées a

I’incubateur pendant 2 h30 min. Finalement, les pétris ont été rincés doucement 4 fois au
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PBS afin d’¢liminer les cellules non-adhérentes, et 2 ml de milieu complet ont été ajoutés
aux monocytes adhérents avant de les retourner a 1’incubateur. Pour 1’obtention de
macrophages, les monocytes du sang ont été différenciés pendant 7 jours a 1I’incubateur
avec des changements de milieu frais aux 2-3 jours. Les volontaires utilisés pour ce
protocole ont tous signé un formulaire de consentement approuvé par le comité d’éthique
de I’institut de Cardiologie de Montréal. Des macrophages humains ont aussi été obtenus
par un protocole de différentiation des monocytes THP1. Briévement, 8 x 10° cellules
THP-1 ont été ensemencées par pétri de 6 cm dans 2 ml de milieu RPMI complet. Afin
de les différencier, les cellules ont été traitées avec une concentration finale de 10ng/ml

de phorbol myristate acétate (PMA) (Sigma, P1585) et laissées a I’incubateur 48 heures.

2.2 TECHNIQUES DE BASE EN BIOLOGIE MOLECULAIRE
2.2.1 Extraction des protéines

Toutes les extractions de protéine ont ¢été faites selon le méme protocole. Plus
précisément, pour les cellules cultivées dans des plaques a 6 puits Cellbind (Corning,
Fisher), les cellules ont été rincées 2 fois dans du PBS, 300 ul de tampon de lyse (5 mM
HEPES, 1% Triton x-100, 4 mM EDTA, 100mM NaF, 10 mM Na3;VO4, 1% PMSF, 1%
Cocktail d’Inhibiteurs de Protéases (Sigma, P8340)) ont été ajoutés a chacun des puits,
puis les plaques de cellules ont été incubées sur glace pendant 30 minutes avant de
collecter les lysats cellulaires. Pour les culots de cellules, les cellules ont été rincées 2
fois dans 1 ml de PBS, les culots ont été suspendus dans 300ul de tampon de lyse, et les
tubes ont ¢ét¢ incubés sur glace pendant 30 min. Lorsqu’une évaluation de la
phosphorylation était prévue, le tampon de lyse a été additionné du Cocktail d’inhibiteurs
de Phosphatases 1 dans une proportion de 1 :100 (Sigma, P2850). Les lysats cellulaires
ont ensuite ¢été centrifugés 30 minutes a 4°C a vitesse maximale et les culots de débris
cellulaires ont été jetés. La concentration en protéines de ces extraits cellulaires a été

déterminée a 1’aide du kit BCA de quantification de protéine (Pierce, Thermo Fisher,
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23227) d’apres les indications du fabriquant et a 1’aide d’un lecteur de plaque & une

absorbance de 562nm. Les échantillons de protéines ont été conservés a -80 °C.

2.2.2  Immunobuvardage de type Western

Les immunobuvardages de type western ont été réalisés dans le but d’évaluer la quantité
de MSP recombinante produite ainsi que le niveau de phosphorylation de AKT induit par
la stimulation des cellules épithéliales du cdlon avec du MSP. Le protocole utilisé est tiré
des méthodes décrites dans le livre de référence Current Protocols in Molecular Biology
[94]. Pour chaque anticorps, les détails de I’'immunobuvardage sont décrits dans le
tableau III. Brievement, les extraits de protéines ont été transférés dans les puits d’un gel
SDS-Tris 8% acrylamide (voir tableau II), puis ont migré sous conditions dénaturante a
65mA pendant 1 heure dans un tampon SDS-TRIS 1X (0.025M Tris base + 0.192 M
glycine + 0,1% SDS).

Tableau II: Recette de réactifs pour la fabrication des gels d’acrylamide 8%.

Vol. Gel de Vol. Gel de

séparation superposition

(Bas) (Haut)
Acrylamide 30% 4 ml 650 ul
tampon Tris-Cl/SDS pH 8.8 4x (0,5 M Tris-Cl + 0,4 % SDS) 3,75 ml -
Tris-Cl/SDS pH 6.8 4x (1.5 M tris-Cl + 0,4 % SDS) - 1,25 ml
H,O 7,25 ml 3,05 ml
10% ammonium persulfate 50 ul 25 ul
TEMED 100% 10 ul Sul

Les protéines ont ensuite été électro-transférées sur une membrane de nitrocellulose
pendant 12 heures a 25V. Pour la détection de proté€ine, les membranes ont été incubées 1
ou 2 heures dans un tampon de blocage 5% lait dans du tampon TTBS (TBS 1X + 0,1%
Tween-20), ou 3% BSA dans du tampon TBS 1X (10 mM Tris-Cl pH 7.5 + 15 mM
NaCl ), suivi d’une incubation de 1 heure avec les anticorps primaires dirigés contre les

protéines d’intérét (Tableau III) dilu¢ dans le tampon de blocage. Les membranes ont été
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rincées 4 fois 10 minutes dans un tampon TTBS. Les membranes ont ensuite été incubées
pendant 1 heure avec un anticorps secondaire anti-lapin ou anti-souris étiqueté avec la
peroxydase du raifort (HRP, horseradish peroxydase) dilué dans un tampon de 5% lait
dans du TTBS, rincées 4 fois 10 min dans un tampon TTBS et une fois 20 min dans un
tampon TBS. Finalement les membranes ont été traitées a ’ECL  (PerkinElmer, NEL

10300IEA) pour révéler les protéines par chimioluminescence.

Tableau III: Description et détails des manipulations pour chacun des anticorps
utilisés dans les immunobuvardages.

. . Temps
Anticorps Source Tampon de blocage  Dilution .
d'incubation

Primaire, lapin 1gG anti-
huPhosphoAKT R&DAF887 3% BSA/TBS 1/5000 2h
Primaire, lapin IgG anti-
huAKT R&DAF2055 5% lait écrémé/TTBS 1/5000 2h
Primaire,souris 1gG anti-
Penta-Histidines Qiagen 34660 3% BSA/TBS 1/2000 1h
Secondaire, chévre anti-
lapin Cedarlane CLCC43007 5% lait écrémé/TTBS 1/5000 1h
Secondaire, lapin anti-
souris Pierce 31457 5% lait écrémé/TTBS 1/5000 1h

2.2.3 Réaction de polymérisation en chaine quantitative

Les cellules sont rincées doucement une fois au PBS, puis lysées dans 700 ul de tampon
de lyse RLT (Qiagen, RNeasy Plus Mini Kit, 74134). Les acides ribonucléiques
messagers (ARNm) ont été extraits a I’aide du kit RNeasy de Qiagen d’aprés la méthode
suggérée par le fabriquant, et quantifiés par la plateforme Bioanalyzer 2100 (Agilent)
avec le kit RNA 6000 Nano Reagents (Agilent, 5067-1511) . Pour chaque échantillon, 1
ug d’ARN a été utilisé afin de préparer une librairie d ADN complémentaires a I’aide du
kit High Capacity cDNA Reverse transcription (AB, 4368813). Afin de mesurer
I’expression des genes d’intéréts TNF-a, MSTIR, IL12B, CD-14 et CD-206, ainsi que du
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geéne de référence HPRTI (amorces : annexe C), une réaction de polymérisation en chaine
(PCR) quantitative a ¢été fait sur un instrument de PCR MX3005P (Stratagene), en
utilisant le kit Platinium SYBR Green qPCR Super-mix UDG (Invitrogen, 11733-046)
d’apres le protocole du fabricant. Les cycles de réaction de PCR sont décrits dans le

tableau IV.

Tableau IV: Cycles de PCR quantitatif

Nombre de cycles Température et durée

1x 95°C 10min

40x 1)95°C 30sec
2)60°C 1min

1x 1)55°C 30sec
2) 95°C 30sec

23 EVALUATION DE MODELES FONCTIONNELS

2.3.1 Expression de MSTIR dans les lignées cellulaires

Afin de vérifier ’expression du géne MSTIR dans les différentes lignées cellulaires
utilisées lors de nos essais, I’expression de I’ARNm a été évaluée par PCR quantitatif.
L’extraction des ARNm en triplicata d’'un million de cellules HL-60, THP-1, HT-29,
HCT-15, HCT-116 et HEK-293, la rétrotranscription et le PCR quantitatif ont été faits
tels qu’expliqués précédemment. Puisque dans une expérience préalable nous avions
déterminé 1’expression basale de MSTI/R chez les THP-1 différenciés en macrophages,
leur expression est utilisée comme base pour comparer les expressions de MSTIR chez

les autres lignées de cellules.
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2.3.2 Expression des genes pro-inflammatoires

Dans le but d’évaluer I’effet de la MSP recombinante sur une réponse inflammatoire
induite par un ligand bactérien (LPS) chez les macrophages, 2 modeles différents ont été
¢évalués. Les macrophages dérivés des monocytes circulants et de la différentiation des
cellules THP-1 ont été prétraités pendant 4 heures avec du milieu complet contenant ou
non 80ng/ml de MSP recombinante de type sauvage (R&D Systems, 352-MS/CF). Les
macrophages ont ensuite été stimulés par I’addition de milieu complet additionné ou non
de 10ng/ml de LPS (Sigma,L-2654). Apres 3 heures de cette stimulation, I’expression des
ARN des génes TNF-a, IL12p40, CD-14 et CD-206 ont ét¢ mesurés afin de déterminer le
niveau de différenciation des macrophages, et de mesurer la production de molécules pro-
inflammatoires. Des monocytes ou cellules THP-1 non-différentiés ont également été

lysés de cette maniére pour étre utilisés comme contrdle de différentiation.

2.3.3 Cicatrisation

Afin de mesurer ’effet de la MSP sur la motilité cellulaire, un modéle de cicatrisation
d’un épithélium dérivé de lignées de cellules épithéliales du colon a été utilisé.
Brievement, des cellules de lignée épithéliale du clon HT-29 ont été distribuées dans des
plaques a 6 puits, a grande confluence : 15 000 000 cellules/puits. Ces cellules ont ensuite
¢été cultivées pendant deux jours supplémentaires afin de s’assurer d’obtenir une couche
épithéliale confluente et différenciée bien réguliere. Aprés deux lavages au PBS a
température picce, les cellules ont été cultivées dans des milieux sans sérum pour 12h.
Puis trois blessures ont été faites dans 1’épithélium de cellules a I’aide d’un embout de
pipette P20 stérile, et trois égratignures perpendiculaires aux blessures ont été pratiquées
a ’aide d’une lame de rasoir sous la plaque, créant ainsi 9 intersections facilement
repérables pour nos observations ultérieures. Les cellules ont ensuite été lavées 2 fois au
PBS a température piéce afin d’éliminer les cellules détachées par les blessures, et
traitées avec soit 40ng/ml de HGF recombinant (R&D Systems, 294-HG/CF), soit
250ng/ml de MSP recombinante de type sauvage, ou portant la mutation C672A (R&D
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Systems, 4306-MS/CF), soit 10ng/ml de PMA, ou laissées sans traitement. Les photos
de six intersections différentes par puits ont été prises au temps zéro, 24h, 48 het 72 h, a
I’aide d’un microscope en contraste de phase a grossissement 40x et du logiciel ZEN LE
2009 (Carl Zeiss). Pendant 1’expérience, les milieux sans FBS, avec ou sans MSP, HGF
ou PMA sont changés aux 24 heures. La largeur de la blessure a été mesurée en pixels a
I’aide du programme ImageJ (Wayne Rasband, NIH, v 1.43u) et la distance de migration
des cellules a travers la blessure est exprimée comme la différence en pixels entre la
mesure aux temps 72h et zéro, 48h et zéro ou 24h et zéro. Six mesures de la distance de
migration ont été faites pour chaque point temporel et traitement, et sont résumées dans
le graphique sous forme de boites et moustaches (boxplot) pour chaque traitement.
L’effet de chaque traitement a été calculé par ANOVA avec le programme d’analyses
statistiques R, et ensuite rapportés dans le graphique sous forme de valeur-p. La
normalité des données a aussi été vérifiée par graphique quartile-quartile avec le méme
programme.

2.3.4 Migration des cellules

Pour déterminer I’effet de la stimulation de MSP sur la dispersion de cellules épithéliales
du colon, des cellules HCT-15, HCT116 et HT-29 ont été réparties a trés faible
confluence (HCT-15 : 100 000, HCT116 : 80 000, et HT-29 : 50 000 cellules/puits) dans
des plaques de six puits et laissées a I’incubateur pour 24 h. Douze heures avant les
traitements, les cellules ont été rincées 2 fois au PBS, et les milieux ont été changés pour
du milieu sans FBS. Les cellules ont été ensuite soumises a différents traitements (PMA
10ng/ml, MSP recombinante C672A 250ng/ml, ou HGF 50ng/ml) ou laissées sans
traitement. Pour chaque traitement, quatre coOlonies de cellules par puits ont ¢été
visualisées a grossissement 100x par microscope a contraste de phase, et photographiées
aux temps 0, 24, 48 et 72h. Des photographies a grossissement 40X de la zone entourant
les colonies étudiées ont été¢ également prises aux temps zéro et 24h, afin de s’assurer de
la conformité de ces colonies par rapport a I’ensemble des colonies du puits. La
dispersion des cellules de chaque cdlonie, ainsi que leur morphologie générale, ont été

comparés de facon qualitative entre les différents traitements a travers le temps.
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2.3.5 Phosphorylation d’AKT

Les cellules HCT15, HCT116 et HT29 ont été ensemencées a confluence moyenne
(HCT-15: 250 000, HCT116 : 200 000, et HT-29 : 160 000 cellules/puits) dans des
plaques a six puits. Apres 24 heures d’incubation, les cellules ont été rincées deux fois au
PBS et les milieux remplacés pour des milieux sans FBS. Douze heures plus tard, les
cellules ont été traitées avec soit du HGF 50 ng/ml pour 10 minutes, du MSP recombinant
de type sauvage 250ng/ml pour 5 minutes, du FBS (Invitrogen, 12483-012) 10% pour 30
minutes, ou laissées sans traitement. Sous les méme conditions expérimentales, les HCT-
15 ont été aussi stimulées avec de la MSP recombinante mature produite au laboratoire
par transfection (voir méthodes : production de la MSP recombinante). Les milieux ont
ensuite été retirés, et les puits rincés deux fois au PBS froid. Les cellules ont été lysées
pour une extraction des protéines totales (voir méthodes : extraction des protéines) et ces
derniéres ont été détectées par immunobuvardage a 1’aide d’anticorps dirigés contre la

protéine AKT phosphorylée et non phosphorylée.
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24  EXPRESSION DE LA MSP RECOMBINANTE

2.4.1 Production et validation du plasmide d’expression de MST1

Nous avons acheté le plasmide d’expression de la MST1 recombinante du kit

d’expression Insect/Mammalia HS-MST1-IM-1 (Qiagen, EIM0003619) (fig. 3).

S_MST1_IM_1_pQE-TriSystem-6

7395 pb

1629 —4

AGE 1

Figure 3: Détails du plasmide HS-MST1-IM-1
(Qiagen, EIM0003619) avec ses trois sites de restriction uniques ainsi que la

longueur des fragments générés par les différentes digestions. (image modifiée

d’apres la carte du plasmide HS-MST1-IM-1 (Qiagen )).

Ce plasmide contient la s€quence codante de MST optimisée, c’est-a-dire contenant des
substitutions de nucléotides permettant 1’usage des codons plus fréquemment utilisés
chez les eukaryotes, afin d’augmenter la stabilité et la production de protéines dans un
systéme d’expression eukaryotique. Il contient aussi en 5’ la séquence du peptide signal
N-terminal pour la sécrétion de la protéine et en 3’ la séquence d’une étiquette C-
terminale de 10 histidines (10xHis). Cette étiquette permet de purifier la protéine MSP a
I’aide de billes de nickel, mais aussi de détecter la protéine a 1’aide d’un anticorps anti-

Penta-Histidines. Afin de produire une grande quantit¢ de ce plasmide pour nos
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transfections, une suspension de E. coli compétentes NEB-alpha (NEB, C2988J), c’est-a-
dire de bactéries traitées pour faciliter I’introduction de plasmides, a été transformée par
la méthode de « heat shock ». La transformation été effectuée d’apres le protocole du
fournisseur. Spécifiquement, 100 ul de suspension de bactéries ont ét¢ mélangés a 10 ug
de plasmide, incubés sur glace 30 min, et placés a 42 °C 30 secondes (sec.). Le tube a
ensuite été¢ remis sur glace pour 5 min, et 950 ul de milieu SOC (Invitrogen 15544-034)
ont été ajoutés. Le tube a été incubé sous agitation a 37 °C pendant 1h. Les bactéries ainsi
transformées ont ¢été¢ ensemencées sur des pétris contenant du milieu LB-agar (10g/L
tryptone, 5 g/L extrait de levures, 5g/L. NaCl, 15g/L agar, 100ug/ml ampicilline), puis
incubées a 37°C pour 24h. Le lendemain, 5 cblonies ont été prélevées et mises en culture
liquide dans 5 ml de milieu LB (10g/L tryptone, 5 g/L extrait de levures, 5g/L NaCl,
100ug/ml ampicilline) sous agitation a 37°C pour 24h. Ensuite, 200 ul de ces cultures ont
été transférés dans 900 ml de milieu LB additionné d’ampicilline, puis incubés 24h a
37°C sous agitation. Le plasmide a été purifié¢ a 1’aide du kit Gen Elute HP plasmid
Maxiprep. (Sigma, NOAO0310-IKT). La concentration de la suspension de plasmide a été
déterminée par absorbance (2 230nm) a I’aide d’un spectrophotomeétre. Afin de confirmer
I’identité du plasmide, 1 ug de plasmide a été digéré soit par une combinaison d’enzymes
de restriction Xhol (Invitrogen, 15231-020) et Ncol (Invitrogen, 15421-019), soit par
une combinaison de Xhol et Agel (NEB, R05525) a 37°C pour 1h30min (Tab. V). Le
plasmide digéré a ensuite migré sur un gel d’agarose 0,5% (0,25g agar + 0.5 ug/ml
bromure d’éthidium + 50 ml de TAE (40mM Tris-acétate, 2mM Na,EDTA-2H,0;
pH=8.5)), a 70V pendant 45 minutes.
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Tableau V: Composition des réactions de digestion du plasmide HS-MST1-IM-1 par
des enzymes de restriction.

Réactifs Vol (uL) XHO 1 -NCO 1 Vol (uL) XHO 1 - AGE 1
Plasmide (1 ug/ul) 2.08 2.08

Tampon NEBuffer 1 10x 1 1

BSA (2mg/ml) 0.5 0.5

Enzyme XHO 1 (10U/ul) 0.5 0.5

Enzyme AGE 1 (5U/ul) - 0.5

Enzyme NCO 1 (10U/ul) 0.5 -

H,0 5.42 5.42

Total 10 10

Les bandes ont été photographi¢es sous ultra-violet (UV) et comparées au patron de
digestion attendu selon la carte du plasmide d’origine. La séquence codant MS7/ dans le
plasmide a aussi été séquencée a I’aide de la technologie Sanger sur un Analyseur d’ADN
3730x1 d’Applied Biosystems. Les amorces antisens et le plasmide ont été fournis au
service de séquencage de Génome Québec. Enfin, la séquence a été alignée a la séquence
fournie par Qiagen. Puisque le plasmide sera utilisé¢ ultérieurement pour des transfections
dans des lignées cellulaires, il a été stérilisé par précipitation dans une solution 1/10 de
NaOAc 3M pH 5.2 + 4 volumes d’éthanol 100%, puis centrifugé 30 minutes a vitesse
maximale a 4°C. Le surnageant a été ¢liminé sous une hotte stérile. Le plasmide a ensuite

¢été suspendu dans de I’eau sans Rnase/Dnase a une concentration de lug/ul.

2.4.2  Expression et purification de la MSTI recombinante

Pour exprimer la protéine MSP recombinante, 500 000 cellules HEK293 dans 2 ml de
milieu complet ont été distribuées par puits d’une plaque a 6 puits et mises a I’incubateur
24 heures. Pour chaque puits de transfection, 500 ul de milieu réduit en sérum Opti-MEM
(GIBCO, Invitrogen, 31985), 4.3 ul de lipofectamine LTX (Invitrogen, 15338-100), et 2.5
ug de plasmide MST1 stérile ont été combinés et incubés a température piece pendant 30
minutes. Ce mélange a ensuite été ajouté dans chaque puits, suivi d’une incubation de 12
h. Comme controle négatif, des puits ont été transfectés selon le méme protocole mais
sans plasmide. Le lendemain, le milieu de chaque puits a été remplacé par du milieu

complet et les cellules incubées pour une période de 6 heures. Puis les cellules ont été
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rincées doucement 4 fois au PBS a température picce, et incubées dans 2 ml de milieu
sans sérum (DMEM 1% pénicilline/streptomycine (pen/strep)) pour 12 heures avant la
récolte de protéines. Comme la MSP est une protéine sécrétée, le surnageant des cellules
a été transféré dans un tube dans lequel sont ajoutés du 100uM de phényle méthyl
sulfonyle fluoride (PMSF) (Sigma, P7626) et 1% de cocktail d’inhibiteurs de protéases
de Sigma, et a été centrifugé a 4000 rpm 10 minutes a 4°C afin retirer les débris
cellulaires. Les protéines intracellulaires ont également ét¢ récoltées en lysant les cellules
(voir méthodes : extraction des protéines). Afin d’obtenir un échantillon de MSP avant
les étapes de concentration et de purification, les protéines du surnageant des cellules ont
été¢ précipitées. L’équivalent du surnageant de 3 puits a ét¢ additionné de 4 volumes
d’éthanol froid et centrifugé a vitesse maximale 30 min a 4°C. Les culots de protéines
précipitées ont été séchés, puis suspendus dans 100 ul d’eau, et cet échantillon a été
conservé pour visualisation par immunobuvardage a 1’aide d’un anti-corps anti-penta-His.
Afin de concentrer les protéines du surnageant, 1’équivalent de 9 puits transfectés a été
transféré dans des coOlonnes de concentration et exclusion par poids moléculaire
AMICON Ultracel-30k de 15 ml (Millipore, UFC-903008). Ces colonnes ont été
centrifugées pendant 20 minutes a 3200 x g a 4°C, puis rincées avec 4 ml de PBS et
centrifugées de nouveau. Le retentat de la colonne (environ 150ul) a été recueilli, le filtre
rincé avec 150 ul de tampon NPI-20-T (50 mM NaH,PO4 + 300 mM NaCl + 20 mM
imidazole 0.05% Tween-20, pH 8.0), et les deux volumes combinés sur glace. A cette
étape, 100 ul de cet échantillon a été conservé pour visualisation par immunobuvardage a
I’aide d’un anticorps anti-penta-His ou anti alpha-MSP. Les 200 ul restant ont été utilisés
pour la purification avec les billes de nickel. Pour ce faire, le 200 ul de protéines
concentrées ont ¢été ajouté dans un tube a 50 ul de billes d’agarose magnétiques Ni-NTA
(Kit plasmide MST1, Qiagen) préalablement rincées dans le tampon NPI-10-Tlg (50 mM
NaH,PO4+ 300 mM NaCl + 10 mM imidazole 0.05% Tween-20, 1% Igepal CA-630, pH
8.0). Le tube a été incubé 1 hr a 4°C sur un agitateur rotatif afin de permettre
I’attachement de I’étiquette 10XHis aux ions de nickel. Les billes ont ensuite été lavées 4

fois dans 500ul de tampon NPI-20-T afin de retirer les protéines sans étiquette 10XHis.
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Finalement, les protéines ayant une étiquette de 10XHis ont été éluées par la suspension
des billes dans 50 ul de tampon d’¢lution NPI-500-T (50 mM NaH,PO4+ 300 mM NaCl
+ 500 mM imidazole 0.05% Tween-20 , pH 8.0) suivie d’une incubation de 1 minute a
température picce. Cette étape d’¢lution a été répétée une deuxiéme fois afin d’optimiser
la récupération de la MSP recombinante. Une partie de la MSP purifiée a été incubée
pendant 1 h a 37°C avec 100ng de kallicréine humaine (Calbiochem, 420307) par ul de
MSP purifiée afin de cliver et d’activer cette derniére. Les extraits obtenus a chaque étape
ont été gardés pour un immunobuvardage afin de visualiser la proportion de MSP perdue

entre les étapes.

2.5 GENOTYPAGE

2.5.1 Génotypage sur la plateforme SEQUENOM

Tout notre génotypage a été effectu¢ sur la plateforme Sequenom. Cette plateforme
permet de tester sur un méme échantillon d’ADN jusqu’a 38 SNP simultanément. La
miniaturisation de cette technique permet aussi de génotyper 384 échantillons sur une
seule micropuce expérimentale en utilisant de petites quantités d’échantillons et de
réactifs. L’approche expérimentale de la plateforme Sequenom consiste en une
amplification multiplexée des régions entourant chacun des SNP étudiés, suivi de la
détermination du génotype de chaque individu par élongation d’une simple base
correspondant aux alleles des SNP d’intérét et d’une séparation des produits d’élongation
par spectrometre de masse. Les amorces ont été congues de fagon a ce qu’elles soient
compatibles ensembles dans une seule réaction. Les amorces incompatibles entre elles

sont tout simplement séparées dans un autre groupe.
2.5.1.1  Conception des groupes d’amorces

Les logiciels spécialisés de la plateforme de génotypage de Sequenom permettent de

regrouper de fagon optimale le plus grand nombre de SNP dans un nombre limité de
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groupes, et de concevoir les différentes amorces d’amplification ou d’élongation propres
a chaque SNP dans des réactions multiplexées. La premicre étape consiste a obtenir les
séquences entourant les SNP (environ 200 paires de bases en aval et en amont du SNP) a
partir de la base de données publique de variantes, dbSNP, et les concaténer dans un seul
et unique fichier texte compatible aux logiciels de conception de Sequenom. Ce fichier
est ensuite téléchargé dans la suite de logiciels en ligne RealSNP de SEQUENOM. En
premier lieu, ProxSNP identifie dans les séquences fournies 1’endroit précis ou se situent
les SNP adjacents a notre SNP d’intérét, basée sur les données prélevées dans dbSNP,
afin d’éviter le positionnement des amorces a ces endroits. Puis le fichier est analysé par
le programme PreXTEND, qui aligne les séquences nucléotidiques avec le génome de
référence dans NCBI. Il identifie les régions de la séquence qui ne sont rencontrées
qu’une seule fois dans le génome et pour lesquelles il sera possible de faire des amorces,
¢vitant ainsi d’obtenir des produits d’amplification non-spécifiques. Les SNP pour
lesquels il est impossible de trouver une séquence unique sont rejetés. Finalement, ce
fichier est analysé par le logiciel Assay Design (Sequenom, v 3.1 et 4.0), qui congoit les
amorces d’amplification ainsi que I’amorce d’élongation, et qui compose les groupes
d’amorce compatibles entre elles dans une réaction. La composition des groupes, les
séquences des amorces et les masses attendues pour 1’amorce et ses produits d’élongation
selon 1’allele sont tous inscrits dans un fichier Excel qui sera téléchargé dans la

plateforme de génotypage afin de définir les parametres de lecture.

2.5.1.2 Dilution des amorces

Les différentes amorces d’amplification et d’¢longation sont commandées chez IDT
(Integrated DNA technologies). Apres réception, les amorces d’amplification sont diluées
individuellement a 100 uM, et celles d’¢longation sont diluées a 1000 uM. Les amorces
d’amplification ont été¢ groupées d’apres le design du fichier de ASSAY DESIGN et
diluées a une concentration finale de 500nM dans du tampon TE 0,1x. Les amorces
d’élongation ont également été combinées selon les groupes congus par ASSAY

DESIGN, ou chaque groupe multiplexés d’amorce a été divisé en trois sous-groupes,
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selon leur masse pour étre ensuite combinées a une concentration finale de a 7, 10 et 17
uM respectivement dans du tampon TE 0,1x. Une étape de vérification des amorces,
consistant en 1’évaluation de la quantité¢ relative chaque amorce dans un groupe, est
ensuite faite sur le spectrometre de masse MassArray de la plate-forme de génotypage et
les concentrations des amorces sont alors ajustées selon la concentration suggérée par le

logiciel d’analyse Typer.
2.5.1.3 Amplification par PCR

L’amplification des séquences entourant les variantes d’intérét a été faite par PCR dans
des plaques a 384 puits a I’aide du kit IPLEX GOLD REAGENT de SEQUENOM. (tab.
VI). Chaque puits comprend 250ng d’ADN génomique d’individus de notre cohorte et
chaque plaque contient également au moins 2 puits sans ADN comme contréle négatif.
Aprés I’amplification, les produits de PCR sont traités pendant 20 min a 37 °C a la
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP; kit IPLEX de SEQUENOM) (tab. VII) afin de
neutraliser les ANTPs libres avant 1’étape d’élongation. (tab. VIII)

Tableau VI: Composition de la réaction de PCR (A) et des cycles de PCR (B) pour
le génotypage.

Réactifs Volume (ul) 1x réaction
Tampon 10x 3
25mM MgCl, 0.5
10mM ch dNTPmix 0.6
Hotstar Taq 5U/ul 0.2
H,O 20.1
DNA (50ng/ul) 5
Mix d’amorces (10uM ch) 0.6
Total 30
A.
1x 94°C 10min
45x 1)94°C 30sec
2)56°C 30sec
3)72°C  1min
1x 72°C 5min
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Tableau VII: Composition de la réaction de SAP.

Réactifs Volume (ul) 1 réaction

H,O 1,55

Tampon SAP 10X 0,17

Enzyme SAP 0,3

Total 2
2.5.1.4 Réaction d’¢longation

Les réactifs d’élongation sont ensuite ajoutés a la plaque contenant les produits
d’amplification (tab. VIII). Cette étape vise a permettre 1’hybridation d’amorces sur la
séquence adjacente aux variantes d’intérét, et d’allonger cette amorce en ajoutant la base
complémentaire aux alleles du SNP testé. Comme chaque base a un poids différent, la
réaction d’¢élongation permet de produire des produits de masses différentes mais connues
pour chaque alléle d’un SNP. Ces poids ont été prédéterminés par ASSAY DESIGN lors
de la conception des amorces d’¢longation, dépendamment de I’alléle attendue dans le

produit d’¢élongation

Tableau VIII: Composition de la réaction d’élongation.

Réactifs Volume (ul) 1 réaction

H,O 0,76
Tampon IPLEX 10X 0,2
Mélange de terminaison 0,2
Mélange d’amorces d’élongation 0,8
Enzyme IPLEX 0,04
Total 2

2.5.1.5 Détermination des génotypes

Les réactions d’élongation sont ensuite diluées dans 16 ul d’H,O et nettoyées a la résine
afin de retirer les sels pouvant causer du bruit de fonds lors de la lecture. Un volume de 2
ul des produits d’¢élongation est ensuite transféré par robot nanodispenseur sur une

micropuce Spectrochip II (SEQUENOM, 10117-2) contenant une matrice propriétaire
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développée par Sequenom, pour étre lues au spectrophotomeétre de masse MALDI-TOF
MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometer)
MassArray (SEQUENOM). Les produits d’¢longation sont d’abord vaporisés sur la puce
par un laser. Ils sont ensuite séparés ou migrés sous vide selon leur charge dans un
champs magnétique a haute intensité. Comme la charge d’une molécule d’ADN est
directement corrélée a sa longueur et a sa séquence, et donc a sa masse, la vitesse de
déplacement de chaque produit d’élongation dans le champs magnétique sera fonction
directe de la masse de celui-ci. Ainsi, les produits d’élongation atteignent le détecteur et
sont enregistrés a différents temps selon leur masse respective. Comme la masse dépend
de la séquence de I’oligo, et que I’élongation a un certains SNP ne peut étre que pour ['un
ou I’autre des 2 all¢les attendus du marqueur biallélique, on peut déterminer le génotype
pour chaque individu (fig. 4) d’aprés cette masse. Les résultats de lecture pour tous les
individus de chaque puce sont exportés dans un fichier dans lequel est affiché ’identité
de I’échantillon et son génotype pour chaque SNP dans le groupe de SNP testé. Avant le
controle de qualité et I’analyse d’association dans le logiciel Plink, les fichiers de format

« Sequenom » sont convertis en fichiers de type PED et MAP utilisables dans PLINK.
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Figure 4: Détermination des génotypes sur la plateforme Sequenom
A : Mesure de la masse de chaque amplicon, de son intensité et identification des

alléles. B : Graphique des génotypes pour un SNP. Chaque axe représente ’intensité
pour un alléle, et chaque point représente le génotype d’un individu. Les points
jaunes représentent les hétérozygotes, et les points rouges les individus dont le

génotype n’a pu étre déterminé.
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2.5.2  Amplification spécifique de 3p21

2.5.2.1 Alignement de la région chromosomale 3p21

Les premiers génotypages que nous avons effectués de tous les SNP testés de MST/ ont
¢choués. Nous avons donc vérifié si la séquence de la région 3p21 autour du gene MST1
avait une particularité. Une séquence d’environ 44 000 paires de bases entourant le géne
MSTI a été tirée de la construction NCBI36.3 du génome humain, disponible sur le site
du projet d’annotation génomique Ensembl, et a ét¢ alignée a I’ensemble du génome
humain a I’aide du programme de recherche de séquence nucléotidique de la base de
données NCBI, BLASTN 2.2.19 (Annexe B). Ceci a permis de valider la présence de
deux duplications de la région 3p21 sur le chromosome 1, et aussi d’identifier les
différences entre les duplications et la séquence d’origine afin de concevoir des amorces

spécifiques pour I’amplification de la séquence du chromosome 3.

2.5.2.2 Conception des amorces spécifiques a la séquence de MST1

En utilisant I’alignement des séquences entourant la région du géne MSTI sur les
duplications identifiées sur le chromosome 1, des paires d’amorces spécifiques pour
I’amplification de régions d’intérét du geéne MST! ont pu étre congues. Le positionnement
de ces amorces a été congu de sorte qu’elles soient positionnées si possible a 1’extérieur
de la région dupliquée, ou que les bases ultimes de la terminaison 3’ s’aligne sur des
différences ponctuelles entre la séquence du chromosome 3 et celles du chromosome 1.
De cette fagon, les extrémités 3’ des amorces spécifiques ne s’hybrideront parfaitement
qu’a la séquence du chromosome 3, et moins bien aux séquences du chromosome 1. De
plus, les amorces situées dans la région dupliquée contiennent un changement additionnel
de nucléotide a proximité de la terminaison 3’°, déstabilisant ainsi 1’hybridation avec la

séquence du chromosome 1. Enfin, les amorces ainsi construites ont ét¢ analysées par le
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programme BioMATH (Promega, outils en ligne), qui calcule leur température de
dissociation (Tm). Les amorces devaient avoir une Tm de 52 a 56 °C (tab. IX). Les
amorces ont ¢t¢ commandées chez IDT. Lorsque regues, les amorces ont été diluées par

paire a une concentration de travail de 10uM chaque.

Tableau IX: Séquence et température de dissociation de chaque amorce spécifique
au chromosome 3.

Séquence 5’ >3’ Température de dissociation (°C)
Chr3vschrl_1_sens aacatggctttatgtctgacaag 53,5
Chr3vschrl_1_anti ggtcccagtagccaatatgg 55,0
Chr3vschrl_2_sens gccagcctccagcecttg 59,5
Chr3vschrl_2_anti agggctccgtgtagggaaat 58,3
Chr3vschrl_3_sens ggcacagggtaacgccaca 60,7
Chr3vschrl_3_anti cacctgtccactaagctgta 53,9

2.5.2.3 Optimisation des réactions de PCR

Afin de déterminer la température d’hybridation optimale pour obtenir un produit
d’amplification spécifique de la région 3p21 et pour vérifier la compatibilité de ces
amorces avec la méthode de génotypage de la plateforme Sequenom, les amorces ont été
¢valuées sur de I’ADN génomique humain, de méme que sur de I’ADN issue de lignées
cellulaires hybrides rongeur/humain contenant soit le chromosome 1 ou le chromosome
3 humain. L’ADN génomique humain provient de I’individu NA12707-A4 de la
collection CEPH de HapMap. Les ADN de cellules hybrides rongeurs/humain contenant
seulement un chromosome complet humain, soit le chromosome 3 (GM10253) ou le
chromosome 1(GM13139), font partie du répertoire génétique de cellules humaines du
National Institute of General Medical Science (NIGMS), échantillonnage 2, version 3.
Ces génomes hybrides permettent de vérifier, en I’absence du chromosome 3, que les
amorces spécifiques au chromosome 3 n’amplifient pas le chromosome 1. En plus des 3
paires d’amorces spécifiques au chromosome 3, une paire d’amorces spécifiques au
chromosome 1 et une paire spécifique au chromosome 3 ont été utilisées comme

controles a I’extérieur de la région dupliquée. Les 5 paires d’amorces utilisées sont
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décrites au tableau IX, et les conditions d’amplification sont décrites a la figure 5 et au

tableau X.

Génome hybride
rongeur-chrl humain
Génome hybride
rongeur-chr3 humain

Génome
humain

1
Amorces contrdle

Q
I
0000

1
morces spécifiques a
2 MST1
©00 0O

Figure 5: Plan des réactions de PCR de ’expérience d’optimisation de
I’amplification spécifique du chromosome 3.

Tableau X: Composition de chaque réaction d’amplification (A) spécifique de la
séquence du chromosome 3, et cycles de PCR (B).

Réactifs Volume (ul) 1 réaction

H,0 0,9
Tampon de PCR 10X 0,5
MgCl, 25mM 0,4
dNTP 25mM ch 0,1
Mélange d’amorces 500nM ch 1
Hotstar Taq 5U/ul 0,1
ADN 2,5ng/ul 2
Total 5
A.
1x 94°C 5min
35x 1)94°C 30sec

2)Gradient entre 50°C et 65°C
3)72°C 1min 30sec
1x 72°C  5min
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Dix ul de chaque produit d’amplification ont ensuite migrés sur un gel d’agarose 1,5 %
(2,25g agarose + 147,75 ml TAE + 7,5 ul de bromure d’éthidium) pendant 30 minutes a
90V.

Afin de valider que ces amorces sont compatibles avec les méthodes de génotypage sur la
plateforme Sequenom, une seconde expérience a €té faite en multiplexant les trois paires
d’amorces spécifiques au chromosome 3 aux températures optimales identifiées. Ces
amorces ont ensuite été évaluées lors d’un test de génotypage comparatif avec les
amorces d’amplification congues de fagon classique par les logiciels Sequenom. Les SNP
génotypés sont de trois types; le type A sont des variantes qui ne représentent pas des
différences entre les séquences du chromosome 3 et 1 aprés alignement, et qui sont
fortement corrélés a des SNP sur le chromosome 3 a I’extérieur de la région dupliquée;
les variantes de type B sont publiées dans les bases de données publiques mais qui
représentent clairement des différences nucléotidiques entre les duplications et la
séquence du chromosome 3 d’aprés 1’alignement; finalement il y a enfin les variantes
« test » identifiées lors d’expérience de séquencage du gene MSTI et dont on ne peut
déterminer si ce sont de vraies variantes basé sur 1’alignement (tab. XI). Un SNP situé en

dehors de la région dupliquée est aussi utilisé comme contrdle positif de génotypage.

Tableau XI: Les 14 variantes choisies pour tester les amorces spécifiques au
chromosome 3 sur la plateforme de génotypage.
A = vrai SNP B= différence entre chrl et chr3.

No Paire d'amorces SNP position  Type de variante
1 contrdle positif rs9875617 49609700 A
2 Chr3vsChr1_1 rs3197999 49696536 A
3 Chr3vsChr1_1 rs1057319 49696565 B
4 Chr3vsChr1_1 3p49696610 49696610 TEST
5 Chr3vsChr1_1 3p49696626 49696626 TEST
6 Chr3vsChr1_1 rs2446543 49696759 TEST
7 Chr3vsChr1_1 rs13085791 49696785 A
8 Chr3vsChr1_1 3p49697003 49697003 B
9 Chr3vsChr1_2 rs6777426 49698885 B
10 Chr3vsChr1_2 3p49699143 49699143 B
11 Chr3vsChr1_2 rs41291698 49699176 TEST
12 Chr3vsChr1_2 3p49699201 49699201 TEST
13 Chr3vsChr1_3 3p49700308 49700308 B
14 Chr3vsChr1_3 3p49701074 49701074 TEST
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Le génotypage a été fait sur 19 individus tirés de la collection CEPH (cohorte 4, annexe
A), ainsi que sur les génomes provenant de lignées cellulaires hybrides rongeur/humain,
ou de I’eau. Les amorces de PCR « classique» et les amorces d’élongation ont été
congues par le logiciel ASSAY DESIGN tel que décrit plus tot. Les amorces classiques
ont ensuite été¢ diluées ensemble afin d’obtenir un mélange d’amorces avec une
concentration de 500nM chacune. La méme chose a été¢ faite parallelement pour les
amorces spécifiques au chromosome 3. L’amplification par PCR été fait avec les
amorces spécifiques au chromosome 3 (voir tableau XII pour les cycles de PCR), et avec
les amorces de PCR congue de facon « classique » avec Assay Design. Le reste de

I’expérience de génotypage a été fait comme décrit plus haut.

Tableau XII: Cycle de PCR pour le génotypage avec les amorces spécifiques au
chromosome 3.

Nombre de cycles Température et durée

1x 94°C 10min

45x 1)94°C 30sec
2)58°C 30sec
3)72°C 1min 30sec
1x 72°C 5min

Les graphiques de génotypage ont ensuite été extraits de la plateforme et ont été
consultés visuellement afin de déterminer la spécificité des résultats de génotypage

(Annexe D).

2.5.3  Echantillons d’ADN

Les ADN utilisés pour les tests d’association de variantes de la région chromosomique
3p21 proviennent de différentes cohortes (voir annexe A). Le diagnostique de la maladie
de Crohn ou de la colite ulcéreuse a €té¢ basé sur des criteres établis, suite aux analyses

cliniques, radiologiques et endoscopiques, et de rapports histologiques. Une entrevue
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avec le patient et une revue de son dossier médical ont été fait afin de compléter les
données phénotypiques. Un consentement éclairé écrit de tous les participants, ainsi que

I’approbation du comité d’éthique local ont été obtenus.

2.6 ANALYSES ET STATISTIQUES

2.6.1 Essais Fonctionnels

Lors de I’évaluation par PCR quantitatif de 1’expression des geénes pro-inflammatoires
TNF-a, IL12p40, des génes codants pour des marqueurs de différenciation des monocytes
en macrophages CD-14 et CD-206 et du géne codant pour le récepteur RON, MSTIR, les
différents traitements appliqués aux cellules ont été faits en triplicatas. De plus, chaque
échantillon a été évalué en duplicata sur la plaque. A la suite d’une inspection des
courbes d’amplification dans chaque puits a 1’aide du logiciel MxPro (Stratagene 2007,
Mx3005P v 4.10 build 389 schema 85), les puits montrant des courbes d’amplification
irrégulieres étaient €liminés. Le signal d’amplification de chaque puits a été corrigé sur le
signal du marqueur de référence ROX (kit SYBR greeen, Invitrogen, 11733-046), et
avec D’efficacité des courbes standards faites a partir d’une dilution sériée d’un des
¢chantillons. L’expression des geénes d’intérét dans chaque échantillon a été normalisée
sur celle du gene de référence HPRT1 dans les mémes échantillons, et I’expression a été
calibrée par rapport a un échantillon sans traitement. DG a la petite taille de
I’échantillonnage, un test de Wilcoxon et un test de T de Welch ont été effectués a 1’aide
du programme Office Excel (Microsoft 2007, 12.0.6514.5000 SP2 MSO 12.0.6425.1000)
afin de vérifier si les différences d’expression mesurées €taient significatives entre les

différents traitements. Les barres d’erreur dans les graphiques représentent I’écart-type.
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2.6.2 Etude d’association des variantes de MST1 et MSTIR

Nous avons testé pour association des SNP des genes MSTI et MSTIR (tab. XIII) dans

notre cohorte italienne de cas de CU et de témoins (cohorte 5, annexe A). Ces SNP
proviennent de deux sources différentes :

e Des SNP identifiés par re-séquengage des génes de MST1 et MSTIR chez des

cas CU et des témoins. Les variantes ayant une fréquence de 1’allele mineur

(MAF) >1%, un score ¢levé de vraisemblance tel que déterminé par le logarithme

Syzygy 0.9 (Broad Institute 2009, Manuel A. Rivas et Mark J. Daily), et ne

représentant pas des différences évidentes entre les séquences dupliquées sur le

chromosome 1 et celle du chromosome 3 ont été testées.

e D’autres SNP provenant des bases de données publiques, tel que HapMap et
dbSNP. Nous avons sélectionné les SNP ayant une MAF >1% chez les CEPH de
la collection de génomes caucasiens du projet HapMap et ceux qui ne
représentaient pas, apres une inspection du fichier d’alignement, des différences

entre les séquences dupliquées sur le chromosome 1 et celle du chromosome 3.

Tableau XIII: Autres variantes de MST1 et MST1R génotypés dans nos cohortes.

No Gene SNP Source

1 MST1 rs13085791 Banque de données dbSNP
2 MST1 rs1057319 Banque de données dbSNP
3 MST1 rs41291698 Banque de données dbSNP
4 MST1 3p49696610 Re-séquencage

5 MST1R rs12489386 Banque de données dbSNP
6 MST1R rs35986685 Banque de données dbSNP
7 MST1R rs2230593 Banque de données dbSNP
8 MST1R rs1062633 Banque de données dbSNP
9 MST1R rs2230592 Banque de données dbSNP
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En raison de leurs duplications et du fait que dbSNP contient de nombreux faux SNP (en
vérité des différences entre la séquence du chromosome 3 et ses séquences dupliquées sur
le chromosome 1), les séquences FASTA des SNP du géne MST1 n’ont pas été
analysées par proxSNP ni par preXTEND, et ont été greffées au fichier de sortie final
apres 1’analyse de preXTEND. Aussi, lors de ’amplification par PCR les températures
d’hybridation ont été fixées a 58 °C plutét qu’a 56 °C, et la durée de 1’élongation a été
fixée a 1 min 30 sec. Mis a part ces exceptions, le génotypage a été effectué comme

décrit plus haut.

Seuls les individus ayant un taux de génotypage supérieur a 80% et les SNP ayant un taux
de génotypage de 70% sont conservés pour ’analyse d’association subséquente. La
différence de fréquence d’un allele entre les cas et les témoins est testée par test de Khi-
carré avec le logiciel d’analyse de données génétique Plink. L’équilibre de Hardy-
Weinberg a ¢été testé pour chaque SNP, et la fréquence de I’all¢le mineure a également été

calculée a I’aide de Plink.
2.6.3 Meéta-analyse des signaux de 3p21

Afin de donner plus de puissance a notre étude pour détecter de faibles signaux
d’association indépendants dans la région 3p21, nous avons fait la liste de tous les SNP
ayant une valeur p supérieure a 1 x 10 dans 1’étude d’association pangénomique de CU
de McGovern. L’association au SNP 1rs3197999 a été considéré comme le signal principal
venant de la région 3p21, et tous les SNP ayant une corrélation, a ce SNP, inférieure a 0.4
ont ét¢ gardé dans la liste. Le SNP le plus associé de cette liste est rs7629936 du geéne
CDHRA4. Ensuite, les SNP ayant une corrélation inférieure a 0.4 a ce SNP ont été gardé :
seul rs6802890, un autre SNP de CDHR4, est resté. Cela suggére qu’il y a
potentiellement 3 signaux indépendants d’association dans la région 3p21. Ces SNP ont
été génotypés chez tous les individus de la cohorte ITACC (cohorte 6, annexe A; 1110
témoins, 1647 cas de CU, 799 cas de MC) sur la plateforme Sequenom. Pour rs3197999,
une partie des individus de la cohorte se superpose aux individus génotypés lors de

I’identification de rs3197999 [66]. Les résultats d’association des trois SNP ont été
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obtenus par régression logistique pour chaque sous-phénotype de la maladie (MC, CU et
MII). Nous avons aussi obtenu les résultats post-controle de qualité (QC) d’association de
3 études d’association pangénomiques effectuées sur des cohortes indépendantes (voir
cohortes 7, 8 et 9, annexe A). Pour ces études, seuls les individus ayant un taux de
génotypage supérieur a 96% pour les SNP rs3197999, rs6802890 et 157629936 ont été
gardés pour les analyses subséquentes. Les résultats d’association des trois SNP
provenant de nos analyses et de celles, de chaque étude d’association pangénomique
(Sweden (341 témoins, 923 cas de CU), Cedars (2882 témoins, 925 cas de MC et 723 cas
de CU), NIDDK (2415 témoins, 940 cas de MC et 1002 cas de CU)) ont été¢ obtenus a
I’aide du logiciel Plink pour chaque sous-phenotype de la maladie (MC, CU et MII). Des
analyses d’association conditionnelle ont aussi été faites pour chaque SNP et chaque
phénotype afin de tester I’indépendance des signaux d’association. Pour chaque cohorte,
les composantes principales ont été utilisées comme covariable dans nos analyses afin de
corriger les résultats sur une possible stratification de la population. Les résultats
d’association et d’analyse conditionnelle des différentes cohortes ont tous été alignés afin
de comparer le méme brin d’ADN entre les études. Ensuite, pour chacun des SNP, une
méta-analyse a effet fixe a été effectuée a I’aide du logiciel de méta-analyse de données
génétiques Metal. La méta-analyse consiste a calculer la moyenne des effets de chaque
SNP dans les études d’association et pour les analyses conditionnelles, pondérée sur
I’inverse de la variance de chaque étude. Pour ce faire, un effet global B est calculé a

Iy ey

partir de la formule suivante : S =
Ly

ou i représente les études d’association

pangénomiques, et ¥W; = . La variance est calculée a partir de 1’écart-type (SE)

var{g)

de l’effet : T’ﬂ'i”(ﬁ;) = EE(IHQE. Une cote Z est ensuite calculée a partir de 1’effet

global B : Z = puis une valeur p est déduite a partir de la cote Z. Ce sont ces

SE (R
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valeurs p qui sont rapportées dans le tableau de résultat. Le rapport de cote (OR, odds

ratio), aussi dans ce tableau, a été déduit a partir de la formule OR = Q'g .

CHAPITRE 3

RESULTATS

3.1  ETUDES D’ASSOCIATION

3.1.1 Recherche de nouvelles variantes codantes non-synonymes
de MSTI et MSTIR associées aux MII

C’est par une approche par géne candidat que notre groupe a identifié dans la région 3p21
le SNP codant non-synonyme rs3197999 (R689C) du gene MST! associé aux MII [66].
Une autre étude a identifi¢ aussi dans la méme région un SNP corrélé a des variantes
codantes non-synonymes du geéne MSTIR et associ¢ a la MC, mais qui ne montre qu’une
faible corrélation au SNP rs3197999 [53]. Fonctionnellement, MST1 et MSTIR semblent
étre de bons geénes candidats pour les MII. Nous avons émis I’hypothése que d’autres
variantes de ces genes pourraient étre associées aux MIL. Nous avons donc testé
I’association de variantes dans ces geénes, provenant soit des bases de données publiques,
soit d’expérience de re-s€quencage de ces génes dans nos cohortes de patients MII et de

témoins.
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3.1.1.1 Etude de la structure génomique de 3p21
3.1.1.1.1 Alignement de la région 3p21

Lors des premiers génotypages que nous avons effectué dans un sous-groupe de nos
cohortes (cohortes 1, 2 et 3, voir annexe A), le génotypage de tous les SNP testés de
MSTI a échoué contre seulement 17% des SNP localisé dans MSTIR. Afin de vérifier si
la séquence de la région 3p21 autour du géne MST! avait une particularité, nous avons

aligné la région 3p21 compléte contre le génome de référence.

Nos résultats d’alignement montrent que deux grandes régions localisées sur le
chromosome 1 ont une trés grande identité avec une partie de la séquence de la région
3p21 englobant le geéne MSTI. Cette observation confirme les résultats de 2 études
antérieures qui démontraient 1’existence de duplicata de la région chromosomique 3p21,
entourant le géne MST1, dans la région 1p36 du chromosome 1 [95, 96]. La premiére
région dupliquée couvre les bases de la position 49 696 425 a 49 709 548 (~13 Kb)
(NCBI36) du chromosome 3 et montre une identité de 96% a la séquence nucléotidique
d’origine, tandis que la seconde, plus courte, allant de la position 49 696 425a 49 701 085
(~ 4.6 Kb), partage 97% d’identité avec cette derniere. Les séquences nucléotidiques
alignées sont montrées dans I’annexe B. Presque la totalité de la séquence du géne MST1
est située dans la région dupliquée et seules 15 paires de bases dans la région non traduite
(UTR) 3° de MSTI ne sont pas dupliquées. La figure 6 donne un apercu de 1’étendue des
duplications, et montre que la plus grande de ces duplications englobe aussi pres de la
moitié¢ de la séquence du geéne voisin, RNF-123. Les promoteurs de MST/ et RNF-123
sont également inclus dans la plus grande des duplications. Les séquences des
duplications divergent sensiblement de la séquence de la région 3p21 montrant des
substitutions, délétions et insertions de un ou plusieurs nucléotides. La plus grande des 2

duplications contient aussi plusieurs délétions de plus de 5 nucléotides de long (Figure 6).
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Figure 6: Plan des réactions de PCR de I’expérience d’optimisation de
I’amplification spécifique du chromosome 3.
L’encadré montre le segment 49 250 kb-50 000 kb de la région 3p, tiré de HapMap

d’aprés la construction NCBI36. Les blocs gris correspondent aux duplications sur
le chromosome 1 ; Chrla = position 16 925 192 - 16 965 362 et Chr1b = position 17
076 939 - 17 188 516, d’aprés la construction NCBI36. Les bandes rouges

représentent les délétions > 5 pb dans les séquences des duplications.

3.1.1.1.2  Amplification spécifique de la séquence de MST/

Comme la plupart des variantes de MSTI que nous voulons évaluer dans notre étude
d’association sont situées dans cette région dupliquée et que les amorces congues pour
amplifier la séquence de MSTI peuvent aussi amplifier la séquence des duplications sur
le chromosome 1 il est clair que cette situation explique la faible qualité du génotypage
que nous avons obtenu dans cette région. Plus précisément, lors de I’amplification et du
génotypage des variantes dans la région, ’amplification en parall¢le des séquences du
chromosome 1 avec celle du chromosome 3 cause une sur-représentation de certains
"alleles" retrouvés sur le chromosome 1 et un déplacement des groupes dans les
graphiques d’agrégation rendant difficile la détermination des génotypes par les logiciels
de la plate-forme de génotypage. De plus, plusieurs variantes publiées dans les bases des
donnés publiques de SNP pour le gene MST semblent en fait n’étre que des différences

nucléotidiques entre la séquence de MST! sur le chromosome 3 et celles des duplications
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sur le chromosome 1. A 1’aide de I’alignement des séquences, ces différences entre les
chromosomes ont pu étre discernées des véritables SNP de MST!. Ainsi, des 36 SNP de
MSTI disponibles dans la banque de données dbSNP (construction NCBI36) au moment
de cette expérience, 6 étaient clairement des différences entre les duplications, et 21
étaient des différences entre le chromosome 1 et le chromosome 3. Aussi, 13 des
variantes génotypées dans nos premiers essais étaient en fait des différences entre le
chromosome 3 de référence et les duplications, tandis que 7 des 30 des variantes
génotypés étaient en fait des variantes retrouvées sur seulement une des 2 duplications,
donc des différences entre les duplications et la séquence du chromosome 3. Il a donc
fallu concevoir des amorces spécifiques a la séquence de MST1 sur le chromosome 3 afin
de permettre le génotypage des SNP dans cette région. En prenant avantage des
divergences entre les séquences dupliquées et d’origine, nous avons congu 3 paires
d’amorces spécifiques couvrant les régions contenant la plus grande densité de variantes
de MST1 a tester. Chacune des trois paires d’amorces spécifiques au chromosome 3 a été
validée par PCR sur différents échantillons contrdle, soit de I’ADN génomique humain,
soit de I’ADN provenant de génome hybride de rongeur et contenant soit le chromosome
1 ou 3 humain. De plus, des amorces spécifique a des séquences du chromosome 1 et 3
mais a ’extérieur des régions concernées par les duplications ont été utilisées comme
contrdles positifs pour évaluer les amplifications spécifiques. Afin d’identifier la
température d’hybridation qui permet une hybridation optimale de ces amorces a la
séquence de 3p2l et qui limite I’hybridation sur les séquences dupliquées, chaque
réaction a été évaluée dans une série de températures d’hybridation différentes lors du
PCR (fig. 7). Les trois paires d’amorces du chromosome 3 semblent offrir une
amplification spécifique a des températures entre 55-60°C puisque qu’on voit y voit une
forte amplification en présence du chromosome 3 et qu’on ne voit que de faibles produits
d’amplification non-spécifiques a des températures d’hybridation <55°C en présence du
chromosome 1. De plus, aux mémes températures d’hybridation, les amorces controles
qui sont spécifiques aux chromosomes 1 et 3 semblent donner un seul produit

d’amplification dans les lignées hybride contenant le chromosome 1 et 3 respectivement.
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Puisque ces amorces semblent amplifier de fagon spécifique les séquences du
chromosome 3, elles ont été utilisées dans une expérience de génotypage comparative a

petite échelle sur une sélection de variantes de MST1.
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Figure 7: Electrophorése de produits d’amplification de génomes humains ou
hybrides rongeur-humain chrl ou chr3.
Les génomes ont été amplifiés a ’aide de paires d’amorces contréles s’hybridant a

Pextérieur des séquences dupliquées, ou avec les paires d’amorces concues pour étre
spécifiques au chromosome 3. Les amplifications ont été faites a des températures

d’hybridation de 50, 55, 60 ou 65°C.
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Afin d’évaluer la spécificité de I’amplification de la région entourant MST! lors des
génotypages sur la plateforme Sequenom, des variantes étant clairement des différences
nucléotidiques entre les séquences dupliquées ont été génotypées chez 19 individus de la
cohorte de témoins sains de la collection CEPH (annexe A) avec soit les amorces
spécifiques a la région de MST1I, soit des amorces congues de facon classique avec le
logiciel Assay Design. D’autres variantes ont également été testées sur ces meémes
¢échantillons avec ces amorces afin de déterminer si elles étaient véritablement des
variantes de MSTI. Les graphiques d’agrégation de génotypes, présenté en annexe D,
montre les résultats du génotypage pour chacune des 14 variantes testées chez les

individus CEPH.

Le SNP contrdle rs9875617, située a I’extérieur des séquences dupliquées, montre que la
réaction d’amplification et le génotypage avec les amorces standards ont bien fonctionnés
pour cette région. Les variantes qui représentent des différences nucléotidiques entre les
séquences dupliquée; 3p49700308, 3p49699143, rs6777426, 3p49697003 et rs1057319,
montrent une tendance a étre plus monomorphiques avec les amorces spécifiques qu’avec
les amorces classiques, puisqu’en amplifiant plus spécifiquement la séquence d’intérét,
ces amorces permettent d’éliminer la sur-représentation de certains alléles causée par
I’amplification des séquences des duplications. Pour les SNP reconnus, comme
rs13085791 et rs3197999, on peut voir une nette amélioration de la détermination des
génotypes avec les amorces spécifiques aux chromosomes 3 comparativement aux
amorces classiques. Enfin, des 6 variantes dont le type restait a déterminer, 3
(3p49696626, 3p49699201 et 3p49696610) semblent monomorphiques chez nos 19
individus CEPH, alors que pour les 3 derniéres (rs41291698, 3p49701074 et rs2446543),

la mauvaise qualité de I’amplification n’a pas permis de déterminer leur génotype.

Puisque ces amorces permettent dans certains cas d’améliorer le génotypage des SNP
situés dans la région dupliquée, elles ont été utilisées dans une expérience subséquente de

génotypage de variantes de MST/ dans une cohorte de taille plus importante.
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3.1.1.2 Test d’association des variantes de MSTI et MSTIR

Nous avons testé 1’association, dans notre cohorte de CU, des variantes de MSTI, ainsi
que de variantes de MSTI/R a I’aide des amorces spécifiques au chromosome 3. Plus
spécifiquement, les SNP sélectionnés a partir des bases de données publiques et
d’expériences de séquencage de MSTI et MSTIR, et étant identifiés clairement dans notre
alignement comme n’étant pas des différences entre les duplications et le chromosome 3
ont été sélectionnés (pour la liste des variantes génotypées, voir matériel et méthode,
tableau XIII).

Des 9 SNP a tester, deux ont été rejetés lors de la conception des groupes d’amorces. Sept
SNP ont été génotypés, et apres le controle de qualité (SNP ayant un taux de génotypage
supérieur a 80%, et les individus ayant un taux de génotypage de 90%), 5 SNP ont été
conservés. Ces faibles taux (comparativement a des seuils de plus de 95% normalement
rapportés dans les études d’association) ont été conservés afin de permettre 1’analyse des
variants dont le génotypage est compliqué par I’existance des duplications dans leur locus.
L’analyse d’association a été faite avec 1310 cas de CU et 756 contrdles (cohorte 5,
annexe A), avec un taux de génotypage général de 96.5%. Tous les SNP étaient en
équilibre de Hardy-Weinberg. Les résultats du test d’association sont montrés dans le
tableau XIV. Des SNP de la région 3p21 testés dans la cohorte ITACC, un SNP montre
un signal d’association significatif (rs13085791, valeur-p de 0,0008223, la valeur-p de
seuil avec correction de Bonferroni pour le nombre de tests = 0.00625). Ce SNP, situé
dans le géne MSTI1, est parfaitement corrélé (r’=1) avec R689C d’aprés les données de
LD. Aucune des variantes de MSTIR testés n’a donné de signal d’association significatif.
Ceci suggere que le signal d’association dans le géne MSTI provient de la variante
codante non-synonyme R689C, et que nous n’avons pas pu répliquer le signal
d’association corrélé a MSTIR. Ceci peut étre dii au fait que notre cohorte ne comporte
que des cas de CU et que ce signal est exclusif a la MC, ou que notre cohorte n’a pas la
puissance de détecter ce signal d’association pour la CU si ce dernier est di a une

variante ayant un faible effet.
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Tableau XIV: Résultats d’association de variantes de MST1 et MSTIR dans notre
cohorte italienne.
(1647 cas, 1110 controles). La valeur p est bilatérale car I’effet des alléles des

variantes testées est inconnu (protecteur ou a risque).

Allele Fréquence Fréquence
mineur cas témoins
rs13085791 |Chr3:49696802 1.104-1.464 0,0008223
rs1062633 Chr3:49899944 0.781-1.011
rs12489386 |Chr3:49902507 0.877-1.561
rs35986685 |Chr3:49910530 0.714-2.54
rs2230593 Chr3:49915082 0.712-1.23

Position

OR 95%Cl valeur-p

3.1.2 Test d’indépendance des signaux d’association de la région 3p21

La région 3p21 a été plusieurs fois associée aux MII dans les études d’association
précédentes, et nous avons pu répliquer le signal d’association a R689C dans notre test
d’association précédent, mais pas celui corrélé a MSTIR Pour vérifier si la région 3p21
contient plus d’un signal d’association a la CU mais aussi a la MC, et provenant de
variantes ayant un faible effet, nous avons di sélectionner des variantes représentant
potentiellement des facteurs de risque aux MII, et les génotyper dans une cohorte de
grande taille comprenant des cas de MC et de CU. Les SNP génotypés dans une méta-
analyse d’études d’association de CU [35], pour laquelle nous avions les résultats
d’association et dont les valeurs-p d’association étaient sous le seuil de 1x10™, ont été
classés en ordre décroissant de valeur-p. Les SNP corrélés a r*>0.4 au SNP rs3197999,
considérés comme faisant partie du méme signal d’association, ont été retirés de ce
groupe, ce qui a permis d’identifier rs7629936, le prochain SNP le plus associé et
seulement faiblement corrélé au signal principal de rs3197999. Ensuite, les SNP corrélés
a r’>0.4 a 1s7629963 ont été retirés de la liste, ce qui a permis d’identifier rs6802890.
Cela suggere, basé sur les données de corrélation des individus caucasiens disponibles
dans HapMap, que la région 3p2l contient 3 signaux d’association indépendants

potentiels (tableau XV).
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Tableau XV: Résultats d’association des trois signaux indépendants dans la région
3p21 a partir des données des méta-analyses précédentes.
Les valeurs ont été tirées des résultats de McGovern et al. [35].

SNP position gene valeur-p CU valeur-p MC
rs3197999 | chr3:49696536 MST1 1.36E-06 2.17E-07
rs6802890 | chr3:49807265 intergénique, CDHR4 2.93E-06 2.90E-04
rs7629936 | chr3:49811711 CDHR4 2.38E-06 5.84E-06

3.1.3 Test d’association des trois SNP étant potentiellement des signaux

d’association indépendants a la MII

Afin de tester 1’association des signaux observés dans la région 3p21, nous avons
génotypé les SNP 156802890, rs7629936 et rs3197999 dans différentes cohortes CU et
MC (cohorte 6, annexe A), car ces signaux semblent étre généralisé aux MII. Bien que
nous avions déja génotypé le SNP rs3197999 sur une partie des individus de la cohorte
ITACC dans notre article original [66], nous avons génotypé les SNP rs319799,
rs6802890 et rs7629936 pour cette étude dans notre cohorte ITACC entiere composé des
cas de CU et de MC. Un test d’association par régression a ensuite ¢été fait a partir des
résultats de génotypage apres le contrdle de qualité (post-QC). De plus, en combinant ces
résultats avec les résultats d’association de ces mémes SNP dans une partie des cohortes
retrouvées dans les méta-analyses de MC et de CU [33, 35], nous avons obtenu plus de
puissance pour détecter une association. L’un de ces SNP, rs6802890, est trés fortement
corrélé (HapMap CEU r*>0.8) au SNP rs1128535, corrélé lui-méme a des variantes
codantes non-synonymes de MSTIR [53]. La fréquence de ’allele mineur de chacun des
SNP a également été calculée dans toutes nos cohortes (annexe E), et nous observons que
les fréquences entre les cohortes sont semblables pour les trois SNP. Cependant, 1’allele
mineur de rs3197999 (T), semble 1égérement plus fréquent dans notre sous-groupe juif

(MAF= 41.48%) que dans les autres groupes (MAF=28.49-34.73%). Aussi, la fréquence
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de Dallele mineur de rs7629936 (A) dans le sous-groupe juif (MAF= 18.42%) est
légérement inférieure a la fréquence des autres groupes (MAF=20.59-24.26%).

Les résultats dans le tableau XVI A montrent que les trois SNP sont associés aux MII en
général, avec des valeurs-p dépassant de seuil significatif pour une étude d’association
pangénomique. Les résultats d’association pour MC et CU montrent que ces signaux
d’association semblent étre généralisés aux MII. Le SNP rs397999 montre le signal
d’association le plus fort, avec une valeur-p de 1.52x10™"" pour MII, 8.56x10™ pour MC
et 4.70x10”° pour CU. L’effet de I’allele A de rs7629936 semble étre protecteur (ORyy =
0.841 (0.789-0.895)), alors que les effets des alleles A de rs6802890 et T de rs3197999
semblent plutot conférer un risque (ORyp respectivement = 1.159 (1.100-1.221) et 1.208
(1.143-1.275)). Les effets de ces alleles sont également conservés dans les résultats

d’analyses avec MC et CU.

3.1.4 Test d’association conditionnelle des trois SNP étant potentiellement

des signaux d’association indépendants a la MII

Afin de tester I’indépendance de nos trois signaux d’association, nous avons ensuite fait
un test d’association conditionnel a partir de nos résultats de génotypage. Nous avons
combinés ces résultats dans une méta-analyse avec les résultats d’association
conditionnels de ces SNP fait a partir des résultats des trois études d’association
auxquelles nous avions acces. Les résultats d’analyse d’association conditionnelle (tab.
XVI B) montrent que le signal d’association principal, a rs3197999, contribue
significativement au signal d’association généralisé¢ aux MII détecté pour rs6802890, et
que les signaux d’association aux MII et a la CU des SNP 157629936 et rs3197999 sont
réciproquement indépendants. Nous pouvons donc conclure qu’il existe deux signaux
d’association indépendants a la CU dans la région 3p21, le premier englobant les SNP
rs3197999 et 156802890, et le second le SNP rs7629936. Pour la MC, le signal semble
provenir de rs3197999 seulement, mais comme la cohorte d’individus MC est beaucoup

moins importante de celle des individus CU, il est possible que notre étude n’ait pas
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obtenu assez de puissance pour détecter I’indépendance du signal d’association provenant

de rs7629936.

Afin de vérifier I’hétérogénéité entre les cohortes, un test d’hétérogénéité par Khi-carré

¢été fait. Aucune hétérogénéité n’a été détectée.

Tableau XVI: Résultats de la méta-analyse des tests d’association par régression
logistique et des analyses d’association conditionnelles pour MIIL, CU et MC.
La méta-analyse réunit les résultats des études d’association pour les SNP

rs3197999, rs7629936 et rs6802890, génotypés dans les cohortes 6, 7, 8 et 9
présentées dans ’annexe A. Les valeurs p sont bilatérales. Les valeurs p en gras sont

significatives (valeur-p de seuil avec correction de Bonferroni = 0.0167).

SNP Allele OR 95%Cl valeur-p  HetKhi2 Hetval-p

(\VIIN rs3197999 T 1,208 | 1,143-1,276 | 1,52E-11| 3,531 0,3168

rs6802890 A 1,159 | 1,100-1,221 | 2,78E-08| 0,893 0,8271
rs7629936 A 0,841 | 0,789-0,895 | 7,00E-08| 1,121 0,772

rs3197999 T 1,215 | 1,139-1,297 | 4,70E-09| 2,174 0,5371

rs6802890 A 1,170 | 1,100-1,246 | 7,48E-07| 3,361 0,3392

rs7629936 A 0,834 | 0,773-0,899 | 2,32E-06| 0,796 0,8504

rs3197999 T 1,215 | 1,132-1,305 | 8,56E-08| 3,732 0,1547

rs6802890 A 1,153 | 1,077-1,235 | 4,24E-05| 0,735 0,6924

A. rs7629936 A 0,852 | 0,783-0,927 | 1,96E-04| 0,564 0,7543
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Condition 95%Cl valeur-p  HetkKhi2 Hetval-p

([N rs6802890 | rs3197999| 1,056 | 0.987-1.130 0,1134| 5,121 0,1631
rs7629936 0,898 | 0.839-0.961 | 0,001859| 2,945 0,4002
rs3197999 | rs6802890( 1,164 | 1.084-1.250 | 3,013E-05( 8,089 0,04421
rs7629936 0,899 | 0.832-0.971 | 0,006688| 0,775 0,8555
rs3197999 | rs7629936 1,166 | 1,099-1,237 | 3,598E-07| 5,883 0,1175
rs6802890 1,100 | 1,032-1,172 | 0,003401| 0,527 0,913

(o}l rs6802890 | rs3197999| 1,069 | 0,986-1,158 0,1061| 7,765 0,05113
rs7629936 0,891 | 0,822-0,967 | 0,005429| 1,682 0,641
rs3197999 | rs6802890( 1,160 | 1,066-1,263 | 0,0005477( 6,953 0,07342
rs7629936 0,898 | 0,819-0,985 0,02265| 0,739 0,8641
rs3197999 | rs7629936 1,171 | 1,092-1,256 | 9,777E-06 3,461 0,3258
rs6802890 1,111 | 1,029-1,198 [ 0,006752| 3,232 0,3572

\[& rs6802890 | rs3197999| 1,041 | 0,951-1,138 0,3838( 0,764 0,6826
rs7629936 0,915 | 0,836-1,003 0,0575| 2,161 0,3394
rs3197999 | rs6802890 1,187 | 1,081-1,304 | 0,0003313| 3,525 0,1716
rs7629936 0,912 | 0,822-1,011 0,07879] 1,958 0,3757
rs3197999 | rs7629936 1,180 | 1,092-1,274 | 2,523E-05( 5,753 0,05632
rs6802890 1,102 | 1,013-1,197 0,02309] 2,253 0,3242

Nous avons également calculé le déséquilibre de liaison entre les trois SNP pour chacune
de nos cohortes ainsi que pour les individus caucasiens de HapMap (fig. 8 A). Ce LD est
rapporté en r°. Nous avons aussi défini des régions de 3p21 comprenant des variantes
fortement corrélées (1*>0.8) a chacun des SNP indépendants (fig. 8B) a 1’aide des
données génétiques de la population caucasienne CEPH, tirées du projet HapMap. Les
trois SNP sont plutdt en faible corrélation (1’<0.45) entre eux. MSTIR, le géne codant
pour le récepteur de MSP, est situ¢ dans la région en forte corrélation avec le SNP

1s6802890.
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Figure 8: Régions en fort LD avec les trois signaux d'association de la région 3p21
La corrélation (r’) entre les SNP, tirée des données des CEU de HapMap

(construction NCBI36). B : Régions en fort LD (HapMap CEU r>>0.8) avec les trois

SNP. Les régions sont représentées par des blocs gris.

Bien quele LD entre les trois SNP testés soient faibles, les résultats de 1’analyse
d’association conditionnelle nous montre que le signal de rs6802890 serait dérivé des
signaux d’association avec les SNP 153197999 et rs7629936. Ainsi, la région 3p2l

semble avoir 2 signaux d’association indépendants aux MII provenant de ces derniers.

3.2 ETUDES FONCTIONNELLES

Le signal d’association aux MII le plus fort, provenant de la variante codante non-
synonyme R689C, est situ¢ dans le gene MSTI. Ce geéne est un excellant candidat
pouvant avoir un réle a jouer dans 1’étiologie des MII. En effet, plusieurs études ont

démontré chez les macrophages murins que la MSP avait un role anti-inflammatoire.
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Entre autre, il a ét¢ démontré que la production d’oxyde nitrique (NO) et de 1’enzyme
induced nitric oxide synthase (iNOS) induite par LPS est inhibée chez les macrophages
de souris traités au MSP [85, 87], et cela en inhibant I’activit¢é de NF-kB [86]. Un
prétraitement minimum de 2 hrs avec la MSP supprimerait également 1’expression de
génes de la réponse inflammatoire, tels que IL12B, induite chez les macrophages
péritonéaux murins stimulés au LPS et IFN-y [88]. Une étude a aussi démontré qu’un
prétraitement avec MSP augmentait la production de O,", normalement inhibée par NO,
chez les macrophages humains de différents types. Dans cette méme étude, le récepteur
de MSP, RON, a également été faiblement détecté chez les macrophages humains dérivés
de monocytes du sang [97]. Cependant, la mesure directe de la production de NO est
difficile a faire chez les macrophages humains car leur production est beaucoup plus
faible que chez les souris [98]. Nous avons donc décidé de tester I’effet d’un traitement a
la MSP sur des modeles de macrophages et de cellules épithéliales humains en mesurant
I’expression de genes de la réponse inflammatoire, la migration des cellules lors de la
cicatrisation et la phosphorylation de AKT dans des mode¢les expérimentaux en réponse a
différents stimuli. Nous avons aussi décidé¢ de tester 1’effet de traitement a la MSP sur des
cellules humaines, basé sur des modeles murins, afin de valider le role de la MSP chez

I’Homme.

3.2.1 Inhibition de [’expression de genes pro-inflammatoires chez les

macrophages prétraités a la MSP

Nous avons isolé des monocytes du sang de volontaires sains et les avons différenciés en
macrophages. En premier lieu, nous avons mesuré 1’expression de marqueurs de la
différenciation des monocytes en macrophages afin de valider la différenciation des
cellules. Ensuite, une partie de ces cellules ont ét¢ soumise a un prétraitement avec MSP
pendant 4 heures avant une stimulation de 3h au LPS. L’expression de geénes pro-
inflammatoires comme /L12B et TNF-a a ét¢ mesurée puisque ces genes possedent des

promoteurs reconnus par NF-kB, qui est activé par LPS.
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La figure 9.A montre les résultats de 1’expression des ARNm de CD-/4, un marqueur que
I’on retrouve principalement chez les monocytes non-différenciés [99]. Nos cellules
différenci¢es pendant 7 jours en culture expriment significativement moins de CD-14
(Pwetcn=0.000356) que les monocytes, suggérant que ces cellules sont différenciées. La
figure 9.B montre que I’expression de CD-206, un marqueur de la différenciation des
macrophages, chez ces cellules est significativement plus élevée chez les cellules
cultivées pendant 7 jours (pweich=0.00140) que chez les monocytes, ce qui confirme que

ces cellules expriment un phénotype de monocyte différencié en macrophage.
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Figure 9: Expression relative de marqueurs de différenciation chez les monocytes du
sang et les macrophages qui en sont dérivés.
A) Expression relative de CD-14 chez les monocytes du sang et les macrophages qui

en sont dérivés apreés 7 jours de culture. Barres = déviation standard . N=3. Le géne
de référence est HPRTI. B) Expression relative de CD-206 chez les monocytes du
sang et les macrophages qui en sont dérivés aprés 7 jours de culture. Barres =

déviation standard . N=3. Le géne de référence est HPRT]I.
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La figure 10 montre I’impact de la MSP sur I’expression de TNF-a et de ILI2B en
réponse a un stimulus pro-inflammatoire (A et B, respectivement). D’abord la différence
d’expression entre les cellules stimulées au LPS et celles sans traitement est significative
(TNF-a pweich=0.00122, ILI12B pweicn=0.000156). Le LPS induit donc une forte réponse
inflammatoire chez nos macrophages dérivés des monocytes du sang. Cependant, la
différence entre les macrophages stimulés au LPS prétraités ou non avec MSP n’est pas
significative (TNF-a pwech=0.427, ILI2B pwecn=0.128). Ces résultats démontrent que
MSP n’a pas un effet inhibiteur significatif sur I’expression de TNF-a ou /LI2B induite
par LPS dans ce modele. Afin d’évaluer I’effet de MSP sur un mode¢le différent, nous
avons ensuite évalué I’effet de MSP sur des macrophages dérivés de cellules et avons
obtenu des résultats similaires a ceux obtenus avec les macrophages dérivés de

monocytes du sang (résultats non présentés).
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Figure 10: Expression relative de TNF-a et IL12p40 chez les macrophages prétraités
au MSP et stimulés au LPS
A) Expression relative de TNF-a chez les macrophages prétraités au MSP et

stimulés 3 heures au LPS. Barres = déviation standard. N=3. Le géne de référence
est HPRTI. B) Expression relative de ILI2B (IL12p40) chez les macrophages
prétraités au MSP et stimulés 3 heures au LPS. Barres = déviation standard. N=3.

Le géne de référence est HPRTI.

Devant ces résultats, nous avons décidé de vérifier I’expression des ARNm de MSTIR
par PCR quantitatif dans ces deux modeles cellulaires de macrophages humains. Les tests
préliminaires n’ont démontré aucune expression significative de MSTIR chez les
macrophages dérivés des monocytes du sang ou dérivés des THPI (résultats non

présentes).
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3.2.2 Expression de MSTIR dans différentes lignées cellulaires.

Afin de trouver des lignées cellulaires exprimant le récepteur RON, encodé par MSTIR,
et donc susceptibles de répondre a un traitement avec la MSP, nous avons sélectionné,
d’apres les résultats des bases de données d’expression publiques, des lignées cellulaires
qui expriment potentiellement RON. L’expression des ARNm de MSTIR a été mesurée
dans ces cellules par PCR quantitatif (fig. 11). Comparativement aux monocytes (ici
représentés par les THP1 non différenciés), qui n’expriment pas I’ARNm de MSTIR [97],
les lignées cellulaires épithéliales de ’intestin HT-29, HCT-15 et HCT-116 expriment de
trés hauts niveaux de cet ARNm. Les HL-60 et les HEK293 sont utilisées aussi comme
controles négatifs. Dans une expérience indépendante évaluant le niveau d’expression de
MSTIR chez les macrophages dérivés des monocytes sang les niveaux des ARNm de ce
gene ont démontré un niveau d’expression similaire a celui des cellules THP-1 (résultats
non présentés).
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Figure 11: Expression relative de MSTIR chez différentes lignées cellulaires.
Les barres d’erreur représentent la déviation standard (SD). Le géne de référence

est HPRTI. N=3.
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3.2.3 Migration des cellules épithéliales des intestins traitées a la MSP

Apres avoir déterminé que les lignées cellulaires épithéliales de I’intestin expriment les
ARNm MSTIR, nous nous sommes basés sur la littérature afin d’appliquer des modeles
fonctionnels décrits précédemment qui nous permettraient d’évaluer 1’effet de MSP.
Nous avons d’abord testé¢ I’effet d’une stimulation a la MSP sur la cicatrisation d’une
blessure infligée aux épithélia de cellules du colon HCT-15, HCT-116 et HT-29. Comme
il a ét¢ démontré que HGF et PMA activaient la migration des cellules HT-29 dans ce
modele, ces traitements ont été utilisés comme contrdles positifs dans nos expériences
[100]. Afin de nous donner plus de chance d’observer une réponse a la stimulation avec
MSP dans nos modeles, nous avons également vérifi¢ I’effet de la MSP recombinante
C672A, dont Dactivité spécifique est de 10 a 20 fois plus grande que la MSP
recombinante de type sauvage (WT) [101]. Les résultats de I’expérience de cicatrisation

sur les HT-29 sont présentés dans la figure 12.
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Figure 12: Graphique a boites et moustaches présentant les résultats de cicatrisation
des blessures de tissus épithéliaux intestinaux apres différents traitements.
La cicatrisation est mesurée en différence de largeur de la blessure entre les temps

de traitements 24 et zéro h en A, 48 et zéro h en B et 72 et zéro h en C. Les contours
des boites représentent les premier (Q1) et troisieme quartiles (Q3), alors que la
ligne du centre représente la médiane. La longueur des barres, qui mesure ’indice
de dispersion, est calculée par £ 1.50 x (Q3-Q1). Les mesures qui tombent a

P’extérieur de ces barres sont représentées par un cercle. N=6.

Apres 24 h et 48 h de stimulation, nous observons que seul le traitement au PMA semble
avoir eu un effet significatif (respectivement p= 3.04x10° et 1.05x107) sur la
cicatrisation des blessures des tissus épithéliaux de cellules HT-29, comparativement aux
¢échantillons sans traitement. Aprés 72 h de stimulation, seuls les traitements au PMA et
au HGF ont significativement augment¢ la cicatrisation des tissus par rapport au controle

sans traitement (respectivement p= 0.000646 et 0.00299)
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Nous avons aussi évalué I’effet de MSP sur la migration des cellules épithéliales du cdlon
dans un mode¢le de dispersion des cblonies de cellules. Apres une distribution des cellules
HCT-15, HT-29 et HCT-116 a faible densité dans des puits de culture cellulaire, nous
avons traité celles-ci au PMA, HGF et MSP recombinante de type sauvage. Nous avons
ensuite photographié¢ des cdlonies de cellules a différents temps, et évalué de facon
visuelle non-quantitative les changements de morphologie ou la migration des cellules
composant les colonies. Les colonies présentées dans I’annexe F sont un exemple tiré¢ du
lot de 4 colonies échantillonnées par puits. D’aprés nos observations, le traitement au
PMA augmente considérablement la dispersion des colonies pour les trois lignées
cellulaires dés 24 h de traitement, tandis que les cellules traitées au HGF semblent
légérement plus allongées a 24 h que les cellules du contréle sans traitement. Nous
n’avons observé aucune différence morphologique des colonies ou des cellules avec les
traitements au MSP comparativement aux controles négatifs. Les résultats dans ces
modeles confirment ce qui est vu dans le modéle de cicatrisation précédent, c’est-a-dire
que la MSP ne semble pas avoir un effet observable sur la migration des cellules

¢épithéliales de colon.

3.2.4 Induction par MSP de la phosphorylation de AKT chez nos modeles de

cellules épithéliales du colon

Afin de mesurer I’effet de MSP sur ’activation de la voie de signalisation sous-jacente a
la phosphorylation de RON, nous avons évalué¢ la phosphorylation d’AKT par
immunobuvardage. En effet, il a été rapporté que AKT est activée a la suite d’un
traitement au MSP dans des cellules épithéliales de I’intestin [82]. Afin d’évaluer le
niveau le niveau de phosphorylation de AKT en comparaison a des niveaux minimums de
base, nous avons privé les cellules HCT-15, HCT-116 et HT-29 de sérum pour 16 hrs
avant le traitement avec la MSP recombinante de type sauvage. Normalement, chez les
cellules privées de sérum, la phosphorylation d’AKT est réduite ou absente, puisque

certains facteurs de croissance présents dans le sérum induisent cette phosphorylation.
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Des traitements au FBS et au HGF ont été utilisés comme controles positifs car il a été
démontré que ces traitements induisaient la phosphorylation de AKT [102, 103] dans ces
cellules. Nous avons aussi utilis¢é un anticorps anti-AKT afin de vérifier la quantité
relative d’AKT entre les différents échantillons. Chez les trois lignées de cellules
¢épithéliales du colon, les contrdles positifs de 30 minutes de stimulation au FBS et de 10
minutes de stimulation au HGF nous a permis de valider la phosphorylation de AKT
(bandes a 60 kD) dans ce modele. Le HGF semble induire plus faiblement la
phosphorylation d’AKT chez les HT-29 et HCT-15 que chez les HCT-116. Notre
traitement avec MSP, ne semble pas induire de fagon significative la phosphorylation
d’AKT dans les cellules HT-29, et seulement faiblement chez les HCT-116
comparativement a nos deux contrdles positifs. Nous observons cependant que chez les

HCT-15, le traitement a la MSP induit clairement la phosphorylation d’AKT.
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Figure 13: Expression de AKT et Phospho-AKT chez des cellules HT-29, HCT-15 et
HCT-116 traitées au FBS, HGF et MSP.
Expression de AKT (A,C,E) et Phospho-AKT (B,D,F) chez des cellules HT-29 (A,B),

HCT-15 (C,D) et HCT-116 (E,F) traitées au FBS, HGF et MSP. Vingt ug d’extrait
de protéine HT-29 et HCT-15 ont été chargés par puits, et 30 ug pour HCT-116.

La stimulation avec MSP de certaines lignées humaines épithéliales du colon induirait
donc la phosphorylation d’AKT. Comme le seul récepteur connu de MSP est RON, cette
phosphorylation est trés probablement sous-jacente a 1’activation de la phosphorylation

de RON.
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3.3 PRODUCTION DE LA MSP RECOMBINANTE A PARTIR DE LA
TRANSFECTION DE CELLULES DE MAMMIFERES

Puisque nous avons trouvé un modele de cellules humaines sur lequel un effet
fonctionnel de la MSP est mesurable, nous avons tent¢ de produire une MSP
recombinante par transfection d’un plasmide contenant la séquence humaine de MST1
dans des cellules de mammifeéres. Ce plasmide servira dans des expériences de
mutagénese futures visant a déterminer I’effet de la mutation R689C sur la fonction de
MSP dans ce modele. En effet, la mutation R689C (rs3197999), di a sa position dans la
pochette d’affinité de MSP pour RON, et a I’introduction d’une cystéine supplémentaire,
pourrait potentiellement affecter la fonction ou la maturation de MSP.

Le plasmide d’expression Insect/Mammalia de Qiagen (voir matériel et méthode)
contenant la séquence optimisée du gene MSTI, incluant en position N-terminale le
peptide signal pour la sécrétion extracellulaire de la protéine et une étiquette d’histidines
en position C-terminale, a d’abord ét¢ introduit dans des bactéries E.coli afin d’obtenir
une grande quantité de ce plasmide. Afin de vérifier I’identit¢ du plasmide produit, ce
dernier a été digéré par les enzymes de restriction Xhol, Ncol et Agel. Les produits de la
digestion ont été chargés sur un gel et visualisés par UV en présence de bromure
d’éthidium (fig. 14). D’aprés la carte du plasmide (matériel et méthode, fig. 3), la
digestion avec ces enzymes de restriction devrait nous permettre d’obtenir des fragments
de 5182 pb et 2213 pb avec la combinaison Xhol et Ncol, et des fragments de 6169 pb et
1226 pb avec la combinaison Xhol et Agel. D’apres la figure 14, la digestion avec Xhol
et Ncol nous permet de détecter des fragments d’un peu plus de 5 kb et 2.4 kb, et la
digestion avec Xhol et Agel donne des fragments de 6 kb et 1.3 kb. Ces fragments sont
sensiblement plus longs que prévus, et d’autres analyses seront nécessaires afin de valider
des résultats. Le séquencage du plasmide purifié ainsi que I’alignement de sa séquence
avec la séquence fournie par Qiagen a aussi permis de valider 1’identité de ce plasmide
comme étant bien le plasmide MST1 Insect/Mammalia et 1’intégrité de la séquence de

MSTI1. Nous avons ensuite introduit ce plasmide d’expression dans des cellules de
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mammiféres HEK293, et la MSP recombinante sécrétée dans le milieu de culture a
ensuite été purifiée tel que décrit dans la section 2.4.2 des Matériel et Méthodes. Nous

avons ensuite digéré une partie de la pro-MSP purifiée avec la

Figure 14: Digestion du plasmide MST1
Insect/Mammalia avec une combinaison d’enzymes de restriction Xhol et Agel, et

Xhol et Ncol.
Billes - - + + + + - - -
Colonne - - -+ + + + - -
Précipitation - - - - - - - ¥+ 4
Kallicréine - - - -+ - - - -
MST1 + - + - + + + + - kD
1—250
—150
- L —— — 1:%%0
2 -50
-37
, h — —-25
lysat de cellules surnageant

Figure 15: Immunobuvardage montrant les étapes de purification de la MSP
recombinante.
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Les cellules transfectées ont été lysées. Le surnageant a été ou précipité, ou
concentré dans une colonne d’exclusion par poids moléculaire. Une partie de la
MSP sécrétée et concentrée dans la colonne a été purifiée sur billes. Une partie des
la MSP purifiée a ensuite été digérée par la kallicréine. 1:10 des lysats et du
concentré et précipité de protéines de surnageant ont été chargées par puits

correspondant. 1 :3 du total de billes a été chargé par puits correspondant.

kallicréine afin de la convertir en MSP mature. A chaque étape de purification et de
maturation, des échantillons ont été prélevés et chargés dans un gel, puis visualisés par
immunobuvardage avec un anticorps dirigé contre les penta-histidines (fig. 15). Les
lysats et le surnageant de cellules de HEK 293 non transfectés avec le plasmide ne
montrent aucune bande détectable avec I’anticorps dirigé contre les penta-histidines,
tandis que le lysat et le surnageant de cellules transfectées montre tel qu’attendu une
protéine a 80kDa correspondant a la pro-MSP, suggérant une transfection et une
expression efficace du plasmide, mais montrant aussi qu’une certaine quantit¢ de MSP
reste dans la cellule et n’est pas sécrété. L’échantillon pris a la suite de 1’étape de
concentration des surnageants par colonne nous démontre qu’il y a peu de perte de MSP
dans cette étape. L’étape de purification par bille nous montre qu’il y a un peu de perte de
MSP dans cette étape puisque le volume chargé équivaut au tiers du volume de
surnageant, contre 1 :10 du volume de surnageant chargé pour la c6lonne. Enfin, la MSP
produite et purifiée a été¢ digérée par la kallicréine afin d’étre activée. La kallicréine
digére presque complétement la MSP produite puisque 1’on distingue une bande a 27 kB

qui correspond a 1’unité beta de MSP qui porte 1’étiquette de histidines.

Nous pouvons donc produire de la MSP recombinante par transfection, la purifier dans
des quantités satisfaisantes et la digérer a I’aide de la kallicréine. L optimisation de la
digestion de MSP par la kallicréine a déterminé qu’une concentration de 4.5 ng de

kallicréine par ul de MSP purifiée selon notre protocole, et une digestion de 1 h
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permettait une digestion optimale de la MSP (résultats non montrés). Une quantification

de la MSP produite a également été tentée, mais les résultats n’ont pas été concluants.

Egalement, la MSP ainsi produite et activée par la kallicréine a été utilisée dans une
expérience de phosphorylation de AKT chez nos lignées épithéliale du colon. Aucune
phosphorylation de AKT n’a pu étre détectée suite a la stimulation de ces cellules avec la

MSP recombinante produite (résultats non montrés).

D’autres expériences seront nécessaires dans le futur afin de quantifier la MSP produite
par transfection, et aussi afin de re-tester I’effet de cette MSP sur notre modele chez des

lignées de cellules humaines épithéliales du colon.
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CHAPITRE 4

DISCUSSION
4.1 Deux signaux d’association indépendants sont
impliqués dans la susceptibilité aux MIl dans la région
3p21.

4.1.1 Test d’association de variantes de MST1 et MST1R

Les expériences réalisées dans ce mémoire visent a améliorer notre compréhension des
signaux d’association provenant de la région chromosomique 3p21 pour les maladies
inflammatoires de 1’intestin. En effet, de multiples études de liaison et d’association ont
identifi¢ cette région génomique comme facteur de risque aux MIL. Le signal
d’association le plus répliqué jusqu’ici provient du SNP codant non-synonyme rs3197999,
situé dans le gene MST1 [58, 66], qui encode la protéine MSP. Cette variante encode pour
la mutation R689C de MSP, et pourrait, en introduisant une cystéine supplémentaire et en
étant située dans le site de liaison de MSP avec son récepteur, étre dommageable pour la
fonction et la maturation de MSP. Le signal d’association dans 3p21 provient trés
probablement de la variante R689C. Cependant, une étude indépendante a aussi identifié
un signal d’association a la maladie de Crohn corrélé & des SNP codants non-synonymes
de MSTIR [53]. Ce geéne encode pour la protéine RON, le récepteur de MSP, et est situé a
250 kb du géne MSTI. La corrélation entre ces deux signaux étant faible (r*0.387), il est
possible que ces deux signaux d’association soient indépendants 1’un de 1’autre. De plus,
MSTI et MSTIR sont tous les deux de bons genes candidats dans I’optique des MII,
puisque qu’ils ont un réle lié¢ a I’inflammation. Enfin, bien que 1’existance de duplications

de la séquence entourant le gene MST! puisse mettre en doute la validité du génotypage
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des SNP situés au cceur de cette séquence, le LD entre ces variantes et celles situées a
I’extérieur de la région dupliquée reste notre meilleur outil afin de confirmer la 1égitimité
des signaux qui y sont détectés. Tel est entre autre le cas de R689C, fortement corrélé au
SNP rs9858542 mainte fois associé¢ aux MII et situé¢ a I’extérieur de la région dupliquée.
La conception d’amorces spécifiques a la séquence du chromosome 3 est également une
¢tape déterminante afin d’obtenir des résultats valides. Le bon taux de génotypage de
R689C dans nos essais, indiquant une amplification spécifique de la séquence sur le
chromosome 3, est dii au positionnement des amorces de PCR et d’extension sur des
différences nucléotidiques entre les duplications et la séquence de MSTI1. Ces

observations suggerent la validité des résultats de génotypage pour R689C.

Ainsi, comme les études d’association précédentes n’ont pas fait un génotypage exhaustif
des geénes MST1 et MSTIR, nous avons testé 1’association d’autres variantes de MS7T/ et
MSTIR. Dans ce but, nous avons génotypé dans une cohorte de 1110 témoins et 1647 cas
de CU, des SNP identifiés dans une expérience de re-séquencage de ces genes ou dans la
base de données dbSNP. Lors de I’étape de contrdle de qualité, les seuils de taux de
génotypage des ADN et des SNP ont été gardés assez haut pour éliminer les génotypages
contenant trop d’erreurs, mais aussi assez bas pour permettre 1’analyse des variants dont

le génotypage est compliqué par I’existance des duplications dans la région de MST1].

Les tests d’association subséquents nous montrent que autre que R689C, une seule
variante codante synonyme de MSTI, R641R (rs13085791), a un signal d’association
significatif a la CU. R641R est parfaitement corrélée & R689C (r’=1), notre signal
d’association principal dans la région 3p21. Puisque les SNP codant non-synonymes sont
plus aptes a induire un dysfonctionnement des protéines comparativement aux variantes
codantes synonymes, le signal d’association a R641R est probablement dii a sa grande
corrélation avec R689C. En effet, il a été¢ suggéré que les arginines autour de ce site sont
indispensables a cette liaison[63]. De plus, I’introduction d’une autre cystéine dans la

séquence d’acides aminés de MSP pourrait permettre la formation d’un pont disulfure
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supplémentaire qui pourrait changer le repliement de la protéine[66]. Une seule des
variantes codante non-synonyme corrélée ( 1°=0.5) 4 R689C est un SNP du géne BSN. 11
introduit un codon stop dans la protéine, et pourrait avoir un effet fort sur la fonction de
sa protéine, mais il n’a jamais €té génotypé. Cependant, la protéine basoon, encodée par
BSN, semble avoir un role connu que dans la formation de la matrice des terminaisons
neuronales, et est exprimée surtout dans le cerveau, ce qui ne fait pas de BSN un bon gene
candidat ayant un role a jouer dans la pathogénése des MII. Nos résultats suggérent donc
que R689C est la variante causale d’ou origine ce signal d’association. Pour MSTIR,

aucune des variantes testées ne montre de signal d’association a la CU.

Cependant, on ne peut pas exclure la possibilité que d’autres variantes additionnelles de
MSTI et MSTIR soient associées aux MII, pour diverses raisons. Entre autre,
probablement que tous les SNP de ces geénes n’ont pas été génotypés. Aussi, une étude
indépendante avait précédemment détecté un autre signal d’association a la MC en
corrélation avec MSTIR [53]. Malgré qu‘aucun signal d’association a la CU n’a été
détecté pour MSTIR dans notre cohorte, il est aussi possible que ce signal soit plutot un
facteur de risque exclusif a la MC, ou que la taille de notre cohorte ne soit pas suffisante
(1110 témoins et 1647 cas) pour détecter une association significative a la CU pour un

variant ayant un faible effet.

Ainsi, bien que nos résultats suggerent que R689C est une variante causale dans MST1, et
qu’aucune association n’est détectée pour les SNP de MSTIR qui ont été testés, il serait
nécessaire de génotyper les variantes de ces génes dans les cas de MC de notre cohorte,
ainsi que d’augmenter de la taille des cohortes génotypées avant de conclure qu’il n’y a

pas d’autres signaux d’association dans la région 3p21.
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4.1.2 Test d’association conditionnel dans la région 3p21

Les résultats d’études association aux MII publiées nous suggerent qu’il y a plus d’un
signal d’association dans la région 3p21. Bien que nous ayons précédemment validé que
I’association pour R689C du gene MSTI, il est possible que la région 3p21 contienne
d’autres facteurs de risque ayant un effet trop faible pour que nous les ayons détectés
dans notre étude précédente. Dans le but de trouver des signaux d’association
indépendants potentiels dans la région 3p21 dus a des facteurs de susceptibilité ayant un
faible effet ou exclusifs a I'un ou I’autre des phénotypes de MII, nous avons voulu tester
I’association de variantes de la région 3p21 dans une cohorte ayant une trés grande taille,
et comprenant des cas de CU et de MC. Une méta-analyse de plusieurs études
d’association est une des méthodes éprouvées [104] qui permet d’atteindre ces objectifs
lorsque I’on n’a pas acces aux données de génotypage bruts, en combinant les résultats
d’association provenant de différentes études. Pour ce faire, nous avons dii en premier
lieu limiter le nombre de variantes dont 1’association conditionnelle est a tester a celles
qui semblent strictement indépendantes. Nous avons donc identifiés, en consultant les
résultats disponibles de la méta-analyse d’études d’association a la CU de McGovern
(6791 témoins et 2693 cas de CU) [35], tous les SNP ayant un signal d’association
inférieur a 1x10™, et qui sont faiblement corrélés entre eux (r’<0.4). L’association a
R689C a été identifiée comme le signal principal dans cette région, et deux autres
variantes, 1’une intronique (rs6802890) et I’autre codante synonyme A71A (rs7629936)
du géne CDHR4, ont également montré des signaux suggestifs d’association
indépendants. Le SNP intronique est un proxy (r’=1) du signal corrélé a MSTIR[53]. 1l
semble donc potentiellement y avoir trois signaux indépendants d’association aux MII
dans la région 3p21. Nous avons ensuite génotypé ces trois SNP dans notre cohorte de
1110 témoins, 1647 cas de UC et 799 cas de MC, puis nous avons fait des tests
d’association par régression logistique. Nous avons aussi demandé a des collaborateurs
de nous fournir les résultats d’association venant de 3 études indépendantes d’association

pangénomique aux MII pour ces 3 SNP. Ces résultats ainsi que ceux de notre étude ont
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ensuite ét¢ combinés dans une méta-analyse a effet fixe. Ainsi, nous avons obtenus
I’équivalent des résultats d’association de 6441 témoins, 4295 cas de CU et 2664 cas de
MC pour ces 3 SNP.

Les résultats de cette méta-analyse nous montrent que les trois SNP sont associés
significativement a la fois pour les MII, MC et pour CU, et que le signal le plus fort est
détecté pour R689C (R689C: 1.52 x 107", CDHR4*intronique: 2.78 x 107,
CDHR4*A71A : 7.0 x 10™), ce qui confirme qu’il y a potentiellement trois variantes
causales dans la région 3p21. L’indépendance de ces trois signaux a ensuite été testée par
régression logistique conditionnelle. Pour ce faire, ce type d’analyse a été faite sur nos
données de génotypage pour chaque SNP et pour chaque phénotype. Nous avons
¢galement demandé a nos collaborateurs de faire la méme analyse et de nous envoyer les
résultats afin de les combiner dans une autre méta-analyse. D’apres les résultats, le signal
a R689C est indépendant des signaux des deux autres SNP pour les MII, MC et CU. Le
signal d’association pour CDHR4*A71A dans les MII et dans la CU est indépendant de
celui de R689C. Cependant, d’apres 1’analyse faite avec les données de la MC, ce signal
ne semble pas indépendant a celui de R689C. Le signal provenant du SNP intronique
dans CDHR4 ne semble pas non plus indépendants du signal de R689C dans les MII, la
MC, et la CU.

Cela suggere donc que le principal signal d’association aux MII dans la région 3p21
provient bien de R689C. La région définie par les SNP corrélé a 0.5 a R689C est longue
de 474 kb et chevauche 14 génes, mais ne contient pas d’autres variantes codantes non-
synonymes connues dans un geéne intéressant (fig. 16). Le second signal d’association
semble provenir de la variante CDHR4*A71A et étre exclusif a la CU. Cette variante est
située dans le géne appelé CDHR4, pour cadherin-related family member 4. Le role et
I’expression de ce géne sont encore inconnus, mais nous savons toutefois que la protéine
encodée par ce gene partage des domaines semblables a ceux des cadhérines, des

protéines membranaires ayant une fonction dans 1’adhésion des cellules dépendante des
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ions calcium. Aucun SNP n’est corrélé & CDHR4*A71A a r*=0.8. Cependant, la région
définie par les SNP en corrélation de 0.5 avec CDHR4*A71A, longue de 426 kb et
englobant 16 génes, semble chevaucher MSTI mais pas MSTIR, et il est donc possible
que le deuxiéme signal provienne d’une autre variante de MST/. Il existe un autre gene
dans la région corrélée, RHOA, qui pourrait avoir un role intéressant. En effet, RHOA
encode une protéine du signal de transduction des changements de ’actine et qui est une
cible de Y. pseudotuberculosis, qui cause des désordres digestifs. Cependant, il n’y a
aucun SNP codant non-synonymes de ce géne corrélé a ce signal. Aussi, 1’absence
d’association de ce signal avec la MC pourrait représenter un manque de puissance dans
notre cohorte de MC (n=2664 dans MC, n=4295 dans CU et n=6959 dans MII), et donc il

faudra sans doute génotyper cette variante dans un plus grand échantillon de MC.
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Figure 16 : Région définie par les SNP corrélés a nos signaux d'association
indépendants (r*=0.5 et 0.8).

En conclusion, il y aurait potentiellement deux signaux d’association aux MII dans la
région 3p21. Puisque le SNP associé¢ dans I’étude de Beckly et al. [53] est un proxy du
SNP intronique de CDHR4, il est probable que son association aux MII ne soit pas
indépendant du signal au SNP R689C. Egalement, d’aprés nos résultats de génotypage de
variantes de MSTI et MSTIR, il ne semble pas y avoir d’autres variantes de ces genes
associées a la CU. Cependant, il reste encore beaucoup d’autres variantes pour lesquelles

le test d’association n’a pu étre fait. Il serait intéressant de re-séquencer des régions en
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LD avec nos deux signaux, génotyper toutes ces variantes dans une cohorte de grande
taille et enfin, faire une analyse logistique conditionnelle afin de tester I’indépendance

des nouveaux signaux d’association que 1’on pourrait trouver dans la région 3p21.

4.2 MSP, encodée par MST1, semble avoir un réle régulateur
de la phosphorylation de AKT, mais pas dans la
modulation de la réponse inflammatoire

4.2.1 Tester I'effet de MSP sur un modeéle de réponse
inflammatoire chez les macrophages

Comme la variante R689C dans le gene MSTI montre le signal d’association aux MII le
plus fort dans la région 3p21, que le géne MSTI semble étre un candidat ayant un role
dans I’inflammation, et que la variante R689C a de forte chance de modifier la fonction et
le repliement normal de la protéine MSP, nous nous sommes penchés sur le role de cette
protéine. Une fois la fonction de MSP chez les cellules humaines mise dans le contexte
des MII, nous pourrons éventuellement vérifier I’effet de la mutation R689C sur nos
mod¢les. Malheureusement, les connaissances sur la fonction de MSP proviennent
presque toutes d’études menées sur des modeles chez la souris. Nous avons donc adapté

des modeles avec des cellules humaines d’apres les modeles chez la souris.

Tout d’abord, on sait que la pro-MSP est produite principalement par les hépatocytes
sous forme inactive, et est mise en circulation dans le systétme sanguin. Sur les sites
d’inflammation, la pro-MSP est clivée par des facteurs de coagulation, ainsi que par la
matriptase, une enzyme a la surface des macrophages, ce qui permet a la MSP de
s’activer et de se lier a son récepteur, RON. Une fois ce dernier auto-phosphorylé, il y a

activation d’une variété de voies de signalisation qui vont de 1’inhibition de la réponse
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inflammatoire chez les macrophages, a la migration des cellules, a la cicatrisation des
cellules épithéliales et a la survie cellulaire. Il a en effet ét¢ démontré qu’'un prétraitement
avec la MSP chez les macrophages de souris stimulés au LPS pouvait inhiber la
production de NO, de iNOS et de IL12p40 via une inactivation de la voie de signalisation
de NF-kB [85-88]. La seule étude faite chez les macrophages humains a démontré que
MSP inhibait la production de molécules pro-inflammatoires en augmentant la production

de 02_.

Nous avons donc évalué I’effet d’un prétraitement a la MSP suivi d’une stimulation au
LPS sur des macrophages humains dérivés de monocytes circulants ou dérivés de la
lignée cellulaire THP-1, en mesurant I’expression de TNF-a et IL12B (IL12p40), des
genes pro-inflammatoires transcrits par le facteur de transcription NF-kB. Nous avons
¢galement mesuré 1’expression de marqueurs de différenciation des macrophages afin que
nos modeles soient le plus comparables possible aux modeles de macrophages de souris
de la littérature. Cependant, dans ces deux modeles, bien que les monocytes différenciés
expriment des marqueurs de différenciation propres aux macrophages, aucun effet de la

MSP n’a été observé sur I’expression des RNA de TNF-a et IL12B.

Les différences entre nos résultats et les résultats publiés auparavant dépendent
probablement du mode¢le cellulaire utilisé, qui différent a deux niveaux. Premic¢rement,
nos modeles différent au niveau de I’espece. Ainsi, dans la majorité des expériences, les
modeles utilisés étaient une lignée de macrophages de souris Raw264.7 transfectée avec
un plasmide contenant la séquence de RON, ou des macrophages péritonéaux de souris,
alors que nous utilisons des macrophages humains. Or, il est connu que les macrophages
de souris ont une réponse inflammatoire un peu différente de celle des macrophages
humains, puisque ces derniers ne produisent presque pas de NO en réponse au LPS,
contrairement aux macrophages de souris [105]. Deuxiémement, notre mode¢le differe de
ceux dans la littérature par 1’origine des macrophages. En effet, des macrophages

d’exsudat péritonéaux ont été utilisés, alors que nous avons plutot utilisé des
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macrophages dérivés des monocytes du sang ou de la lignée THP-1. Or il a été démontré
que RON n’était exprimé que par les cellules hautement différenciées dans la cavité
péritonéale. De plus, il a été montré chez les rats que les monocytes du sang sont
différenciés en macrophages hautement différenciés « résidents » apres 6 jours de culture.
Bien que nous ayons différenci¢ nos monocytes en macrophages pendant 7 jours, peut-
étre les monocytes du sang nécessitent-ils une stimulation spécifique dans les tissus afin
d’atteindre ce niveau de différenciation et produire RON. Enfin, dans la seule étude
utilisant des macrophages humains dérivés des monocytes du sang, seule la production de
O, était mesuré suite a un prétraitement au MSP [97]. 11 est possible que la production de
O, soit considérablement plus marquée chez ces cellules que 1’expression des génes pro-

inflammatoires tels que IL12B et TNF-a.

Ainsi, nos résultats nous suggerent que dans nos modeles de macrophages humains
dérivés des monocytes du sang et des THP1, MSP n’a pas I’effet inhibiteur de la
production de IL12p40 tel que vu chez les cellules de souris. Cependant cela n’exclus pas
la possibilit¢ pour MSP d’avoir un autre role en lien avec les MII dans les cellules

humaines.

4.2.2 Tester I'effet de MSP sur des modéles de cellules
epithéliales

En vue de valider d’autres fonctions potentielles de la MSP chez I’humain, nous avons
criblé la littérature afin de trouver d’autres modeles a adapter aux cellules humaines. Il a
¢été démontré que MSP induisait la migration ainsi que des changements de morphologie
chez des cellules épithéliales de souris [106, 107]. Egalement, quelques études mesurant
I’effet de MSP chez les cellules épithéliales humaines ont démontré que MSP induit la
phosphorylation de AKT [82, 108], une sérine/thréonine protéine kinase en amont de la

voie de signalisation de la survie cellulaire.
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Nous avons donc stimulé des cellules humaines de lignés épithéliales de c6lon (HCT-15,
HCT-116 et HT-29) avec de la MSP et nous avons observé son effet sur la cicatrisation et
la migration des cellules. L expression de RON a été mesurée chez ces différentes lignés
(voir résultats, figure 11) afin de s’assurer que ces cellules pouvaient étre réceptives a la
MSP. Nous avons également mesuré la phosphorylation d’AKT dans ces lignées

lorsqu’elles étaient stimulées avec MSP.

Bien que les cellules ont bien répondu aux contrdles positifs de HGF et FBS, des facteurs
de croissance, nous n’avons observé aucun effet de la MSP sur la morphologie et la
migration des cellules, ni sur la cicatrisation des tissus de cellules épithéliales du colon.
Par contre, la phosphorylation d’AKT en réponse a une stimulation avec MSP a ¢été
observée que pour les cellules HCT-15, mais pas pour les HCT-116, bien qu’elles aient

bien répondues aux controles positifs.

Les différences entre nos résultats et ceux des études précédentes peuvent étre causés par
différents facteurs. Entre autre, dans les expériences précédentes de migration des
cellules [106], des pétris étaient recouverts de collagene, et ou de laminine-5, de
fibronectine et de vitronectine ont été utilisés, alors que la surface de nos pétris ont
simplement été traités pour 1’attachement des cellules. Il a d’ailleurs été suggéré que la
cicatrisation de tissus de kératinocytes ¢était induite par I’interaction de RON avec
I’intégrine a6B4 a la surface de la cellule [106]. Aussi, les différences entre nos résultats
et ceux des études précédentes résident peut-€tre dans la concentration de MSP utilisée
lors des essais. En effet, dans la plupart des expériences précédentes, une dose de MSP
presque deux fois plus élevée que celle dans nos expériences a été utilisée. La seule
exception dans une étude [108] ou une MSP humaine isolé a partir du plasma a été
utilisée a une concentration moindre que dans nos expériences. Il est également possible
que P’affinité de la MSP recombinante que nous avons acheté soit moins grande que la

MSP provenant du plasma humain, puisqu’elle est produite par des cellules de rongeurs.
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Néanmoins, notre expérience montre que chez les HCT-15, MSP induit significativement
la phosphorylation d’AKT. Cela prouve d’abord que la MSP utilisée jusqu’ici a une
affinit¢ pour le récepteur RON dans ce modéle, mais aussi suggeére que la MSP a
probablement un rdéle dans la survie cellulaire chez les cellules épithéliales humaines. En
effet, ’activation d’AKT méne a une inhibition des voies apoptotiques, mais également a
une augmentation de la migration des cellules ainsi qu’a une augmentation de la
production de protéines[109]. Dans le cadre des MII, on peut aisément imaginer qu’un
déficit de la survie cellulaire pourrait particulierement avoir plusieurs effets néfastes sur
la santé des tissus intestinaux. Nous savons entre autre que les cellules de I’épithélium de
I’intestin se renouvellent & un rythme régulier de quelques jours. Alors que les cellules
indifférenciées maturent en cellules épithéliales au fond des cryptes entre les villosités
intestinales, les cellules plus vieilles sont déplacées vers 1’extrémité des villosités, et au
fur et & mesure qu’elles se détachent de la matrice extracellulaire, elles entrent en
apoptose. Alors que la cellule apoptotique se desquame, il y a sécrétion d’une substance
visqueuse dont la nature est encore inconnue, protégeant le trou laissé par la cellule morte,
en attendant que les cellules voisines ne le comblent en se rapprochant. Ce processus
limite ’intrusion des micro-organismes a travers la barriere épithéliale dans 1’intestin
normal. Or, il a été noté que chez les patients souffrant de CU et de MC, ce processus est
compromis, puisque le taux de cellules apoptotiques est beaucoup plus €levé que chez les
individus non affectés, et il y a de grandes régions d’épithélium intestinal non protégées.
L’apoptose peut également étre un mécanisme utilis¢é par des microorganismes
pathogeénes pour se libérer des cellules hotes et ainsi se disséminer dans les cellules
voisines. Egalement, les toxines produites par les bactéries peuvent induire I’apoptose des
cellules épithéliales, et ainsi permettre [’intrusion bactérienne a travers la barriére
épithéliale. Une mutation de la MSP qui limiterait son role anti-apoptotique pourrait
favoriser I’invasion des microbes a travers la barriére épithéliale et la transmission des
microbes intra-cytoplasmiques, ce qui pourrait mener a une inflammation continue

comme vu chez les patients de MII.
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Enfin, nous savons maintenant que la MSP ne semble pas inhiber I’expression des génes
de la réponse inflammatoire /L/2B et TNF-a dans nos modéles de macrophages. Elle ne
semble pas non plus avoir d’effet significatif sur la migration et la morphologie des
cellules épithéliales du colon, ni sur la cicatrisation de leur tissu. Cependant, notre
modele de la phosphorylation d’AKT induite par MSP chez les cellules épithéliales du
co6lon nous permettra de vérifier I’effet de la mutation R689C sur la fonction normale de
MSP. Nous pourrions également, dans le méme but, tester directement la phosphorylation
de RON dans ce modéle puisque nous savons que ce dernier répond a la stimulation avec
MSP. Il serait également intéressant, a la lumicre de ces résultats, de mesurer directement
la survie cellulaire des cellules épithéliales de 1’intestin exposées a la MSP. Cela pourrait
confirmer I’importance de la fonction de MSP sur I’intégrité¢ des tissus intestinaux et

expliquer son association aux MII.

4.3 Limites de l'étude

Comme dans toute étude, celle présentée dans ce mémoire a des limitations a la fois dans

les essais génétiques et dans les essais fonctionnels.

Entre autres, les tests d’association des variants de la région 3p21 ont surtout ciblé des
variants des genes candidats MST1 et MSTIR. La sélection de ces candidats se base sur
des prémisses telles que la fonction des geénes et la nature de leurs variantes ayant
possiblement un réle a jouer dans la pathogenése des MII d’aprés la littérature. A part les
variantes associées et indépendantes identifiées a I’aide des résultats de la méta-analyse
de McGovern, cette étude ne teste pas les variantes situées dans d’autres genes candidats,

ni d’autres variantes intergéniques qui pourraient également étre causales.

L’existance des duplications dans la région de MST/ est également un facteur

contraignant dans cette étude puisqu’elles diminuent la qualité du génotypage. Afin de



91

nous permettre d’analyser raisonnablement les variants dans cette région, nous avons
diminué les seuils de controle de qualité du génotypage, ce qui augmente possiblement la
quantité¢ de données erronées lors de I’analyse. De plus, le nombre de variantes testées
dans cette région est limit¢ par le désign des amorces spécifique au chromosome 3.
D’autres essais devront étre faits afin d’améliorer le génotypage des variantes dans la

région dupliquée.

Aussi, dans la méta-analyse présentée dans notre étude, le nombre plus restreint de cas de
MC ne nous permet probablement pas d’aller chercher autant de signaux d’association
comme pour la CU, ce qui pourrait expliquer que notre deuxiéme signal d’association ne

semble pas indépendant du signal principal a R689C pour la MC.

Egalement, les résultats des essais fonctionnels présentés ici se limitent aussi & nos
modeles cellulaires in vitro. La réponse des cellules en contact avec la matrice cellulaire
et avec d’autres cellules est probablement 1égérement différente de celle observée in vitro.
Les prochains essais testant la fonction de MSP chez les cellules épithéliales ou les
macrophages bénéficieraient possiblement du contact de ces cellules avec une matrice

extracellulaire.

Le nombre d’observation par essai est limité : un plus grand nombre de duplicatats
donnerait des résultats plus significatifs et probablement moins variables. Enfin, les
mesures de 1’expression de la MSP recombinante par WB ainsi que les mesures de la
migration cellulaire chez les cellules épithéliales du colon sont purement qualitative. Afin
de permettre de vérifier si les résultats sont significatifs, il faudrait trouver une méthode

afin de mesurer ces observations dans les prochains essais semblables.
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CONCLUSION

Les maladies inflammatoires de 1’intestin, regroupant la colite ulcéreuse et la maladie de
Crohn, touchent ensemble prés d’une personne sur 250 dans les pays industrialisés, ce qui
en fait des maladies communes. Malgré de nombreuses découvertes de genes impliqués
dans ces maladies, nous en savons encore bien peu sur leur étiologie. Il reste donc encore
beaucoup de travail a accomplir afin d’identifier d’autres voies a cibler pour contrer le
développement des MII.

Puisque pour la majorité des loci associés aux MII, les variantes causales sont encore
inconnues, une partie des études a venir, comme celle présentée dans ce mémoire,
consisteront a cribler ces loci afin d’identifier les facteurs de risques qu’ils contiennent.
La région de 3p21 qui a été associée plusieurs fois aux MII englobe les génes MST! et
MSTIR, des génes ayant un role dans l’inflammation et encodant MSP et RON,
respectivement. Dans le but d’identifier d’autres variantes de MST1 et MSTIR qui
auraient pu étre associées aux MII, nous avons génotypé pour ces genes d’autres SNP
dont I’association n’a pas été testée. Ainsi un seul des SNP, fortement corrélé a la
variante R689C de MSP, a montré un signal d’association significatif dans notre cohorte
de CU. Ces résultats suggerent que le signal d’association qui englobe MST1 provient de
R689C.

Une partie de I’héritabilit¢ inconnue des MII peut résider dans le fait qu’une région
associée peut contenir plus d’une variante causale. Nous avons vérifié si c’était le cas
pour la région 3p21 d’abord en identifiant, a 1’aide des résultats d’une méta-analyse
d’études d’association pangénomique a la CU, les SNP associés faiblement corrélés entre
eux. Trois SNP ont été identifiés et génotypés dans notre cohorte composée de cas de CU
et de MC et de témoins. Nos résultats de génotypage ont ensuite été combiné aux
résultats de 3 autres études d’association pangénomique indépendantes ce qui nous a
permis de détecter un signal d’association significatif pour ces trois SNP. Une analyse

d’association conditionnelle nous a permis de tester 1’indépendance de ces trois signaux,
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et nous avons pu en conclure que la région 3p21 contient 2 signaux d’association
mutuellement indépendants. Le signal d’association aux MII le plus fort provient de
R689C, mais qu’il existe également un signal indépendant secondaire pour la CU corrélé
a la variante CDHR4*A71A.

Une des étapes déterminantes dans la recherche en génétique reste de tester le rdle
fonctionnel des genes et des variantes associés. Nous avons, en premier lieu, défini le role
de MSP dans des mod¢les humains d’inflammation, de survie cellulaire, de migration
cellulaire ou de cicatrisation tels que démontrés dans les modeles murins publiés
précédemment. Ces expériences nous ont permis de conclure que dans nos modéles
d’inflammation induite par LPS chez les macrophages dérivés de THP-1 et de monocytes
du sang, MSP n’inhibe pas la réponse inflammatoire. Dans les mod¢les de cicatrisation
des tissus épithéliaux du colon et de migration des cellules épithéliales de I’intestin HT-
29, HCT-15 et HCT-116, MSP n’a pas démontré non plus I’effet activateur vu dans la
littérature. Cependant, MSP induit clairement chez les cellules HCT-15 1la
phosphorylation d’AKT, un acteur dans la voie de signalisation de la survie cellulaire. Or,
un déséquilibre de 1’apoptose des cellules épithéliales de D’intestin pourrait faciliter
I’intrusion de bactéries a travers la barriere épithéliale et ainsi déclencher une réponse
inflammatoire continue, tel que vu chez les patients de MII. Nous avons ensuite produit
une MSP recombinante a partir de la transfection, dans des cellules de mammiféres, d’un
plasmide dans lequel la mutation R689C sera introduite. Il sera alors possible de vérifier
I’effet de cette mutation sur la phosphorylation d’AKT induite par MSP. C’est ainsi qu’a
partir des résultats d’association d’une variante, nous avons progressé¢ jusqu’a
I’identification d’un mod¢le fonctionnel dans lequel nous pourrons mesurer son effet, ce

qui nous éclairera un peu plus sur la pathogenese des MII.
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ANNEXE A

Détails des cohortes utilisées lors des génotypages de nos variantes

Nbr.
Ethnie Centre L Nbr.Cas Nbr.CU Nbr.MC  Trios Nbr. Total
témoins
américaine/européenne Centre d'Etude du Polymorphisme Humain
1 CEU \ 94 0 0 0 0 94
du nord et de |'ouest (HapMap)

2 ITACC italienne Hopital CSS San Giovanni Rotondo (Italie) 401 784 632 152 0 1185

3 eaM | italienne et canadienne Multiples centres au Québec, Hopital CSS San 0 0 0 0 21 (Cv), 174 trios
" Giovanni Rotondo (Italie) 153 (MC)
Q
_é 5 ITACC italienne Hopital CSS San Giovanni Rotondo (Italie) 1110 1647 1647 0 0 2757
S

6 ITACC italienne Hopital CSS San Giovanni Rotondo (Italie) 1110 2446 1647 799 0 3556

L . Medical Genetics Institute, Cedars-Sinai Medical
YAl Cedars |américaine caucasienne 2882 1648 723 925 0 4530
Center
L. . National Institute of diabetes and digestive,
8 NIDDK [américaine caucasienne . . . . 2415 1942 1002 940 0 4357
kidney diseases IBD Genetics Consortium
L Swedish UC GWA study organisation for study of
M SWEDEN suédoise ) . 341 923 923 0 0 1264
IBD, Swedish national program for IBD

*Les témoins et les cas de colite ulcéreuse sont les méme pour les cohortes 5 et 6.
Seulement 27 individus de la cohorte 2 ne sont pas dans la cohorte 6.
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ANNEXE B

Fichier d’alignement de la region 3p21 avec le genome humain a I’aide du script
BLASTN de NCBI. Query = 3p21. Sbjct (1 et 2) = duplications 1 et 2 sur le chromosome
1. Les séquences soulignées en noirs montrent la position des amorces spécifiques a la
séquence de MST1. Les autres séquences soulignées représentent les différents variants
venant de nos expériences de re-séquencage et de la base de données dbSNP. Les
séquences en majuscules représentent les séquences codantes.

BLASTN 2.2.19+

Reference: Stephen F. Altschul, Thomas L. Madden, Alejandro
A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and
David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new
generation of protein database search programs", Nucleic
Acids Res. 25:3389-3402.

RID: REA570A1015

Database: human build 36.3 reference assembly genomic scaffolds
368 sequences; 2,870,843,926 total letters

Query= 3 dna:chromosome chromosome:NCBI36:3:49681393:49726110:1

Length=44718

Score
E
Sequences producing significant alignments: (Bits)
Value
ref |[NT 022517.17|Hs3 22673 Homo sapiens chromosome 3 genomic ... 8.064e+04
0.0
ref [NT_004873.16|Hsl 5030 Homo sapiens chromosome 1 genomic c... 2.171le+04
0.0

>ref |[NT 004873.16|Hsl 5030 Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, reference
assembly
Length=3518496

Features flanking this part of subject sequence:
45085 bp at 5' side: hypothetical protein LOC55672
22727 bp at 3' side: hypothetical protein

Score = 2.171e+04 bits (24080), Expect = 0.0
Identities = 12746/13224 (96%), Gaps = 153/13224 (1%)
Strand=Plus/Minus
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UTR non dupliquée
Ttttttttttttttttttacaggcataaagaggaaacgideielcidsideideiser-Tet-le . . .

49696391 (-)
query 15032
15091

sbjct 3369609
3369550

sbjct 3476524
3476583

query 15092
15151

sbjct 3369549
3369490

sbjct 3476584
3476643

query 15152
15211

sbjct 3369489
3369430

sbjct 3476644
3476703

query 15212
15271

sbjct 3369429
3369370

sbjct 3476704
3476763

query 15272
15331

sbjct 3369369
3369310

sbjct 3476764

3476823

Jdebut region alignee chr3:49696423 ~vers fin du gene mstl

...AAGTTTTGTCCTCCCCAAGGCATATGGCATCAAGGCTGGGC-ACCCAGTCTCATGACC

AAGTTTTGTCCTCCCCAAAGCATATGGCGTCAAGGCTGGGC

CCCAGTCTCATGACC

AAGTTTTGTCCTCCCCAAAGCATATGECGTCAAGGCTGGGCIMACCCAGTCTCATGACC

ArR696H L [HO0BH BEBE rs3197999
49696452A R689C
iy A

TTGTGAATCCAGTCCACAAACACAGAGACACGCGTGAAGACAGCTGGCCAGCGGGACCTT

TTGTGAATCCAGTCCACAAACACAGAGACACGCGTGAAGACGGCTGGCCAGCGCGACCTT

TTGTGAATCCAGTCCACAAACACAGAGACACGCGTGAAGACGGCTGGCCAGCGCGACCTT

rsl057319 E676K
I679R 49696575L675Q T669S C667F
c TT Cc A
GCGCATACTCGGTTGGGGATTATAATTCCTTCCAGGACCCAGCAGTTGTGGGTAAAGCAG

NERRRRRNRRR
GCGCATACTCGGTTGGGGATTCTAATTCCTTTCAGGACCCAGCAGTTGTGGGTAAAGCAG
GTGCATACTCGGTTGGGGATTCTAATTCCTTTCAGGACCCAGCAGTTGTGGGTAAAGCAG

Jdébut exon 18 mstl
P664L G659Q

A it
GCAAGTGGGCCCCCGTAGTCACCctggcaggtaggagaactgatgagggeccccgggcecac

GCAAGTGGGCCCCCGTAGTCACCctggcaggtaggagaactgatgagggccctgggecac

GCAAGTGGGCCCCCGTAGTCACCctggcaggtaggagaactgatgagggcccecgggecac

A

agcEElderlejst:Tefeleide[ellde e Rl o tagt tcatt tctagecccecccataceectteca

agcaatgactagcctgcttcatgataaaatagttcatttctagcccecccataccecctteca



104

query 15332 gggctggcccagggccctgeccaccaacCTCACAGGCCCCCACAGGGGCCAACAGTCCCTC
15391

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 3369309 gggctggcccagggccctgccaccaacC CCCCACAGGGGCCAACAGTCCCTC
3369250
sbjct 3476824 gggctggcccagggccctgceccaccaacCTCACAGGCCCCCACAGGGGCCAACAGTCCCTC
3476883

R637STOP
A

query 15392 AGTGCACATCTCACTCTC] CACACGTCCTCGGTGCTTGATGTTACACTCCTGGTT
15451

LETECEEEEEEE TEE e Fe e e e e e e e ey
sbjct 3369249 AGTGCACATCTCGCTCTCCCGCACATGTCCTCGGTGCTTGATGTTACACTCCTGGTTGGA
3369190
sbjct 3476884 AGTGCACATCTCGCTCTCCCGCACATGTCCTCGGTGCTTGATGTTACACTCCTGGTTGGA
3476943

début exon 17 mstl

query 15452 GATGACATTCAGCAAGGCCACATTTAGGACTGTGTCATTACCCGTACctgcagtgagggg
15511

LELEETEECT TP e e e e e e e e e e e e
sbjct 3369189 GATGACATTCAGCAAGGCCACATTTAGGACTGTGTCATTACCCGTACctgcagtgagggg
3369130
sbjct 3476944 GATGACGTTCAGCAAGGCCACATTTAGGACTGTGTCATTACCCGTACctgcagtgagggyg
3477003
query 15512 aatggggagagggagagggtcctgcaggaagatccagggctgggecctcecctggecaccage
15571

CEEEEEEEEE e ter e e e re e e e e e e e e e e
sbjct 3369129 aatggggagaaggagacggtcctggaggaagatccagggctgggcectectggecaccage
3369070
sbjct 3477004 aatggggagaaggagacggtcctggaggaagatccagggctgggcctcectggecaccage
3477063

W607RA605
G A

query 15572 agtcctgtgcact@tgctcttacCTTTGGTCTCACCCCAGCCTGC CTCACACTTGGT
15631

NRRRRRRRRERY |||||||||||||||||||||||| NEARRRERRRANERARRENY
sbjct 3369069 agtcctgtgcac I gctct CACCCCGGCCTGCAATCTCACACTTGGT
3369010
sbjct 3477064 agtcctgtgcactltgctcttacCTTTGGTCTCACCCCAGCCTGCAATCTCACACTTGGT
3477123

W593W P590P R583H
T (; T

query 15632 CCCTGGAGGCACCACATACCATTCAGGGGGCAGGCAGATCAGGGCCACACGCTGGTTCAG
15691

|||||||||||||||||| |||||||| ||||||I|||||||||||||||||||I|||||
sbjct 3369009 CATATCATTCAGG
3368950
sbjct 3477124 CCCTGGAGGCACCACATACCATTCAGGCGGCAGGCAGATCAGGGCCACACGCTGGTTCAG
3477183

49697099
début exon 16 mstl, A

query 15692 GGTCACAGATctttagcaagaatgggggcactcagggtctgaggccacaaggcccagcecc

15751



sbjct 3368949
3368890

sbjct 3477184
3477243

query 15752
15811

sbjct 3368889
3368830

sbjct 3477244
3477303

query 15812
15871

sbjct 3368829
3368770

sbjct 3477304
3477363

tagcaagaatgggggcactcagggtctgaggccacaaggctcagecc

GGTCACAGATctttaacaagaatgggggcactcagggtctgaggccacaaggctcagecc

cacctcacaccctcccaggttgteccacatacCTCTCCAGCTTGAGCAGGACAAGCTGGGA

gtccacatacCTCTCCAGCTTGAGCAGGACAAGCTGAGA

cacctcacatcctcecccaggttgtccacatacCTCTCCAGCTTGAGCAGGACAAGCTGGGA

GCCTGAGGGCCCACAETCTTGGCTACTGGGACCCGCTGTAGJTGGCTCTCCATG

LUTTEEEETEEE e PP e e e e e e P
GCCTGAGGGCCCACACAGCATCTTGGCTACTGGGACCCGCTGTAGGCCTGGCTCTCCATG

GCCTGAGGGCCCACACAGCATCTTGGCTACTGGGACCCGCTGTAGGCCTGGCTCTCCATG

début exon 15 mstl,
G533C

IIIII T
query 15872 TGGGTTCTGGAACAGGGTGCCCAACCATACCTCATAGCCCGTGAGAGGCATATGGE

15931

sbjct 3368769
3368710

sbjct 3477364
3477423

query 15932
15991

sbjct 3368709
3368650

sbjct 3477424
3477483

query 15992
16051

sbjct 3368649
3368590

sbjct 3477484
3477543

query 16052
16111

sbjct 3368589
3368530

sbjct 3477544

3477603

TTGTGGGTTCTGGAACAGGGTGCCCAACCATACCTCATAGCCCGTGAGAGGCATATGG L

TTGTGGGTTCTGGAACAGGGTGCCCAACCATACCTCATAGCCCGTGAGAGGCATATGG L

gggagagaagctctgctaggtcatttgtgactctcaltccattgccccaaggctcacttg

gggagagaagctctgctaggtcatttgtgactctcagtcegttgecccaaggetecacttyg

T T
ttagcttgcctggggaagggggaaggtgggatgagactgggtccccaaacacaagggagg

ttagcttgcctggggaaaggggaaagtgggatgagactgggtccccaaacacaagggagg

ctcacCAGGAGGAGAAGCACTGCCGGGCAGTCAGTATCCACTGCTCCTTCACTAGAGACC

ctcacCAGGAGGAGAAGCACTGCCGGGCAGTCAGTATCCACTGCTCCTTCACTAGAGACC

ctcacCAGGAGGAGAAGCACTGCCGGGCAGTCAGTATCCACTGCTCCTTTACTAGAGACC



query 16112
16171

sbjct 3368529
3368470

sbjct 3477604
3477663

query 16172
16231

sbjct 3368469
3368410

sbjct 3477664
3477723

query 16232
16291

sbjct 3368409
3368350

sbjct 3477724
3477783

query 16292
16351

sbjct 3368349
3368290

sbjct 3477784
3477843

query 16352
16411

sbjct 3368289
3368230

sbjct 3477844
3477903

query 16412
16471

sbjct 3368229
3368170

sbjct 3477904
3477963

query 16472
16530

sbjct 3368169

3368110

106

1début exon 14 mstl
CCCCGCAGAAATGCTGGCCCTGCctagaggagtggggaattaggacaggtaacagactcc

CCCCGCAGAAATGCTGGCCCTGCctagaggagtggggaattaggacagggaacagactecc

CCGCGCAGAAATGCTGGCCCTGCctagaggagtggggaattaggacagggaacagactecc

tgggacagatgctagacctgccatcttctggctaggacctctgggggcagggatagattce

tgggacagatgctagacctgccatcttctggctaggacctctgggggcagggatagattce

ccagcccccagtgggataaccacagaggacacaacctcagectcectectetgtgggagacag

ccagcccccagtggcataaccacagaggacacaacctcagctcectectetgtgggagacag

gcagttgtgcctcacCGATTCCGCAAGCTGACTGTCCAGGGTGAGTTGCCCGGATGGCCC

gcagttgtgcctcacCAATTCCGCAAGCTGACTGTCCAGGGTGAGTTGCCCGGATGGCCC

gcagttgtgcctcacCGATTCCGCAAGCTGACTGTCCAGGGTGAGTTGCCCGGATGGCCC

CC GCGCAGCTTGGAACG.CTGATCCAGCCGATCCACCCTCTTGCCACACTTC

CCA CGCGCAGCTTGGAACAACGCTGATCCAGCCGATCCACCCTCTTGCCACACTTC
CCAGCCACGCGCAGCTTGGAACGACGCTGATCCAGCCGATCCACCCTCTTGCCACACTTC

Jdébut exon 13 mstl
TCAAACTGCACCTGGTctgtaggatggggtgggctggatgaaacccagactgtgtggatg

TCAAACTGCACCTGGTctgtaggatggggtgggctggatgaaacccagactgtgtggatg
TCAAACTGCACCTGGTctgtaggatggggtgggctggatgaaacccagactgtgtggatyg

tcgtgggctaaagggcctgacccataactggeccaactectaacCTGGGCCHEMICCAGGA

||I|||||||||||||||||||||||I|||I||||||||||||||||||||| |I|||I|
CCAGGA

tcgtgggctaaagggcctgacccataactggceccaactcecctaacC



sbjct 3477964
3478023

query 16531
16590

sbjct 3368109
3368050

sbjct 3478024
3478083

query 16591
16648

sbjct 3368049
3367990

sbjct 3478084
3478143

query 16649
16708

sbjct 3367989
3367930

sbjct 3478144
3478203

query 16709
16768

sbjct 3367929
3367871

sbjct 3478204
3478262

107

tcgtgggctaaagggcctgacccataactggecccaactegtaacCTGGGGGGGTCCAGGA

1début exon 12 mstl
ETGATGGCGGCTGGTCATCAGctgaaagacaaagttcactggggttaagggagccagect

TTGA AGctgaaagacaaagttcactgcggttaagggagccagect

TTGATGGCGGCTGGTCATCAGctgaaagacaaagttcactggggttaagggagccagect

T
ttgg--gtgggggctgaggcagggtcatgggggaagegtcactagtgetcacCGCAGCGT

ttggtggtgagggctgaggcagggtcatggggcaagecgtcactagtgetcacCGCAGCGT

ttggtggtgagggctgaggtaaggtcatggggcaagcgtcactagtgectcacCGCAGCGT

CGCAGGGCACAGT’GAATGGGGTCCTTGGGTCCATCGTGTAGCACCAGGGCCCATGG

CGCAGGGCACAGTAGTCGAATGGGGTCCTTGGGTCCATCGTGTAGCACCAGGGCCCATGG

CGCAGGGCACAGTAGTCGAATGGGGTCCTTGGGTCCATCGTGTAGCACCAGGGCCCATGG

CTATCCCCATCTG!!ICCGGCAGAAGTTCTCCTCCAGTTGTGCATG.TTCGGAGGTA

CCCCATCTGGGT-CTGGCAGAAGTTCTCCTCCAGTTGTGCATGCGGTTCGGAGGTA
CTATCCCCATCTGGGT-CTGGCAGAAGTTCTCCTCCAGTTGTGCATGCGGTTCGGAGGTA

|début exon 11 mstl

query 16769 mGAACctaggcggaagcgggagcaaaatcgtggcagggtagtctcaaccatttcca

16828
sbjct 3367870
3367811
sbjct

3478322

3478263

sbjct 3367810
3367751
sbjct

3478382

3478323

AACGTGAACcgaggcgggagcgggagcgaagtcecgtggcagggtagtctcaaccatttceca

AATGTGAACcgaggcgggagcgggagcaaaatcgtggcagggtagtctcaaccatttceca

ggctctggtcccagacaccaaagcatgcecgecccagggttagggecctggeggggecggg

16888
CEEEEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e

ggctctggtcccagacatcaaagcatgccgecccagggttagggeccctggecggggceccggyg
ggctctggtcccagacatcaaagcatgccgecccagggttagggeccctggeggggecggyg

P402P

RS12054096 A

49698328

BEOOE wso4c Rs2985131 A



108

query 16889 agcaccagggactcaffTGCEECTTllcGGCGTCTCAGCGGABBBGCECTGGCACTGGAC

16948
||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||
sbjct 3367750 agcaccagggattcacT CGCTGGCACTGGAC

3367691
sbjct 3478383 agcaccagggactcacTGCAGCTTETGCGGCGTCTCAGCGGACCAGCGECTGGCACTGGAC
3478442

T385T début exon 10 mstl
A
query 16949 ACCCTTGCGGGTCTTGCTGACCGTGC!TACTGCTICCC.GCCGTGGTAGCAGTC

17008
LECTEEETTEEE TP e e e e et fr e e

sbjct 3367690 ACCCTTGCGGGTCTTGCTGACCGTGCCGCEGTACTGCTCCCCCGCGCCGTGGTAGCAGTE

3367631

sbjct 3478443 ACCCTTGCGGGTCTTGCTGACCGTGCCGCEGTACTGCTCCCCCGCGCCGTGGTAGCAGTE

3478502

query 17009 tglggclggtgclggcagccatcaggccgagacctcgccccggccctccggttccaggct

17068
RN RN AR R AR R RN AN RN

sbjct 3367630 tgecggceggtgcgggcagccatcaggccgagaccccgeccecggecctecggttecagget
3367571
sbjct 3478503 tgeggceggtgcgggcagccatcaggccgagacctegeccecggecctecggttecagget
3478562

query 17069 tccagcecec-ggctetgtagecceccaagettgggectcacCCTGGGGCCGCACGTCGTCTG
17127

NRARRRN |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||I||||
sbjct 3367570 tccagcccc ttgggcctcacCC
3367511

sbjct 3478563 tccagccccecggetcectgtageccccaagettgggectcacCCTGGGGCCGCACGTCGTCTG
3478622
RS2087732 rsl6854791
A35

3G M350T
C
query 17128 TACAACGCCGGATCTGGTAGCAAAAGGC GCGCATGCCGGGCCGCAGTGTGAAGCACC

17187
CELEECEETE e LT

sbjct 3367510 TACAACGCCGGATCTGGTAGCAAAAGCCCACGCGCATGCCGGGCCGCAGTGTGAAGCACC
3367451
sbjct 3478623 TACAACGCCGGATCTGGTAGCAAAAGCCCACGCGCGTGCCGGGCCGCAGGGTGAAGCACC

3478682 début exon 9 mstl)
début exon 9 mstly
P335L L327P
A G
query 17188 AGGGCGCCTCTGAGCCGTCGGGEGTTCCGGC GTTCTCCCGAAGGTCTctaagcaggc
17247
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 3367450 GGGGTTCCGGCAGAAGTTCTCCCGAAGGTCTctaagcaggc
3367391

sbjct 3478683 AGGGCGCCTCTGAGCCGTCGAGGTTCCAGCAGAAGTTCTCCCGAAGGTCTctaagcaggce
3478742



query 17248
17307

sbjct 3367390
3367331

sbjct 3478743
3478802

query 17308
17367

sbjct 3367330
3367276

sbjct 3478803
3478861

query 17368
17427

sbjct 3367275
3367216

sbjct 3478862
3478921

query 17428
17487

sbjct 3367215
3367156

sbjct 3478922
3478980

query 17488
17547

sbjct 3367155
3367096

sbjct 3478981
3479040

query 17548
17607

sbjct 3367095
3367036

sbjct 3479041
3479100

query 17608

17667

109

gctfcactcagcectagececgecagectecagecttgagecegtgactaccttecteeeg

gctgcactcagccctagcccgccagcectceccagecctaagececgtgactacectecteeceg
gctccactcagccctagcccgccagcecctceccagecctaagececgtgactacectecteeceg
C324R

G
tctcaccecgcagcagcacgtcccaacgecccgeccceccccecceccccacctcacTTGCACGCGT

tctcaccecgecagcagcacgtcccaacgececgececcecegecc-acctcacTTGCACGCGT

H3130Q
C
ATTTTTCTGGCGTAAATCGGTGCTGATG

ATTTTTCTGGCGTAAATCGGTGCTGATGCGGGATTTGCGCGTCCCAACGCTGGCAAGGTA

Q310STOP
A
GATTTGCGCGTCCCAACGCTGGCAAGGTA

ATTTTTCTGGCGTAAATCGGTGCTGATGTGGGATTTGCGCGTCCCAACGCTGGCAAGGTA

R2858S

BT :

CGCC

|||||||
CGCCCGC

YNEIGGTGGTATTGGCTGTGCCCCGGTAGCCCTCACCCTTCCCGCGGAAGCAGC

CACCCTTCCCGCGGAAGCAGC
CGCC-GCGGTGGTGGTATTGGCTGTGCCCCGGTAGCCCTCACCCTTCCCGCGGAAGCAGC
T280T 49698920

] début exon 8 mstl, T
TGACAGTTGTGGCCTCTTGGCGGGGCTGTGCCTCGGACCcttagatggaccgagataggt

|11 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
TGACA

tagatggaccgagataggt

TGACACTTGTGGCCTCTTGGCGGGGCTGTGCCTCGGACCcttagatggaccgagataggt

cgggccccgagegagagetgagatccctctggggetgggaccaaaccegect ttclSoer)

ccggccccgagcgacagctgagatcectcectggggctgggaccaaaccegecttteccagg

cgggccccgagcgacagctgagatcectcectggggctgggaccaaaccecgecttteccagg

[Hejs:=YeleleqtYeidefetNelelelele - o t gct ct caggt cacgcccagecectecttaccteceecgge



sbjct 3367035
3366976

sbjct 3479101
3479160

query 17668
17727

sbjct 3366975
3366916

sbjct 3479161
3479220

query 17728
17787

sbjct 3366915
3366856

sbjct 3479221
3479280

query 17788
17847

sbjct 3366855
3366796

sbjct 3479281
3479340

110

tgtacggtactccacgggatatgctetcaggtcacgeccagecectetgaccteceegge

tgtacggtactccacgggatatgctctcaggtcacgcccagecectcectgacctececgge

caagccacgcccctceccecccaaggttcececcaggtaccectcececcaggectggtececcegecgecta

caagccacgcccctceccecccaaggttcececcaggtaccectcececcaggectggtcececegecgecta

49699143 W250STOP
T T
cCGCAGCGGGGGAGGTCACAGAACTCTCGCTCGATCTGCGGATCCGTAGTGTAGCACCAT

GGGGAGGTCACAGAATTCTCGCTCGATCTGCGGATCCGTAGTGTAGCACCAT
CcCGCAGCGGGGGAGGTCACAGAACTCTCGCTCGATCTGCGGATCCGTAGTGTAGCACCAT
début exon 7 mstl)

E247Q D N242S N238S D232N

G G c c T
GGCCGCTCGGAGCCGTCAGGATTCCGGCAATAGTTGTCGTCCAGACCTTGGTCGAGGAAC

CGTCAGGATTCCGGCAATAGTTGTCGTCCAGACCTTGGTCGAGGAAC

GGCCGCTCGGAGCCGTCAGGATTCCGGCAATAGTTGTCGTCCAGACCTTGGTCGAGGAAC

query 17848 ctlggggc gtaalggggcgtgaacaagaccctgggactctggettatctggececcegecce

17907

sbjct 3366795
3366736

sbjct 3479341
3479400

query 17908
17967

sbjct 3366735
3366676

sbjct 3479401
3479460

query 17968

18027

ctgggggcggtaatggggcgtgaagaagaccctggtactcectggettatctggececegecce

aEladdelclelaast-TelNelolelelefelaade c CCCt ggagt cctggaccttccctagececggecceccag

agttgccctacacggagccecctgceccecctggagtectggaccttecctagececggecceccag
agttgccctacacggagccctgeccctggagtecctggaccttececctageccecggecceccag
G228S

T
gacgccgataccgectacgegtacTTGCCCGGCTCGAAGGGGTGCTGGTGCGGGTGCTGA



sbjct 3366675
3366616

sbjct 3479461
3479520

query 18028
18087

sbjct 3366615
3366556

sbjct 3479521
3479580

query 18088
18147

sbjct 3366555
3366496

sbjct 3479581
3479640

query 18148
18207

sbjct 3366495
3366436

sbjct 3479641
3479700

query 18208
18267

sbjct 3366435
3366376

sbjct 3479701
3479760

query 18268
18327

sbjct 3366375
3366316

sbjct 3479761
3479820

query 18328
18387

sbjct 3366315
3366256

sbjct 3479821
3479880

111
PR e e e T
ggcgccgataccgcecctacgegtacTTGCCCGGCTCGAAGGGGTGCTGGTGCGGGTGCTGA
ggcgccgataccgectacgegtacTTGCCCGGCTCGAAGGGGTGCTGGTGCGGGTGCTGA
G201D_R

TG
GCGGTCTACCGCGCCGCGGTATTCC

RERRRARRRRRNRRRENRRRRANS
GTGCGGTCTACCGCGCCGCGGTATTCC

AGATCCCAGCGCTGGCACTCGCGCCCTGACTC
BERRRRRSRRRA RN

AGATCCCAGCGCTGGCACTCGCGCCCTGACTCG
AGATCCCAGCGCTGGCACTCGCGCCCTGACTCEETGCGETCTACCGCGCCECGGTATTCC

Jdébut exon 6 mstl
TCGCCATTGCACCAGACACACGCGGectggagacaaagagccagtgggttegtggatggac

|
CACGCGGctggagacaaagagccagtgggttegtggatggge

TCGCCATTGCACCAGACACACGCGGectggagacaaagagccagtgggttegtggatggge

gtgggcttgtccctccactctcccagcttgacccggcgccgcttac!CGGCAGGAT

ttgacccggcgecgcecttacCCACCC

gtgggcttgcccctceccactectececcagettgacececggegecgettacCCACCCGGCAGGAT

TTGATGCCGCAGCTCTGGAAGCGCACAGCAGGGTCTGTTG!CACCAAGGACCTCCG

CCGCAGCTCTGGAAGCGCACGGCAGGGTCTGTTGTGTGGCACCAAGGACCTCCG

TTGATGCTGCAGCTCTGGAAGCGCACGGCAGGGTCTGTTGTGTGGCACCAAGGACCTCCG

GGGTCGCCATCAGGGTTACGGCAGAAGTTCTCTTCCAGGCCATTCCGGAlGI

TCAGGGTTACGGCAGAAGTTCTCTTCCAGGCCATTCCGGAGCGTGGGCATG
GGGTCGCCATCAGGGTTACGGCAGAAGTTCTCTTCCAGGCCATTCCGGAGCGTGGGCATG

Jdébut exon 5 mstl
TACctgagggcccagagcatcactatagtgtgtgectgggggaaggccccaggececgggacg

TACctgagggcccagagcatcactatagtgtgtgctgggggaaggtcccaggecgggacyg



query 18388
18447

sbjct 3366255
3366196

sbjct 3479881
3479940

query 18448
18507

sbjct 3366195
3366136

sbjct 3479941
3480000

query 18508
18567

sbjct 3366135
3366076

sbjct 3480001
3480060

query 18568
18627

sbjct 3366075
3366016

sbjct 3480061
3480120

query 18628
18687

sbjct 3366015
3365956

sbjct 3480121
3480180

query 18688
18747

sbjct 3365955
3365896

sbjct 3480181
3480240

query 18748
18807

sbjct 3365895

3365836

112

gagggaaggtgtttgtctcacTTGTGATCATTHBBGAACTTGTGGCTCCAAGCCTGGCAR

gagggaaggtgtttgtcccacTGGTGATCGTTCGGGAACTTGTGGCTCCAAGCCTGGCAG

gagggaaggtgtttgtctcacTTGTGATCGTTCGGGAACTTGTGGCTCCAAGCCTGGCAG

R119Q
T
CAGGCCACCCACGGTCGTGGCCATGGTGCCCCGGTACCCAACCCCATTGTTCATGATG

GACAGGCCACCCACGGTCGTGGCCATGGTGCCCCGGTACCCAACCCCATTGTTCATGATG
GACAGGCCACCCACGGTCGTGGCCATGGTGCCCCGGTACCCAACCCCATTGTTCATGATG

T |début exon 4 mstl
CAGGTCCG GTAGTctgggagcaagagacagaagatcaacttgggctgaggtcccctyg

|||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||I|||||
CAGGTCCGTA

CAGGTCCGTATGTAGTctgggagcaagagacagaagatcaacttgggctgaggtecccctg

A
tctcccaccectgeccectectecacccececacttgeCTTTCTTCTGGAAGAGGTCACAGCGCC

tctcccaccecctgeccecteteccaccececcactecgeCTTTCTCCTGGAAGAGGTCACAGCGCC

tctcccaccctgeccecteteccaccececcactecgeCTTTCTCCTGGAAGAGGTCACAGCGCC

CAGAACGCCGCAGCCTCGTGTGGGGCGAGTGTTGAGTCCATGGCAGCAGTTGGCAACCAT

CAGAATGCCGCAGCCTCGTGTGGGGTGAGTGTTGAGTCCATGGCAGCAGTTGGCAACCAT
CAGAATGCCACAGCCTTGAGTGGGGCGAGTGTTGAGTCCATGGCAGCAGTTGGCAACCAT
H76D

c Jdébut exon 3 mstl
GGCTGCTCACGTTGTAGTGGAAGGCCctggagagaagaaggcacagggtaacgeccacagce

GCTCACATTGTAGTGGAACGCCctggagagaagaaggcacaaggtaacgccacggc
GGCTGCTCACATTGTAGTGGAACGCCctggagagaagaaggcacagggtaacgccacggce

ccaggcttccecctgeccecccagtettatctaggeccagtggecactcacCGGCAGTC TA

LEEEE TEEEEEET TR
tgcccceccagtcettatcectatgececcagtggecactcacCGGCAGTCCATTA



sbjct 3480241
3480300

query 18808
18867

sbjct 3365835
3365776

sbjct 3480301
3480360

query 18868
18927

sbjct 3365775
3365717

sbjct 3480361
3480420

query 18928
18987

sbjct 3365716
3365667

sbjct 3480421
3480480

query 18988
19047

sbjct 3365666
3365607

sbjct 3480481
3480540

query 19048
19106

sbjct 3365606
3365547

sbjct 3480541
3480600

query 19107
19166

sbjct 3365546
3365488

sbjct 3480601
3480660

query 19167

19226

113

ccaggctccecctgeccccagtcecttatctaggeccagtggecactcacCAGCAGTCCATTA

P62L R59H
A T
AGGGCCCACAGCGACCAGCACACTCTTCAGCATCTGCCACATCCTCCTGCCAAGGCCCGG

AGGGCCCACAGCGACCAGCACACT CTGCCACATCCTCCTGCCAAGGCCCGG
AGGGCCCACAGCGACCAGCACACTCTTCAGCATCTGCCACATCCTCCTGCCAAGGCCCGG
H39Q L37- Q27STOP

T A
GCACCACCGCATGTAGLACGTGCTGTAGCTCTGTGCCCCGGAGCACTTGGAAGTCATTCA

CCGCTTGTAGC-GGCGCTGTAGCTCTGTGCCCCGGAGCACCTAGAAGTCATTCA
GCACCACCGCATGTAGCAGGTGCTGTAGCTCTGTGCCCCGGAGCACCTGGAAGTCATTCG

1début exon 2 mstl

ATGGCGAGCGCTGCCctgcagagtaggcatgagtgggtgcaggtcaggtgggcatacatg

ATGGCGAGCGCTGCCctgcagagtgggcatgagtgggtgcaggtcaggtgggcatacatg

tcagtaatgtgtattggcatgtccacactttgttcattcaggggatcaaagctacaaggc

tcagtaatgtgtattggcatgtccacactttgttcattcaggggatcaaagctacaaggc

ttctgggatggaccctgtatgcactttcaagggccagtctag-ccececctgcacagatact

ttctgggatggaccctgtatgcactttcaagggccagtctagcccececctgcacagatact

tgtgaaaaaaatttcccctgggaagcaggcccagacttggtagttatcaccggtgectcet

tgtcaaaaaaatttcccctgggaagcaggecccagacttggtagttatcaccggtgectcet

A
gtttagtggcccaggcaccgggctcagatctaacacatacgctctgtgagagcagtgggt



sbjct 3365487
3365428

sbjct 3480661
3480720

query 19227
19286

sbjct 3365427
3365368

sbjct 3480721
3480780

query 19287
19346

sbjct 3365367
3365308

sbjct 3480781
3480840

query 19347
19406

sbjct 3365307
3365248

sbjct 3480841
3480900

query 19407
19466

sbjct 3365247
3365188

sbjct 3480901
3480960

query 19467
19526

sbjct 3365187
3365128

sbjct 3480961
3481020

query 19527
19586

sbjct 3365127
3365068

sbjct 3481021

3481080

114

gtgtagtggcccaggcaccgggctcagatctaacacacacgctctgtgagagcagtgggt

gtgtagtggcccaggcactgggctcagatctaacacatacgctctgtgagagcagtgggt

gatgaagcttgccccacctcatctctcaaatgagaatgctaaggctcagagccatcacat

gatggagcttgccccatctcatctctcaaatgagaatgctaaggctcagagccatcacat

tacccagccaggggccctggctaggcattcagactccaaatctgggectctcacctgecaca

tacccagccaggggccctggctaggcattcagactccaaatctgggectctcacctgecaca

aaggcatatgctaggttagaggggtagatcaggctcaggaggggtcactgectgetgtgt

aaggcatacgctaggttagaggggtagatcaggctcaggaggggtcatttcctgetgtgt

gcgtgcatctgtgtggtcecctgacactgcttcagtgctagagcagacgtgctaatagaggce

gcgtgcatctgtgtggtcectaacactgettcagtgectagagcagacgtgctaatagaggc

ctaagtgggcaatgtctatgtgttcctagggcttcccagectgtgectcaagagggcaaggt

ctaagtgggccgtgtcectgtgtgttcctagggettceccagetgtgectcaagaggeccaaggt

cactgccccatgcccactgagectctggectcecccececgacttttttectcatecctagaatagga

cactgccccatgcccactgagcectctggctcececcecgacttttttectcatceccagaatagga



query 19587
19646

sbjct 3365067
3365008

sbjct 3481081
3481140

query 19647
19706

sbjct 3365007
3364948

sbjct 3481141
query 19707
19766

sbjct 3364947
3364888

query 19767
19826

sbjct 3364887
3364828

query 19827
19886

sbjct 3364827
3364768

query 19887
19922

sbjct 3364767
3364708

query 19923
19982

sbjct 3364707
3364648

query 19983
20042

sbjct 3364647
3364588

query 20043

20102

115

gaatggggccaaccccctectgaaggcagatggggatcagggttgggggcacttacCAGG

gaatggggccaagcccctecctgaaggcagatggggatcaaggttgggggcactcacCAl
gaatagggccaaccccctcecctgaaggcagatggggatcagggttgggggcactcacCAGG

début du gene mstl (-)
P5S

49701099

A IIIIIIIIIII
erNelslseiv Ve [@VHEEINEJN@NEINNCCAGCAGGAGTGEGGAGCCACCC CCTTCTGGCTGG

GACCCCTAAGCATTGAGTCAGAAGCAGCAGGAGTGGGAGCCACCC-CCTTCTGGCTGG

GACCCCTAAGTATTGAGTCAGAAGCAGCAGGAGTGGGAGCCACTCI 3481186

Jdébut exon 1 mstl
AGGCTGCACTGTgacccaccacagccecccatccgggaagttgtgaaacctgtecctacggg

Tgacccaccacagccccatccgggaagttgtgaaacctgtecectacggg

attgggtggctctggctccacacgtcagctcagggcctgectggaccctgacctgagacct

IEfeete - - - --------------"------- cttagtggacaggtgttaggaiefejivie(ectue;
11 CEEEEEEE TP

cacagctagccccctgagaggectcectacttagtggtcaggtgttaggaaggtttggtg

gggacacttgaggtgccctggggttggggtgaaacccctctgcagectagtcageccaag

ttttctgaatttcggtttttcectgtaaattggggaaaattacttgcecccagecttcaaca



sbjct 3364587
3364528

query 20103
20162

sbjct 3364527
3364468

query 20163
20222

sbjct 3364467
3364408

query 20223
20282

sbjct 3364407
3364348

query 20283
20342

sbjct 3364347
3364288

query 20343
20402

sbjct 3364287
3364228

query 20403
20462

sbjct 3364227
3364168

query 20463
20522

sbjct 3364167
3364108

query 20523
20582

sbjct 3364107
3364048

query 20583

20642

116

tctgaatttcggt

agggctgggagcatccccagagcaggcggaggtcggaggtggtgaggecttteggegaag

gggagcatcccecggggcaggcggaggtcggaggtggtgaggectttecggecgaag

ctgaggcctggaacaacccggtgggaagccatggagggggtceccectagecggaggcectggge

gcgggccagtgcecgcecgtgcecgecggctggaggctcagegegcaagegtgegegtgatttggece

gcgggccggtgcecgcegtgcecgceggcectggaggctcagegegecgagegtgegegtgatttggece

1début du géne rnfl23 49701994 (+)
ctgaacggacgccgtagccaagaggttgggcggatgttgtgagecgggtegetgeggecg



sbjct 3364047
3363988

query 20643
20702

sbjct 3363987
3363928

query 20703
20762

sbjct 3363927
3363868

query 20763
20822

sbjct 3363867
3363808

query 20823
20882

sbjct 3363807
3363764

query 20883
20942

sbjct 3363763
3363704

query 20943
21002

sbjct 3363703
3363651

query 21003
21062

sbjct 3363650
3363591

query 21063
21122

sbjct 3363590
3363531

query 21123
21182

sbjct 3363530

3363471

117

ctgaacggacgccgtageccgagaggttgggeggatgttgtgaaccgggtegeggeggecg

aggctccgggtgagtgaggggcggcagggctctgagectggegggttceceggetatteect

tcgcggteccgggctagteccagtgecgagggcacctgcagecgcagggatectgggtgegaaac

tcgeggtecagtttagtecactgegagggcacctgecagegecgggatctgagtgegaaac

tccgagcggaagctggtcectggcaggtecctgtggagettggggccaggegggggecgacttg

ctggaaggtctgctcatcaaatgaatgactgagtttaatcagatcttcaactactctggt

ctggaaggtctgctcatcaaatgaatgactgcatttaatcagatcttcaactactgtggt

agtgaaggggcaccgatcatggacgcccaccgagggcccgaggtcgggaaaatcacctte



query 21183
21242

sbjct 3363470
3363411

query 21243
21302

sbjct 3363410
3363351

query 21303
21362

sbjct 3363350
3363291

query 21363
21422

sbjct 3363290
3363231

query 21423
21482

sbjct 3363230
3363171

query 21483
21542

sbjct 3363170
3363111

query 21543
21602

sbjct 3363110
3363051

query 21603
21662

sbjct 3363050
3362991

query 21663
21722

sbjct 3362990

3362931

118

ggggtgagataagagactgaactgcagagtagggagtgctggctaaggcagtgctgcaga

gctaaggcaactgagaaatcgaattgttaatttttaaaactttaaatttaagtaacctca

gctgaggcaactgagaaatcgaat taaaactttaaatttaagtaacctca

tgtggatgacggctgctgtgttggacagcaccgctacacatcagtgaggeccagcaccagg

aggaggaccaatggagtttgccatgagggctgggcaagggtggtgecttggatgaggtggg

aggccacatgtgtgagtgggaatggtgaaactatcaggaccatggataaaagaagggagg

aggccacatgtgtgagtgggaacagtgaaactatcaggaccatggataaaagaagggagg

aacccagggctgaggaaagaggctccagceccttgtggggagtaagtgggacttatggctag



query 21723
21782

sbjct 3362930
3362871

query 21783
21842

sbjct 3362870
3362811

query 21843
21902

sbjct 3362810
3362751

query 21903
21962

sbjct 3362750
3362691

query 21963
22022

sbjct 3362690
3362631

query 22023
22082

sbjct 3362630
3362571

query 22083
22142

sbjct 3362570
3362511

query 22143
22202

sbjct 3362510
3362451

query 22203
22262

sbjct 3362450
3362391

query 22263

22322

119

agatgaccagaccagtggtggtctgcacttgggggaatgtgtaggattgtegettetggt

ctgctcccaagcecttectgeccatggcaggactgaggtcaggtgtgggggececctggetgg

gatgaaggatggcatccaagggggccggcatgtctttctcccgcaagagectataggetga

gacgaaggatggcatccaagggggccggcgtgtectttectccecgcaagagetgtaggetga

cctcagatgctgagaaatccagggtcacaggtaagagctggcagggaaggaaggaggctce



sbjct 3362390
3362331

query 22323
22382

sbjct 3362330
3362271

query 22383
22442

sbjct 3362270
3362211

query 22443
22502

sbjct 3362210
3362151

query 22503
22562

sbjct 3362150
3362092

query 22563
22622

sbjct 3362091
3362032

query 22623
22682

sbjct 3362031
3361972

query 22683
22742

sbjct 3361971
3361912

query 22743
22802

sbjct 3361911
3361852

query 22803

22862

cctaggaccagaagtctctggggccagcaggggccaggagctgcactgatcatgtggecce

cctaggaccagaagtctcectggggeccagcaggggecaggagetgeactecategtgtggeec

ttttctcecttectgacttgtggctcaggcattgtgcaggagaagctgectgaatgactacce

gctgcgagatctctggccagagagtctgecttececgtactectgettettectgteteccagg

gctgcgagatctctggccagagagtctgecttececgtacgetgettettectgteteccagg

cagtgctagttccttctgagagtcagggagcagaggtcagggagcgggtgcacattcatg

cccagctagcacctggcacctactccatacccagcatctgececcecctgecatgtacctgecect



sbjct 3361851
3361792

query 22863
22922

sbjct 3361791
3361732

query 22923
22982

sbjct 3361731
3361672

query 22983
23042

sbjct 3361671
3361612

query 23043
23102

sbjct 3361611
3361552

query 23103
23162

sbjct 3361551
3361492

query 23163
23222

sbjct 3361491
3361432

query 23223
23282

sbjct 3361431
3361372

query 23283
23342

sbjct 3361371
3361312

query 23343
23401

sbjct 3361311

3361252

121

cccagctagcacctggcacctactccacacccagcatctgeccecctgecatgtacctgecect

caccttggccccagecctggececttgtagettcectgactgaccttgtaaagaacaaactcece



query 23402
23461

sbjct 3361251
3361192

query 23462
23521

sbjct 3361191
3361132

query 23522
23581

sbjct 3361131
3361072

query 23582
23641

sbjct 3361071
3361012

query 23642
23701

sbjct 3361011
3360952

query 23702
23761

sbjct 3360951
3360892

query 23762
23821

sbjct 3360891
3360832

query 23822
23881

sbjct 3360831
3360772

query 23882
23941

sbjct 3360771

3360712

122

tgggtatgtagtaggtatatatatttatagggtacatgagatactttgatacaggcatgce

tcgat tgtacgcat



query 23942
23990

sbjct 3360711
3360652

query 23991
24022

sbjct 3360651
3360592

query 24023
24082

sbjct 3360591
3360532

query 24083
24140

sbjct 3360531
3360472

query 24141
24200

sbjct 3360471
3360412

query 24201
24260

sbjct 3360411
3360352

query 24261
24320

sbjct 3360351
3360292

query 24321
24380

sbjct 3360291
3360232

query 24381
24438

sbjct 3360231
3360172

query 24439

244098

ccaaatcttggctattgtgaacagtgctgcaacaaacatgggaatgcag-----------

tgtgaacagtgctgcaacaaacatgggaatgcagatatctcttecg

———————————————————————————— atatctctttgatatactgatttcccttettt

atatactgatttcccttctttgaggtatatatctcttcgatatactgatttcecttettt

caggtatatacccagcagtggggttgctggatcatatggtagctcaatttttagtttagt

ttttttttttttgaaaaa--tttttttttttgagacggagtcttgctctgttgeccagge

tttttctttttgaaaaaatttttttttttttgagacagagtcttgectectgttgecacagge

tggagtgcaggggcacaatctcagctcactgcaagctccgectecccaggttcatgecatt

tggagcgcaggggcgcaatctcagctcactgcaagecteccgecteccaggttcacgecaatt

cttctgcctcagectcecccaagtagectgggactgcaggtgececgecaccatgeccagctaa

cttgggcctcagccteccaagtagectgggactacaggecgececgecaccaggtccagetaa

ttttttgcatttttagtagagacggggtttcaccgtgttagccaggatggtcttgatctce

ttttttgtctttttagtagagacggggtttcaccgtgttagcaaggatggtcttgatctce

ctgagctcgtgatccgcccacctecggecteccaaagtgectgggattacaggegtgageca

ctgagctcgtgatccacccgeccteggecteccaaagtgetgggattacaggegtgageca
gtgtgcctggece--ttttttttttttttttttttttttttgagatggagttttgectecttyg
LEEEEEEEErer Fer e e e e e e e e e e e e e P

gtgtgcctggeccttttttttttttttttttttttttttttgagaaggagttttgetecttg

ttgcccagecctggagtgcagtggcatgatcttggctcactgcaacctectgecteccaagt



sbjct 3360171
3360112

query 24499
24558

sbjct 3360111
3360052

query 24559
24618

sbjct 3360051
3359992

query 24619
24678

sbjct 3359991
3359932

query 24679
24738

sbjct 3359931
3359872

query 24739
24798

sbjct 3359871
3359812

query 24799
24858

sbjct 3359811
3359752

query 24859
24915

sbjct 3359751
3359692

query 24916
24975

sbjct 3359691
3359632

query 24976

25035

124

tggctcactgcaacctctgectcccgagt

acccagttaattttggtatttttagtagagatggggtttcgccatgttggccaggectggt

gcccagttaattttggtatttttagtacagatggggtttegetgtgttggecaggetggt

ctcgaactcctagcecctcaggtgatcctcecccacctcgacgtcccaaagtgectgagattaca

gatatctc---gtagttttgatttgcatttctctgatgaccagtgacgttgaatgeccttt

gatatctcattgtagttttgatttgcatttctctgatgaccagtgacgttgaataccttt

ccatatgcctgtttaccattcgtatgtcttecttttgagaaatgtctgttegtatecttttg

ccatatgcctgtttgctatttgtatgtcttcttttgagaaatgtctgttegtatcecttttg

cccatcttttgatggaattattagtttttttectatagagttgtttgegttectttgtata



sbjct 3359631
3359572

query 25036
25095

sbjct 3359571
3359512

query 25096
25155

sbjct 3359511
3359452

query 25156
25215

sbjct 3359451
3359392

query 25216
25275

sbjct 3359391
3359332

query 25276
25335

sbjct 3359331
3359272

query 25336
25395

sbjct 3359271
3359222

query 25396
25455

sbjct 3359221
3359162

query 25456
25515

sbjct 3359161
3359102

query 25516
25575

sbjct 3359101

3359042

125

cccatcttttgatggaactattagtatttttcctatatagttgtttgegttetttatata

ttctggttattaatcccttgtcagatgggtagtttacaaatattttctceccatttgtggg



query 25576
25635

sbjct 3359041
3358982

query 25636
25695

sbjct 3358981
3358922

query 25696
25755

sbjct 3358921
3358862

query 25756
25815

sbjct 3358861
3358802

query 25816
25875

sbjct 3358801
3358742

query 25876
25935

sbjct 3358741
3358682

query 25936
25995

sbjct 3358681
3358622

query 25996
26055

sbjct 3358621
3358562

query 26056
26115

sbjct 3358561

3358502

126

gagtgtttgaactgcagtcacttttaagactgttgccagattacttcttcaaaggatcaa

cttagctgttetgtettttacgacttectgecctttaggcaggteccaaaaggcagcaacgt

cttagctgttctgtcttttacgacttctgctctttaggcaggtccaaaaggcagcatcat

tacctgttctatttaagcaactgtggtggtcagaaagtgecctgecttgcagagagttectyg

aggtggtagggctgtcagtcagtggttgtgggtattcagggccctgaactgggacctagg



query 26116
26175

sbjct 3358501
3358442

query 26176
26235

sbjct 3358441
3358382

query 26236
26295

sbjct 3358381
3358322

query 26296
26351

sbjct 3358321
3358262

query 26352
26411

sbjct 3358261
3358202

query 26412
26471

sbjct 3358201
3358142

query 26472
26531

sbjct 3358141
3358083

query 26532
26591

sbjct 3358082
3358023

query 26592
26650

sbjct 3358022
3357963

query 26651

26709

127

gcacacgacttttggggtcaggtacaagagtagctgctccaagtgtgggettgttaagaa
RN R R AR R O R AR RN RN

gcacacgactttgggggtcaggtacaagagtagccactccaagtgtgggcttgttaagaa

ctgttttettttgagacagggtctegctatgtcacagtcatagetcactgcaacctcaaa

tgccacagcacccagctaa----ttttttttttttaagagacagggtcttactgtgtcac
NERRERRRRRERRRRRRY LEEEEEEEEEEEEEEr e Perr e e e e 1

tgccacagcacccagctaaatttttttttttttttaagaggcagggtcttactgtggcecac

ccaggctggtctcaaacccctgggctcaagtgattctecccacctcagectecccaaagtge

tatccttgggcccactggggtattcagagatggggttggectttagecttctatgctacta
RN RN RN R R R R R R R RN RN RN

tatcctt-ggtccactggggtattcagagatggggttggctttagecttctatgctacta

gctgagcaccccgactgcatagccaccacctggcecttggecctgggacagagcagcagtgg

ggaatatgtgatccctgagcctgggtagtggctactttgtcagggtge-ttgtceccaacct



sbjct 3357962
3357903

query 26710
26769

sbjct 3357902
3357843

query 26770
26829

sbjct 3357842
3357783

query 26830
26889

sbjct 3357782
3357723

query 26890
26949

sbjct 3357722
3357663

query 26950
27009

sbjct 3357662
3357603

query 27010
27069

sbjct 3357602
3357543

query 27070
27129

sbjct 3357542
3357483

query 27130
27189

sbjct 3357482
3357423

query 27190

27249

128

ggaatatgtgatccctgagcctgggtagtggctactttgtcagggtgectttgtgecacct
ttgtccccttceccagagetttectgtectgtgtggatgagtggggtaagaactggcattaaag
CLEEEEEEE e e R E R PR T

tcgtccecttecagagetttetgtetgtgtggatgagtagggtaggaactggcatgaaag

gtggaagagcaggtggtggcaccctgtgggcagccaggtgtgtaatgggcecctctgttcectg

tggccttggtactgaccactttgggaaccagcatttctceccagecttettecttecagaca



sbjct 3357422
3357363

query 27250
27309

sbjct 3357362
3357303

query 27310
27369

sbjct 3357302
3357243

query 27370
27423

sbjct 3357242
3357183

query 27424
27483

sbjct 3357182
3357123

query 27484
27543

sbjct 3357122
3357063

query 27544
27593

sbjct 3357062
3357003

query 27594
27653

sbjct 3357002
3356943

query 27654
27711

sbjct 3356942
3356883

query 27712
27771

sbjct 3356882

3356823

129

tggccttggtactgaccactttgggaaccagecattteteccagecttettettecagaca

tcatcagcacagccacctttgagagcggacaggttatgtgctatgcagacagcacttgtt

attccctgggctcttcacagcatctctaacataagtcactattctgtttttacagatgaa

attccctgggctcttcacagcatctctaacataagtcattattctgtttttacagatgaa

ggaattaagacttagagagggctac------ tttttttttttttttttgagacagagtct

ggaattaagacttagagagggctactttttttttttttttttttttttgagacggagtct
tgctctgtcacccagactagagtgcagtggcacgatcatggctcactgcaacctcecegect
LEEEEEEEEEEEEE e e e e e e et e e e e e e

tgctctgtcacccagactagagtgcagtggtgcgatcatggctcactgcaacctcececgect

cccaggttcaagcaattctcecctgectcececgectcececcaagtagetggtattacaggcacatg

ccaccgcgcececcagc---------- atttttagtagagtcgcaatttcaccatgttggcca

ccaccacgcccagctactttttgtatttttagtagagtcgcaatttcaccatgttggeca

ggctggtcttgaactactgacctcgtgatctgeccecgectcagectecccaaagtgetggga

ttacaggcatgagccaccgcacctggccacatac--tttttttttttttttttttgagac

ttacaggcgtgagccaccgcacccggccacatactttttttttttttttttttttgagac

agagtcttactcttgttgcccgggectgaagtacaatgacacgatcttggecttactacaac



vers fin du gene rnfl23 49733965 (+)—

query 27772
27831

sbjct 3356822
3356763

query 27832
27891

sbjct 3356762
3356703

query 27892
27951

sbjct 3356702
3356643

query 27952
28011

sbjct 3356642
3356583

query 28012
28071

sbjct 3356582
3356523

query 28072
28131

sbjct 3356522
3356463

query 28132
sbjct 3356462
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ctctgccccaccaaggttcaagctattctectgectectgtectececcgagtagetgggatta

tacgcatgcgccaccacactcagctaatttttgtatttttagtagggatggggtttcacc

tacgaatgtgccaccacgcccagctaatttttgtgtttttagtagggatggggtttcacce

atgtggccaggctggtctcgaactectgacctecaggtgatectgecegecteggectecca

atgtggccaggctcgtcccgaactcectgacctcaggtgatctgeccgecteggectecceca

aagtgctgggattacaggcatgggccaccacacccggcctggactggttatacttttgag

CEEEEEEEEEE R e e e e e e e e e e e e e e
t

ttacaggcacgggccaccacacccagtctggactggttatacttttgag

cctttttetggagtctaggcageccccectgtgagetcaggggaaaggatgggatttagtyg

cttttttctggagtctaggcagcccececctgtgagectcaggggaatggatgggatttagtg

1fin de region alignee chr3:49709548

tcatctggctgatttcaaggactt 28155

tcatctggctgatatcaaggactt 3356439



ANNEXE C

Détail des amorces utilisées pour les qPCR.

Gene Amorces Séquence
CD-14 sens GAGGTTCGGAAGACTTATCG
anti ACGGCTCTAGGTTGAGAC
CD-206 sens GACTGTGTTGTTATTATTGGAG
anti TCGTTGCTGGAGGATTAG
HPRT1 sens TGGCGTCGTGATTAGTGATG
anti CAGAGGGCTACAATGTGATGG
IL12B sens CTGAGGAGAGTCTGCCCATTG
anti CTTGCCCTGGACCTGAACG
MST1R sens ATATGTGCCACGGTGACC
anti CCTTGACTGTGAATGACTCG
TNF-a sens GACCTCTCTCTAATCAGC
anti CTGGTTATCTCTCAGCTC
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ANNEXE D
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Graphiques d’aggrégations des tests de génotypage. Les graphiques sont groupés par 2
pour chaque SNP, un pour les amorces classiques, I’autre pour les amorces spécifiques a
la séquence de MST1. Les cercles aqua représentent les individus dont le génotype n’a pu

étre déterminé. Les carrés bleu désignent les individus ayant été classifié comme

hétérozygotes, et les triangles rouges ou rose représentent les individus ayant été classés
monozygotes pour 1’un ou pour I’autre des all¢les.
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B) Différences entre les duplications
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C) Variantes a tester
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ANNEXE E

MAF des SNP pour chaque cohorte utilisée dans la méta-analyse.

SNP Cohorte MAF
rs3197999 (ITACC 0.3069
Cedars Total 0.2994

Juifs 0.4148

non-Juifs [0.2849

Sweden 0.3473

NIDDK 0.3431
rs6802890 |[ITACC 0.4549
Cedars Total 0.4793

Juifs 0.4056

non-Juifs [0.4886

Sweden 0.4448

NIDDK 0.4522
rs7629936 |[ITACC 0.2059
Cedars Total 0.2361

Juifs 0.1842

non-Juifs [0.2426

Sweden 0.2195

NIDDK 0.2176
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ANNEXE F

Photos de I’expérience de migration des cellules épithéliales du colon traitées soit au
PMA, MSP ou HGF aux temps Oh, 24h, 48h et 72h pour les cellules HT-29, HCT-15 et
HCT-116. Les photos proviennent d’un duplicata (1/4).

HCT-15 ctl
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HCT-15 MSP

HCT-15 PMA
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HCT-116 ctl

HCT-116 HGF
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HCT-116 MSP

HCT-116 PMA
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HT-29 MSP

HT-29 HGF
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HT-29 PMA

HT-29 ctl




