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Résumé

L’agammaglobulinémie liée a I’X (XLA) est le premier déficit immunitaire identifié par
Ogden Bruton en 1952 chez un garcon de huit ans. Elle constitue le modéle de déficit exclusif
et total de I'immunité humorale. XLA est 1’agammaglobulinémie la plus fréquemment

diagnostiquée qui touche quasi- exclusivement les garcons.

La maladie est gaunosomique récessive portée sur le chromosome sexuel X, elle est causée

par des mutations du gene Btk codant une tyrosine kinase Btk, situé sur le locus X q21.33.

A ce jour, il existe plus de 400 mutations décrites dans les régions codantes et répertoriées
dans la Btkbase. Les mutations au niveau de ce gene entrainent un déficit en la protéine Btk
et arrét précoce de la maturation des lymphocytes B. Le processus de maturation et le réle de

Btk sont detaillés dans la partie théorique de notre travail.

Nous avons également compilé dans la partie théorique I'information en ce qui concerne, les

aspects épidémiologiques, le diagnostic et le traitement de la maladie.

La partie pratique expose les investigations génétique menées sur 6 patients au niveau de
I'exon 1 et 8-9, elle s'attarde sur I'analyse des résultats a travers deux outils, Blast et mutation
Surveyor, le premier nous a permis de tester la validité des résultats obtenus, le second nous a
mis sur la voie de recherche des mutations, un certain nombre de mutations ont été détectés
avec une probabilité plus ou moins importante, ces résultats méritent néanmoins d'étre

confirmés avant de les inscrire dans Btkbase .



Abstract

The X-linked agammaglobulinemia (XLA) is the first immune deficiency identified by Ogden
Bruton in 1952 on a boy of eight. It is the exclusive and total deficit model of humoral
immunity. XLA is the most frequently diagnosed agammaglobulinemia which almost
exclusively affects boys.

The disease is gonosomal recessive carried on the X sex chromosome. It is caused by
mutations in the Btk gene encoding a Btk tyrosine kinase located on the locus X q21.33. To
date, there are over 400 described mutations in the coding regions and listed in the Btkbase.
Mutations in this gene lead to a deficiency of Btk protein and early cessation of maturation of
B lymphocytes. The maturation process and the role of Btk are detailed in the theoretical part

of our work.

We have also compiled in the theoretical part information regarding the epidemiology,
diagnosis and treatment of disease.

The practical part describes the genetic investigations on 6 patients; it focuses on the analysis
of the results through two tools, “Blast” and “mutation Surveyor”. The first allowed us to test
the validity of the results; the second has put us on the way of mutations research. A number
of mutations were detected with a greater or lesser likelihood; nevertheless, these results need

to be confirmed prior to enrollment in Btkbase.
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Introduction

Introduction

La maladie de Bruton est une maladie grave et rare son incidence est d’environ 1/200 000
naissances (Alain Fischer 2005). Elle constitue le modele de déficit exclusif et total de
I’immunité humorale. L’absence de production d'immunoglobulines dans cette maladie est
liee a un blocage précoce de la maturation des lymphocytes B. Cette maladie est provoquée
par une mutation du géne codant pour la tyrosine kinase Btk. La localisation de ce gene sur le
chromosome X explique la transmission héréditaire sur le mode récessif li¢ a 1'X et I’atteinte

majoritaire des gargons.

En dehors des classiques infections bactériennes qui apparaissent souvent précocement, deés la
premiere année de vie, I'agammaglobulinémie liée a I'X prédispose aussi au risque d'infections
chroniques par les entérovirus. Cette maladie nécessite la mise en place précoce d’un
traitement substitutif intensif par perfusions réguliéres d’immunoglobulines polyvalentes, au

long cours.

Le travail a consisté en la recherche des mutations du gene Btk, chez 6 patients
algériens de sexe masculin atteintsde I’agammaglobulinémie liée a X (XLA), en ciblant les

exons 1, 8 et 9 par la technique du séquencage.

Ces patients présentaient un déficit immunitaire humoral, qui a été diagnostiqué
comme conséquence de la maladie de Brutonet ce, sur la base d’investigations cliniques et
immunologiques, qui ont consisté principalement en la recherche des différents isotypes
d’immunoglobulines dans le sang, d’une part et la numération des lymphocytes B utilisant un

anti-CD19 par cytométrie en flux d’autre part.
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1.1 Généralités sur Pimmunité

La défense de I’organisme humain repose sur plusieurs niveaux de défense,

intimement intriqués, qui vont coordonner la réponse immunitaire.

I.1.1 Les déficits immunitaires

Un déficit immunitaire (DI) est une situation relativement rare au cours de laquelle le
systeme immunitaire présente un dysfonctionnement. On dit qu’un DI est primitif lorsqu’il
estcongénital, donc héréditaire. On le différencie ainsi des déficits immunitaires acquis
comme le SIDA ou des DI secondaires a des traitements immunosuppresseurs ou
chimiothérapies qui sont de loin les plus fréquents.

Il existe plusieurs types de déficits immunitaires primitifs (DIP) qui sont: Déficits
immunitaires combinés, immunodéficiences combinées associées a des syndromes,
déficiences en anticorps, maladies de dérégulation immunitaire, déficience des phagocytes en
nombre ou en fonction, pathologies de I'immunité innée, troubles autoinflammatoire et

déficience en complément (Al-Herz et al., 2014).

Dans notre étude le déficit immunitaire primitif auguel nous nous sommes intéressés est dit de

type humoral, il s’agit de I’agammaglobulinémie liée au chromosome X.
1.1.2 Les types d’agammaglobulinémie
Les différents types d'agammaglobulinémie sont :

v' L’agammaglobulinémie non Bruton: Elle peut étre autosomique récessive (Conley,
2003), autosomique dominante (Sawada et al., 2003), liée au sexe avec un déficit en
hormone de croissance(Fleisher et al., 1980).

v' L’Agammaglobulinémie de Bruton (liée a I’X) c’est a cette maladie que va s’intéresser

notre étude.
1.2 Présentation de I’Agammaglobulinémie de Bruton ou maladie de Bruton

L’agammaglobulinémie liée a I’X (XLA) est le premier déficit immunitaire identifié
par Ogden Bruton en 1952 chez un garcon de huit ans. Elle constitue le modéle de déficit
exclusif et total de I'immunit¢é humorale. XLA est 1’agammaglobulinémie la plus

fréquemment diagnostiquéequi touche majoritairement les garcons. (Bruton O.C.1952).
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La maladie est gaunosomique récessive portée sur le chromosome sexuel X, elle est
causée par des mutations du gene Btk codant une tyrosine kinase Btk, situé au locus X q21.33
- g22. (Tsukada et al., 1993; Vetrie et al., 1993).

Le déficit en la protéine Btk entraine un arrét précoce de la maturation des
lymphocytes Bau stade pré-B1l de la lymphogénéseB; qui conduit & une lymphopénie B au
niveau périphérique < 2%, voir une alymphocytose B avec absence de plasmocytes.
Lesganglions lymphatiques sont hypotrophiés, avec absence ou hypoplasie d’amygdales chez
79% des patients XLA (Chun, J.k et al.,2008)

L’arrét de maturation des lymphocytes B bloque la production d’immunoglobulines,
I’absence d’immunoglobulines prédispose au risque d'infections chroniquesaux germes a
multiplication extracellulairesqui apparaissent souvent précocement, dés la premiere année de
vie. Un traitement de substitution des immunoglobulines est nécessaire (Piirila et al., 2006).

1.3 Epidémiologie

La maladie de Bruton est une maladie grave et rare son incidence est d’environ 1/200
000 naissances. (Alain Fischer., 2005)

Bien que XLA est un DIP donc héréditaire, certaines études ont montré que 50% des cas
de XLA sont sporadiques ou n’ont pas d'antécédents familiaux de cette maladie, cas de

mutations de novo. (Plebani et al., 2002).

Il existe un grand nombre de patients en raison de la pénétrance élevée de la maladie liée a

I'X chez les gargons.

En Algérie il n’y a pas de registre national des DIP mais compte tenu du caractére récessif de
I’XLA et du taux de consanguinité éleve 34% (plus important que celui retrouvé au Maroc et
en Tunisie) on doit s’attendre a une incidence plus élevée que dans les pays occidentaux.

D’aprés Benallegue & Kedji 1984.

On peut se demander compte tenu du fait que cette maladie est liée a I’X pourquoi on ne
trouve pas de cas rapporté de malades filles, le seul cas a notre connaissance rapporté est celui
d'une petite fille japonaise, dont la maladie s'est exprimée du fait d'un probléme en rapport

avec l'inactivation du chromosome X. (Takada et al.,2004)

Cette maladie est une maladie récessive, un nombre assez important de filles peuvent étre
porteuses de cette anomalie génétique qui ne s'exprime pas, du fait qu'elles ont deux X, I'X

qui porte le gene muté est le plus souvent inactivé.

3
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Néanmoins, la probabilité théorique existe quand les deux parents sont porteurs et/ou malades
(combinaisons fréquentes dans les mariages consanguins), mais dans la réalité cette
probabilité ne se concrétise pas dans notre pays du fait que les parents décedent et/ou ne se

reproduisent pas (faute de prise en charge médicale appropriée).

Il n’y a pas de corrélation entre le génotype et le phénotype des patients XLA. (Bien
que la corrélation genotype-phénotype pour résidus hautement sélectionnés soit extrémement
forte, I'ensemble des corrélations est faible.)

v' L’4age de diagnostic de la maladie

La plupart des cas sont diagnostiqués dans la petite enfance (avant 5 ans); Les garcons
atteints présentent des infections bactériennes graves apres 6 mois (lorsque I'immunité passive

maternelle a cessé). (Valiaho et al., 2006).

Cependant, il ya eu des patients diagnostiqués a des ages plus avancés, car ils sont
asymptomatiques ou diagnostiquée a tort d’un déficit immunitaire commun variable (Usui et
al.,2001)

1.4 Signes révélateurs de la maladie
v' L’infection

Les manifestations infectieuses dominent la symptomatologie des nombreux déficits
immunitaires. Ces infections sont caractérisées par leur fréquence (infections récurrentes) et
leur sévérité. Les principaux types sont : La pneumonie, I'otite moyenne, et aigue, la sinusite,
la diarrhée récurrente, la conjonctivite, les infections de la peau, la méningite, les

encéphalites, I’arthrite septique, I'hépatite et I'ostéomyélite (Winkelstein et al.,2006).

Les germes incriminés sont a multiplication extracellulaire et entérovirus dont
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Enterovirus, et EBV/(Basile et al., 2009).
v Antécédents familiaux

La piste de la maladie est établie en cas de déficit connu ou suspecté dans la fratrie
(déces inexpliqué en bas age).
v Autres manifestations non infectieuses symptomatiques d’un déficit immunitaire

Le XLA se manifeste aussi parfois avec divers spectres cliniques, tels que :
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- Le cancer : La fréquence des tumeurs malignes est de 6%. Les plus répandues sont les
maladies lymphoproliférative, adénocarcinome gastrique, cancer colorectal (Salavoura et
al., 2008).

- L'auto-immunité: L’ Arthrite rhumatoide juvénile et I’arthrite dermatomyosite rhumatoide.
(Cunningham-Rundles et al, 2011).

- Laneutropénie séveére qui survient chez 20% des patients atteints (Farrar et al.,1996).

1.5 Physiopathologie

XLA est la résultante d'un probléme de maturation des lymphocytes B qui produisent
les 5 classes d'anticorps Ac :1gG ,IgA, IgM, IgD, IgE (voir en annexes les normes selon
I’age). L’absence de ces immunoglobulines dans le sang constitue la premiere étape du

diagnostic immunologique de XLA.
1.5.1 Définition les lymphocytes B

IIs sont issus de la lignée lymphoide des cellules souches hématopoiétiques CSH. Les
lymphocytes B prennent leur origine dans la moelle osseuse, ils acquierent leur maturation et

leur différenciation également dans celle-ci a I’aide de cytokines.

1.5.2 Processus physiologique de maturation des lymphocytes B

Les cellules souches passent par plusieurs stades de maturations (figurel). Au cours
de ce processus un phénomene génétique spécifique aux lymphocytes B et T se produit par

un réarrangement des genes des Immunoglobulines (figure 2).
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Figure 1: I’ontogénése des lymphocytes B (Annu. Rev. Immunol.2006. 24:287-320)
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Figure 2: Recombinaison et expression des génes de chaine lourde et Iégére d'immunoglobuline.

Adapté d'aprés Abbas et al. (2012).
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1.5.3 Les marqueurs phénotypiques de surface spécifiques aux lymphocytes B

Les cellules B, possedent un ensemble de marqueurs communs de surfaces. Le plus
important est le BCR qui est I'élément caractéristique majeur des cellules B. Il est le support
de toutes les cascades de signalisation, a l'origine des réponses immunitaires dirigées contre
des antigénes capables de stimuler les cellules B. Il se trouve sur une cellule naive et est
composé d'une IgM ou IgD, associées aux molécules Iga (CD79a) et IgB (CD79b). Ces deux
derniéres permettent au BCR, grace a leurs longs domaines cytoplasmiques, d'interagir avec
les molécules de signalisation intracellulaires.
les autres marqueurs sont: CD19, CD21, CD81, CD40 ainsi que les différents TLR
(Bondadaetal., 2013).
1.6 Diagnostic de PXLA

Le diagnostic clinique est complété par le diagnostic immunologique et confirmé par

le diagnostic génétique. Le nombre de cellules B (CD19+ et CD20+), ou un taux sérique
(IgA, 1gG, IgM) en dessous de la fourchette normale selon I'age; couplé a une histoire de
famille: peut servir a établir un diagnostic définitif (Conley et al., 1999). La détection des

mutations demeure la méthode la plus fiable d’un diagnostic définitif.
1.7 Mécanisme moléculaire de la protéine Btk

1.7.1 Présentation de la protéine Btk

Le réle central de Btk dans le développement et la maturation du lymphocyte B, a été
mis en évidence, par La découverte des mutations génétiques impliquées dans
I’agammaglobulinémie; liée a ’X chez I’humain et a I’X ou XID dans le modéle murin
immunodéficient (Rawlings et al., 1993, Thomas et al.,1993). Le rbole de Btk dans la
maturation lymphocytaire est moins important chez les modéles murins ou elle peut étre
remplacée par la protéine tyrosine kinase Tec, ce qui n’est pas valable chez I'nomme

(Ellemeier et al., 2000). Btk est impliquée dans:

- Le contrdle du systeme immunitaire inné, via la voie des Toll like Receptor (TLR).

- La voie de signalisation du récepteur FcyR des cellules myéloides (Jongstra-Bilen et
al.,2008).

- Larégulation de la prolifération mastocytaire.

- La physiopathologie de certaines maladies auto-immunes comme la polyarthrite

rhumatoide et certaines hémopathies malignes.
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- La régulation de la différentiation des ostéoclastes, son absence entrainerait un défaut

d’absorption osseuse et une ostéopétrose chez la souris déficiente .(Shinohara et al., 2008)

1.7.2 Le gene Btk

Le géne Btk est situé sur le locus X g21.33 - 22 (figure 3). se trouvant sur le bras
long du chromosome X humain, (Tsukada et al., 1993; Vetrie et al., 1993). Le gene est de
37,5 kb et comporte 19 exons et 18 introns (Sideras et al., 1994).

3 Localisation des déficits immunitaires
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: N —oxs4 |
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q 24
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Figure 3: Schéma de localisation du géne Btk (G. de saint Basile 1992)
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L’identification des régions promotrices du géne Btk s’est faite suite au clonage du
géne en 1992 (Vetrie et al., 1993), Son promoteur, situé a environ 1000 pb en amont du géne,
est régulé par plusieurs facteurs de transcription dont notamment NF-¢B, Pu-1, Sp1/3, Spi-B,
BOB.1, OBF.1 et Octl1/2 (figure 4).

Btk promoter

NF-xB (85)  NF-xB (3] Sp1/3 [86-88) Spi/3 [86-88)

— ,

B0B.1/0BF.1 and Oct1/Oct2 (84)

Spi-B/PU1 85-88)

Figure 4: Schéma du promoteur de Btk avec les sites de fixation des facteurs de

transcription (Mohamed et al., 2009)

Cette figure est la représentation schématique du promoteur de la Bruton tyrosine kinase

(Btk) et domaines de Btk avec tous les partenaires connus avec qui elle interagit / régulation.
1.7.3 La protéine Btk

Btk est une protéine tyrosine kinase non récepteur, cytoplasmique. Elle est exprimée
en continu pendant le développement des cellules B, et ce, des le stade pro-B tardif (late pro-

B) jusqu'au stade de maturité.

La protéine Btk comporte 659 acides aminés de 77 kDa et se compose a partir de

I’extrémité N-terminale, des domaines fonctionnels successifs suivants (figure 5) :

- Un domaine PH ou Plekstrin Homology

- Un domaine TH ou Tec Homology regroupant les régions BH (Btk Homology Region) et
PPR (Poly Proline Region)

- Un domaine SH2 ou Src Homology 2 et un domaine SH3 ou Src Homology 3

- Un domaine kinases SH1 ou Src Homology 1 comportant le domaine tyrosine kinase.

C’est a partir de ces differents domaines, que la protéine Btk pourra étre activée et ce, par
phosphorylation pour interagir avec de nombreuses protéines intervenant dans différentes

voies de signalisation.

10
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Figure 5: Schéma représentatif des differents domaines de Btk

Ce schéma représente les différents domaines de la protéine Btk avec leurs sites de

phosphorylation (fleches rouges et bleues). (Mohamed et al., 2009).

La localisation de la protéine Btk est sous sa forme inactive non phosphorylée, la
protéine Btk se localise dans le cytoplasme a proximité du noyau cellulaire. Sa stabilité
nécessite la présence de Zinc se fixant au niveau du domaine TH de la protéine. Des
mutations dans la région de fixation au zinc aménent a la génération d’une protéine Btk trés

instable et rapidement dégradable ( Hyvonen et al., 1997).

La protéine Btk appartient a la famille des tyrosines kinases Tec (Jefferies and al.,
2003). Btk est exprimée dans toutes les lignées hématopoiétiques a I’exception des
lymphocytes T et les cellules NK (Mohamed et al., 2009) ;ainsi queles plasmocytes(Smith et
al., 1994).

L’absence de Btk fonctionnelle, conduit a I'échec de plusieurs voies de transduction de
signaux, qui régulent d’importants processus physiologiques de la cellule, telsque: I'apoptose,
la croissance, le cycle cellulaire, la prolifération, et surtout la transduction du signal médiée

par le récepteur antigéne.
1.7.4 Lasignalisation de la protéine Btk

La signalisation via le BCR se présente comme suit :

11
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Figure 6: La voie de signalisation Btk médiée par le BCR.(Lopez-Herrera et al.,2014)
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v Phase 1 : de transduction du signal

L’activation du récepteur du lymphocyte B ou BCR, soit par fixation antigénique Ou
par maturation, entraine sa dimérisation. Elle permet de phosphoryler ultérieurement des
ITAM Iga / IgRB, situés dans la région cytoplasmique. Les protéines Lyn et Fyn sont recrutées

a ces ITAM par interaction avec leurs domaines SH2.

La protéine Lyn a un réle central dans la voie de signalisation du BCR, elle va permettre la
phosphorylation de Btk sur le site Y551, puis son autophosphorylation au niveau Y223 du
domaine SH3. Ces deux processus entrainent la modification de sa conformation spatiale. Ce

qui permet a son domaine PH d’interagir notamment avec la PIP3.

La protéine Lyn active la protéine membranaire CD19, directement par phosphorylation et
indirectement en activant CD22 (en levant son Inhibition sur CD19). Le CD19 activé, va
recruter la protéine PI3K qui elle-méme phosphoryle PIP2 en PIP3. Cette derniere sera
reconnue par le domaine PH de Btk. (Satterthwhite et al., 2000)

v Phase 2 de transduction du signal

La protéine Btk activée est recrutée a la membrane plasmique par l'interaction de son
Domaine PH avec PIP3. Les cibles de Btk comprennent PLCy 2 et PI3K.

= La PLCy est également régulée par la protéine kinase Syk, qui avec Btk, phosphoryle et
active cette protéine (p-PLCy2), a son tour elle catalyse 1’hydrolyse de PIP2 en IP3 et
DAG. IP3 induit la mobilisation du calcium du RE.

= La PKC va pouvoir intervenir a deux niveaux de voie de signalisation: En levant
I’inhibition d’I,B sur NF-B par I’intermédiaire de la famille IKK (Petro et al., 2000) et en
modifiant le flux calcique intra cellulaire, entrainant 1’activation de la protéine
phosphatase CaN et celle du facteur de transcription NFAT.

v Phase 3 de transduction du signal

Une fois activé, Btk peut interagir avec BLNK, qui interagit a son tour avec d'autres

protéines fonctionnant comme des substrats de Btk.

L’activation de Btk va donc permettre le recrutement de deux facteurs de transcriptions
majeurs :NF-.B et NFAT. Ces derniers régulent la synthése de nombreuses protéines,

intervenant dans la régulation de la prolifération, de la maturation et de la survie cellulaire.

13
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Les lymphocytes B, déficients en la protéine Btk, ont une activité NF-.B nettement diminuée.

ce qui prouve I’'importance de cette interaction Btk/ NF-.B (Bajpai et al., 2000). (Figure 6).

La cascade de signalisation Btk se présente comme suit :
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Figure 7: La cascade de signalisation Btk

Ce schéma montrant le role de Btk dans la voie de signalisation du BCR, dans la régulation
des facteurs de transcription NF-.B et NFAT (Mohamed et al., 2009).

Par ailleurs, le controle de NF-.B par Btk, va également permettre 1’autorégulation de Btk.
Puisque le NF-.B, a des sites d’interactions sur le promoteur du géne Btk. D’autres part, il a
¢galement ¢t¢ démontré que Btk pouvait intervenir sur la régulation d’autres facteurs de
transcriptions (BAP-135, TFII-1, STAT5A, Bright), ainsi que sur la voie des MAPK ; et ce par
interaction indirecte avec RasGRP3, régulant la synthése du facteur de transcription AP-1
(Mahajan et al., 2001).

La figure N°8 représente de maniére non exhaustive 1’ensemble des voies de signalisation en

réponse au récepteur BCR faisant intervenir la protéine Btk.

De plus, et en association avec la protéine kinase Syk, recrutée par Lyn ; Btk va réguler la
protéine Rac et ce, par I’intermédiaire de BLNK, qui intervient dans la régulation du

cytosquelette.
La protéine Btk peut étre régulée négativement par :
La proteine Pinl, qui phosphoryle les sites S21 et S115, situés dans le domaine PH et

accessoirement S180 dans la région PRR, et entraine la dégradation de la protéine Btk. et cette

14
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derniére est aussi régulée négativement par les protéines SHP-1 et SHP-2 (Maeda et al.,
1999).
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Figure 8: Schéma récapitulatif des voies de signalisation de Btk via BCR

(http://www.ncbhi.nlm.nih.gov/biosystems/197731)
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1.8 Autres mécanismes de contréle épigénétique

La dégradation d’'un ARNm est un mécanisme qui permet a toute cellule d’exercer un

contr6le au niveau post-transcriptionnel (Mata et al., 2005).
L’ARN non codant le miR-346 module la synthése de la protéine Btk. (Alsaleh et al., 2009)

L’ARN non codant Xist recouvre la quasi-totalité du chromosome X, et permet son

extinction, I’inactivation du chromosome X muté est sélectionné systématiquement a I’X

normal (G.de saint basile 1992).
1.9 Mutation du géne Btk

Les mutations du gene codant la Btk pour Bruton tyrosine kinase sont répertoriéesdans
OMIM # 300300.

La détection de mutations des patients atteints de XLA, a été effectuée dans de nombreux
pays. Un grand nombre des mutations de BTK cités dans les publications sont ajoutés dans
I’international Btk base (Valiaho et al., 2006).

Les nouvelles mutations introduites sont des mutations de décalage de cadre de lecture
(frameshift), faux-sens, une grande partie des patients atteints de ’XLA ont des mutations
des novo.

1.9.1 Btkbase

La base de données de mutation (Btkbase), Version 8 (Véaliaho et al., 2006 )

Elle contient une liste de 1111 patients de 973 familles non apparentées, rapporte 602
événements moléculaires uniques. Cette liste permet une nouvelle analyse statistique et

fournit des résultats plus fiables.
1.9.1.1 Types de mutation Btk

v Les mutations qui touchent le géne Btk et provoquent le XLA sont des mutations : faux
sens, non-sens, délétions (indels), insertions, mutations dans les sites d’épissage,
inversions, duplications, répétitions, expansions, et réarrangements complexes (Tableaul).
(Lopez-Herrera et al.,2014)
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Les Pourcentages des types de mutations se présentent selon le tableau suivant :

Tableau I: Types de mutations

Mutations Nombres Pourcentage
Faux sens 389 35%
Codon stop 161 14,5%
Délétions 191 17%
Sites d'épissage 156 14,04%
Insertions 68 6,1%

1.9.1.2 Les caractéristiques des mutations affectant la Btk

- Les transitions sont plus fréquentes que les transversions (69% contre 31%), idem ID
bases (Piirila” et al.,2006).

- La grande majorité des substitutions sont des transitions soit : 69%.

Dans XLA, les transitions C en T sont a 29%, moins que dans d'autres immunodéficiences
(39%).

- Les mutations sont plus fréquentes au niveau des dinucléotides CpG , touchant souvent
les résidus de R. (Lopez-Herrera et al.,2014)

- La plupart des mutations faux-sens sont structurelles, modifiant la forme ou diminuant la
stabilité de la protéine (Btk).

- La plupart des mutations au niveau des résidus conservés, affectent de maniere
significative la fonction de la protéine.

- 32,4% des mutations faux-sens provoquent un changement d’ordre de fréquence.

Le codon du R (Arginine), substitué en: codons stop, W(Tryptophane), Q(Glutamine),

H(Histidine), C(Cystéine), G(Glycine), K(Lysine), P(Proline), S(Sérine), T (Thréonine) et L

(Leucine). (Lindvall et al., 2005).

Les conséquences de 1’ensemble des mutations sur la structure et la fonction de la protéine ont
été prevues. Elles sont basees sur la séquence et la structure de I’information. (Holinski-Feder
et al., 1998)
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Independent

From To mutations Tupe

A C 17 (49%) Transversion
A G 32 (7%) Transition
A T 8 (2%) Transversion
£ A 28 (6%) Transversion
C G 8 (2%) Transversion
C T 135 (29%) Transition
G A 109 (23%) Transition
G £ 17 (4%) Transversion
G T 27 (6%) Transversion
T A 19 (4%) Transversion
T C 47 (10%) Transition
T G 22 (5%) Transversion
Transitions 325 (69%)

Transversions 146 (31%)

Figure 9: Transitions / transversions
1.9.1.3 Distribution des mutations dans les domaines du gene Btk

La distribution des mutations dans les cinq domaines structuraux est approximativement

proportionnelle & leur longueur, a I’exception du domaine Tec homologie (TH).

- Les mutations entrainant XLA ont été trouvées dans tous les domaines de Btk ainsi que
dans les séquences non codantes du gene.

- Toutes sortes de mutations sont dispersées dans tous les domaines, a I'exception du
domaine SH3, ou les mutations faux-sens n’ont pas été identifiées (Tableau II).

- Les mutations affectent la protéine de plusieurs facons: sonactivité, sa stabilité, sa
fonction, sa structure et ses interactions.

- Les mutations du domaine PH ont un effet désastreux sur la fonction globale de la
protéine. Plusieurs modifications de PH domaine, ont déja été, décrites : par exemple, la
substitution de l'arginine 28 modifie la charge positive sur la surface du domaine PH de la

protéine Btk ce qui empéche de cibler la membrane plasmique.

Le pourcentage de distribution des mutations dans les domaines de Btk se présente comme

suit : (Lopez-Herrera et al.,2014)

Tableau I1: Distribution des mutations

Domaine Pourcentage
SH1 44.7%
PH 21.8%
SH2 13.7%
TH 8.3%
SH3 7%
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- Des mutations faux-sens dans le domaine SH3 n’ont pas été rapportées.

Les auteurs suggerent que la stabilité du domaine SH3 pourrait étre trés réfractaire a des

mutations faux-sens.

Le répertoire des mutations dans la Btkbase est représenté selon la fugure N°10.

Upstream PH ™ SH3 SH2 LS Other Total
Missense wvon 38/75/89 VU8 Vo0 32/70/86 122/237/273 oo 199/389/456
Nonsense o0 14/30/34 6/1/11 12/34/40 11/20/21 32/67/7 000 75/161/180
Deletion in-frame o0 6/6/11 2/2/2 o0 4/5/5 10/13/15 000 22/26/33
Deletion frameshift o0 32/31/%0 18/19/24  15/1718 18/19/22 45/54/55 0o 128/146/159
Deletion unde fined o0 000 000 o0 1/1/1 o0 4/18/18 519/19
Insertion in-frame o0 0/0/0 0/0/0 o0 1/1/1 2/2/2 000 333
Insertion frameshift o0 9516/19 W 15715 3/3/3 3/3/3 18/22/27 000 43/59/67
Insertion undefined Vo0 00 0/0/0 00 000 2/2/2 144 36/6
Splice site in-frame Vo0 3/5/5 0/0/0 4/6/9 1/1/1 35 oo 11/16,/20
Splice site frameshift o0 v 0/0/0 /11 3/3/6 910/13 0o 20/21/29
Splice site undefined /78 20/26/30 6/910 5/78 15/19/19 35/51/56 oo 85/119/131
Multiple o0 2/2/2 2/2/2 o0 000 0o owo 144
Upstream a1 000 000 o0 000 o0 oo 194
lTotal 8/11/12  131/204/239 51/64/72 A0/68/79 B9YM2/165 218/462/522 5/22/22 602,/973/1111

Figure 10: Répertoire des mutations dans la Btkbase

Toutes les mutations faux-sens causant des maladies sont indiquées dans les PH, SH2 et le
domaine kinase. De nombreuses mutations faux-sens localisées sur les hélices a, aux
extrémités des feuillets B, et dans les positions ou les feuillets B sont antiparalléles, ou ils
interagissent avec des protéines.

Dans le domaine SH2, de nombreuses mutations affectent les résidus formant le site de
liaison pour phosphotyrosine et les acides aminés.

Dans le domaine kinase seulement quelques mutations apparaissent dans la partie
supérieure.

La plupart des mutations sont dans des résidus critiques tels que ceux situés dans des
substrats de liaison a I’ATP ou de liaison a d’autres protéines. (voir en annexe 6 les

mutations qui causent I’agammaglobulinémie li¢e a 1’X).

1.9.1.4 Les acides aminés

Les fréguences de substitution d'acides aminés ont été analysées pour toutes les
combinaisons de substitution possible et sont similaires a KinMut-Base (Ortutay et al.,
2005) et IDbases (Piirila” et al., 2006).

L’Arginine R est de loin 1'acide aminé le plus muté dans Btk. Un tiers des substitutions
remplacent R.

Les dinucléotides CpG, qui sont contenus dans quatre des six codons de l'arginine sont des
hotspots (point chauds) pour les mutations.

Environ un tiers des substitutions dans les codons pour R mutent pour un codon arrét.
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- Le rapport de mutabilité pour I'arginine est de 59. Il est plus élevé dans la Btk que dans

d'autres maladies des immunodéficiences primaires (PID) (Piirila” et al., 2006).

De méme, la tendance a ce que les acides aminés soient substitués par le W Tryptophane est

beaucoup plus élevée pour le gene Btk.

La surrepresentation des R comme résidu mutés, conduit aussi & I'enrichissement par I'acide
aminé mutant W. Le R a été remplacé par W a 6,7% dans I'ensemble des substitutions d'acides

aminés.

- Les autres résidus a haute fréquence mutationnelle sont Y Tyrosine, P Proline, Q
Glutamine, L Leucine et H Histidine.

- Les mutations modifient la structure, la fonction ou l'activitéde la protéine. Par
conséquent, de grands changements dans les propriétés de la protéine peuvent s’opérer.

- La P Proline differe de tous les autres acides aminés, elle forme une structure cyclique
avec le squelette polypeptidique. Elle limite les angles de torsion du squelette
polypeptidique et donc empéche la formation de la structure secondaire. Un grand nombre
de mutations entrainent des modifications structurelles. (Wang and Moult, 2001;Yue et
al., 2005).

- Bien que la Btkbase contienne plus de 1000 cas, toutes les modifications possibles
d'acides aminés n’ont pas été identifiées chez des patients.

- Seules les mutations de remplacement d’un seul nucléotide sont indiquées.

- Pour I I'isoleucine, il n’yaqu’une seule mutation qui cause la maladie par le remplacement
par la méthionine.

- Des mutations qui causent la maladie dans la substitution de T Thréonine en soit :P
Proline ou | isoleucine.

- Des mutations qui causent la maladie dans la substitution de N Asparagine seulement en
K Lysine.

- La fréguence de substitution est supérieure pour les acides aminés G Glycine, L Leucine
et R Arginine, par rapport aux acides aminés H et W. Leur fréquence est inférieure dans

XLA et les autres immunodéficiences (Piirila” et al., 2006).
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Matériel et méthodes

Ce présent travail, s’est déroulé¢ au laboratoire d’immunologie cellulaire du

département d’Immunologie de I’Institut Pasteur d’Algérie pendant 8 mois.

Les moyens utilises sont : Extraction d’ADN par KIT- la spectrophotométrie (NanoDrop) - la
PCR - le séquencage - I’utilisation des différents logiciel bio-informatique : Blast - Studio -

Chromas - Mutation Surveyor — PolyPhen2.
I Matériel
.1 Matériel Biologique

Les échantillons devant servir a I’étude, étaient disponibles au niveau du laboratoire

sous forme de prélevements sanguins ou d’ADN déja extraits.

Le sang a constitué le matériel biologique de base pour extraire I’ADN. Les prélévements
sanguins ont été réalisés dans des tubes contenant de ’EDTA (Ethyléne Diamine Tétra-
Acétique), identifiés par : le nom, le prénom et la date du prélevement du patient. Le reste des

renseignements cliniques du patient ont été mentionnés sur une fiche.
1.2 Matériel non Biologique (voir annexe 4)

Il Méthodes

1.1 L’extraction de ’ADN
L’extraction de I’ADN peut se faire a partir de divers matériels biologiques,
essentiellement le sang ainsi que différentes techniques.

Celle utilisé dans cette étude est la méthode kit

v Principe

Cette technique permet I’extraction et la purification de ’ADN génomique par
chromatographie échangeuse d’ions, a partir de prélévements sanguins. Elle est basée sur
’utilisation de tampons optimums pour lyser complétement le prélévement et augmenter
I’adsorption sélective des acides nucléiques. Cette opération est réalisée sur une membrane se
trouvant dans une colonne dont la surface est couverte de silice (SiO2), ayant une
remarquable affinité pour I’ADN.
En additionnant de I’alcool, ’ADN est adsorbé par cette membrane, alors que les

contaminants passent a travers. Les inhibiteurs, comme les cations divalents et les protéines,
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sont complétement éliminés par deux lavages successifs. L’ADN est alors décroché de cette
matrice par élution dans un tampon adéquat (voir en annexe les solutions utilisees).
v Protocole opératoire

- Mettre dans un eppendorf 200ul de sang + 20ul de Protéinase K

- Vortéxer pendant 05 secondes.

- Incuber pendant 02 minutes a température ambiante.

- Mettre 200 pl de purlinkgenomiclysis /binding buffer.

- Vortéxer pendant 10 secondes jusqu’a ce que la solution devient homogene.

- Mettre dans un bain marie pendant 10 minutes.

- Rajouter 200 pul d’éthanol 96-100%.

- Vortéxer pendant 5 secondes.

- Rajouter 640pl lysat.

- Mettre le tri dans les colonnes.

- Centrifuger:7500t /1 mn =10000t/1mn.

- Enlever le tube collecteur et placer un autre.

- Rajouter 500ul wash buffer 1.

- Centrifuger : 7500t/1mn.

- Enlever la poubelle.

- Rajouter 500 pl de wash buffer 2.

- Centrifuger : 10000 t/03 mn.

- Mettre les colonnes dans des eppendorf.

- Rajouter 50ul élution buffer.

- Incubation 01 minutes a température ambiante.

- Centrifuger:10 000t/ 01 mn

- Récupérer les eppondorf : c’est la 17

élution.
- Mettre un autre eppendorf

- Rajouter 50 ul élution buffer, laisser 01 minute
- Centrifuger : 10000 t/ 1,5 mn

Héme

- Récupérer ’eppendorf: c’est la élution.

1.2 Controle qualitatif et quantitatif de PADN

L’estimation de la qualité et de la quantité de I’ADN est principalement basee sur deux
méthodes : La spectrophotométrie et 1’électrophorése (Sambrooket al., 1989)

Dans notre étude nous avons adopté la spectrophotométrie avec I’utilisation du NanoDrop.
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v Principe de la spectrophotométrie

Etant donné que l'acide nucléique et la plupart des macromolécules biologiquesne
manifestent aucune absorption dans la gamme visible du spectre, ils sontdonc incolores.
En revanche, I'ADN montre une absorbance aux rayons ultraviolets (UV) spécifiques allant de
230 nm a 260 nm. La quantité de radiation ultra violette absorbée par une solution d'ADN est
proportionnelle & la quantité d’ADN.
Quant a la qualité de I’extrait, elle est évaluée en calculant le degré de contamination par les
protéines et I’ARN.
v Appareil utilisé

Le NanoDrop (Maestrogen) est un spectrophotomeétre qui ne nécessite pas I'utilisation
de cuve. 1pl de I'échantillon est déposé directement a I'extrémité d'un cable de fibre optique.
Lorsque celui-ci est mis en contact avec un second cable par fermeture de I'appareil,
I'échantillon est maintenu par une tension de surface et traversé par un signal lumineux.
L’estimation de la concentration de ’ADN se fait par la mesure de 1’absorbance a 260nm.
Sachant qu’une unité de DO a 260nm est 1’équivalent de 50pg/ml d’ ADN.
On évalue la quantité d’ADN d’un échantillon par la formule suivante :
Facteur de dilution x 50 x DO a 260nm.
On doit vérifier également, que le rapport DO 260/DO 280 est compris entre 1,8 et 2,2.
Si ce rapport est inférieur & 1,8 : I’ADN est contaminé par les protéines.
S’il est supérieur a 2,2 : il y a contamination par I’ARN.
Dans notre cas la qualité et la quantité des ADN des patients, sujets de notre étude, s’est
avérée satisfaisante apres avoir été soumise a la spectrophotométrie (voir le chapitre des

résultats), ce qui nous a permis de procéder a la phase suivante.

11.3 Amplification par la PCR

Dans le but de procéder au séquengage de I’ADN, I’amplification de la séquence a
analyser est nécessaire.
v Principe

La PCR ("Polymerase Chain Reaction™) ou Réaction de Polymérisation en Chaine, est
une réaction enzymatique basée sur un principe simple : on utilise deux courtes amorces (18-
24 nucléotides), complémentaires des deux brins d’une séquence d’ADN cible. Ces amorces
s’hybrident dans des sites complémentaires en orientation inverseée avec les deux brins de
I'ADN cible et encadrent la région que l'on veut amplifier [Raven et al., 2010]. L'élongation

des brins complémentaires a partir des amorces est assurée par une enzyme de polymérisation
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thermorésistante : la Tagpolymérase. Cette derniere est dérivée d'une bactérie thermophile
nommee Thermusaquaticus qui possede la propriété d'étre stable a la chaleur [Mullisetal.,
1994].
Cette réaction cyclique, permet d’augmenter la quantit¢ d’ADN d’un cycle a 1’autre
(théoriquement la quantité d’ADN multipliée par 2"). Le nombre des cycles varie entre 30 et
40 comprenant chacun les étapes suivantes :
v Dénaturation

Séparation des deux brins d’ADN par la chaleur (2 95°C), par la rupture des liaisons
non covalentes (ponts hydrogénes) entre les bases appariées.
v Hybridation

Au cours de cette étape la température Tm est dépendante du couple d’amorces (entre

50 et 70°C). Elle se déroule a une température bien déterminée et suffisamment élevée pour

garantir une hybridation parfaite par la formation de liaisons hydrogénes entre 1’amorce et la
séquence d’ADN cible (Coquoz et Taroni, 2006).

v' Elongation
Au cours de cette étape la température est élevée a nouveau (environ 72°C) ce qui
permet a I'ADN polymérase d'étendre les amorces en synthétisant un nouveau brin
complémentaire au brin matrice, par I’ajout des désoxynucléosides triphosphates
complémentaires en direction 5°-3” (Garibyan et Avashia, 2013 ; Iglesias, 2009).
Le schéma suivant résume le principe géneral de la réaction de polymérisation en chaine
(PCR) (Butler, 2011)

Secuence cible (4 amplifer)

“TTTTTTTITTT " AoWdouble
brin
J s
Amarcs m
& 3 de TADN . "
rrrrrrrrid
Lttt Hybridation c—
ol 5 des amorces 3
+dNTP
lan golymesase j'__r
rrrrrrrnritd
Synthhse de pouveau
| bein, &3
in, _L_L

/\ Répétition des cycles /\
d'amplification:
/\ augmantion /\ /\
exponentielle de la

NN T NN NN

Figure 11: Réaction de polymeérisation en chaine
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v" Mode opératoire

Préparation du mixe en utilisant I’ Ampli Taq Gold

On met dans un eppendorf :

- Eaudistillée : 6 pl

- Le mélange qui contient la Taq polymérase, ANTP et le MgCl, : 10ul
- Primer F: 1pl

- Primer R : 1pl

On prend : 18ul du mixe on le met dans une barrette

On ajoute I’ADN a analyser 2pl

On dépose les barrettes contenants le mixe et I’ADN a amplifier dans le thermocycleur

On choisit le programme selon le kit utilisé, le produit PCR est conservé dans des barrettes a
(-20°C) (Voir en annexe 5-8-9)

v' Contrdle des produits PCR

La vérification de la spécificité et du rendement de la réaction est réalisée sur un gel d’agarose
a 1% contenant du bromure d’éthidium (BET). 1,5 de colorant (bleu de Bromophénol) et 3,5
ul de chaque produit PCR migre dans un champ électrique en parallele a Syl d’un marqueur
de taille avec un voltage qui est fixé a 120 voltes.

La révélation se fait grace au transilluminateur UV, qui permet la visualisation de I’ADN.

Tableau 111 : Programme d’amplification de la PCR
Température Temps Nombres de cycles
94°C 30sa2mn 1
94°C 30s
Tm primers - 35 cycles
72°C 1 min
+4°C o -

1.4 Séquencage

v Principe Le séquencage consiste a déterminer I'enchainement linéaire des nucloéotides

d'un fragment d'ADN.il repose sur un principe enzymatique développé par Sanger. Cette

méthode consiste en un marquage des fragments d’extension par l’incorporation de
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didésoxyribonucléotides triphosphates (ddNTP) fluorescents, auxquels il manque un

oxygene sur le carbone 3’,du sucre désoxyribose.

Avec un tel nucléotide incorporé (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP), aucune liaison
phosphodiester ne peut étre formée et la polymérisation s’arréte, cela est d{i a I’absence d’une
extréemité 3°OH libre.

Ceci, aboutit a I’obtention de fragments marqués de différentes tailles

Le kit utilisé est le Big-DyeTerminator, il contient des ddNTP. Chaque ddNTP est marqué par
un fluorochrome différent et dont le spectre d’émission est spécifique et chaque base

absorbeUne couleur précise(T,C,G,A). La séquence est ensuite décodée par 1’ordinateur.

dNTP ddNTP

0 0]
Phosphate Base Phosphate Base

OH H

Figure 12: Représentation schématique de dNTP et ddNTP
v' Protocole expérimental de purification

Exo SAP

L’Exo Sap est une méthode de purification enzymatique des produits de PCR, en vue
d’avoir de meilleures donnees de séquencage. Elle a pour but de dégrader les amorces et les

dNTP contaminants, pour éviter les interférences dans les applications en aval.

Elle consiste en I'utilisation de deux enzymes hydrolytiques: I’exonucléase I et la phosphatase
alcaline rShrimp, dans un tampon spécialement formulé pour supprimer les dNTP et les

amorces indésirables.

L’exonucléase 1 (Exo-l) supprime les amorces simple-brin résiduelles et tous les ADN

simple-brin étrangers.
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La phosphatase alcaline rShrimp (RSAP), supprime les dNTP restants dans le mélange de la
PCR. Elle permet de diminuer le temps et les cotlits de ’analyse, tout en augmentant le

rendement.

v" Mode opératoire

A 5ul de produit PCR, 5ul du mixte suivant (Master-Mix 1) sont ajoutés dans un micro tube :

- 0.25ul d’exonucléase 1.

- 0.5pulSAP

- 4.25 pl deH,0.

Le mélange est incubé pendant 40min & 37 C, permettant I’activité catalytique des enzymes,
puis une étape d’inactivation a 80 C est effectuée pendant 20 min,

Programme exécuté lors de la purification par EXoSAP des produits amplifiés

Tableau 1V : Programme d’amplification

Températures Temps Cycles
37°C (activation de I’enzyme) 40 mn 1
80°C (inactivation de I’enzyme) 20 mn 1

v" Réaction de séquencage

= Laréaction de séquengage des produits PCR précédemment purifiés se fait a 1’abri de la
lumiere au moyen du kit big bye Terminator V3.1 :

= Préparer le mélange réactionnel de « Mixseq » suivant :

- Big Dye Terminator: 2 pl.

- HO:A4 ul

- Tampon 5X: 2 ul.

= Préparer la plaque de séquencage : pour chaque échantillon, on prévoit deux puits
(Forward et reverse) :

- Mixseq : 8ul

- Produit PCR purifié : 1l

- Primer Forward : 1pl ou

- Primer Reverse : 1pul

Placer les puits réactionnels dans le thermocycleur et lancer le programme suivant
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Tableaux V : Programme d’amplification lors de la réaction de séquencage

Matériel et méthodes

Cycles Températures Temps Cycles
Dénaturation 96°C 10 secondes
Hybridation 50°C 5 secondes 25 cycles
Elongation 60°C 7 minutes
A4C 00 -

v’ Purification a I’éthanol 70% dans chaque puits

Une derniére étape de purification est effectuée avec I’éthanol :

- Ajouter 70ul d’éthanol a 70% dans chaque puits.

- Mélanger par renversement, 3 fois ;

- Aprés 15 min d’incubation a température ambiante une centrifugation de la plaque a
4700t/mn pendant 15 min est effectuée ;

- Le surnagent est jeté d’un coup sec ;

- La plaque inversée sur du papier est centrifugée pendant deux minutes a 1000 t/min afin
d’éliminer I’éthanol résiduel. Par la suite la plaque recouverte d’un film adhérent est
conservée a température ambiante pendant 2 heures.

v' Préparation a ’injection des séquences

- Remettre les échantillons en suspension avec 15ul de formamide.

- Injecter dans I’analyseur de séquence.

v" Analyseur des séquences

= principe
L’¢lectrophorese capillaire permet I’utilisation de I’injection électrocinétique pour charger

des echantillons dans les capillaires ; les échantillons sont injectés simultanément dans un
réseau paralléle de 4 capillaires en moins de 30 secondes. Une différence de potentiel (ddp)
d’injection de 1,2 kv permet aux molécules d’ADN de migrer dans les capillaires, puis une
autre ddp de 20kv assuree par le tampon de migration est appliquée entre 1’anode et la cathode
et va permettre aux fragments d’ADN simple brin de migrer vers I’anode. La migration se fait
avec le « pop7-ABI® » contenant le polymere de séparation.

=  Appareil
L’analyseur génétique AppliedBiosystems 3130® est un séquenceur a 4 capillaires.

L’appareil est composé d’un systéme d’électrophorése, d’un laser et d’une caméra CCD

(charge-coupleddevice). Un plateau articulé appelé « autosampler » supporte des plaques de

96 puits contenant les reéactions de séquences purifiées, les réservoirs tampon d’eau
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nécessaires respectivement & la migration électrophorétique, au ringage et a 1’évacuation des
déchets. Le plateau se déplace dans deux dimensions (X,y) et assure ainsi la mobilité des
quatre capillaires entre les différents constituants.
v" Déroulement d’un run
Quatre capillaires sont physiquement associés pour permettre la Co-migration simultanée
pour chaque run :
« Le remplissage des capillaires
Le polymére est stocké dans deux seringues, ’'une sert de réserve, l’autre permet le
remplissage des capillaires. L’injection de polymere neuf, sous pression (50-60ul de POP7
par run) dans les capillaires est effectuée au début de chaque run.
Lors du remplissage le polymeére va venir effectuer un coatingdynamique, il va neutraliser les
charges positives de la silice dont sont composés les capillaires pour empécher, par la suite la
fixation de I’ADN monobrin (chargé négativement) aux parois des capillaires.
% L’injection des échantillons
Les molécules d’ADN sont introduites a une extrémité des capillaires par électro-injection et
migrent ensuite, tout au long de ceux-ci sous I’effet d’un trés haut voltage (plus de 20 kV),
assuré par le tampon de migration, de facon a les séparer en fonction de leur longueur.
% Méthode de détection conc¢ue pour la sensibilité
Prés de I’anode, un rayon laser traverse chaque capillaire afin d’exciter les molécules
fluorescentes qui ont été incorporées a I’ADN durant la réaction de sequengage. Une lentille
concave (spectrographe) va décomposer pour chacun des capillaires la fluorescence entre 500
et 700 nm et dirige chaque faisceau vers la caméra CCD. La caméra CCD recueille
I’information émise par les molécules fluorescentes au fur et a mesure que celles-Ci passent
devant le rayon laser. comme chacune des quatre bases nucléiques (A, C, G, T) est associée a
un fluorochrome particulier, le systéme peut les distinguer I’un de 1’autre selon la longueur
d’onde émise.
v' Collecte des données par le logiciel DATA COLLECTION (ABI) (Détection de
gamme spectral)
Lorsque la lumiére fluorescente est recueillie et dispersée a travers le CCD, les données
sont transférées a 1’ordinateur ou elles sont transformeées par traitement algorithmique en 4
couleurs électrophorégrammiques(une séquence de pics de quatre couleurs, chaque couleur

représente une base nucléotidique : A, C, G, T) ;
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60 70 80
GATCTTGT GGCAA TGAC CCATAACAT CCAAT

Figurel3 : Chromatogramme

Exemple d’assignation des nucléotides aux pics de fluorescence correspondants

11.5 Analyse Bio-informatique
11.5.1 Utilisation du logiciel Chroma Lite

La lecture des résultats du séquencage s’est faite a partir de logiciels (Chromas lite,
Geospiza) qui visualise les graphes chromatiques et les convertit en séquences de lettres

représentants la succession des bases azotées.
11.5.2 Analyse Blast

L'analyse blast consiste en la recherche de séquences comparables et proches de
séquences étudiées au niveau de la base de données NCBI, Cette analyse nécessite une
conversion des séquences sous le format genbank (GB).

Elle permet d’évaluer les degrés de proximité et de différence, entre la séquence testée :
QUERY et la sequence de la banque de donneée : subject ;

BLAST recherche des coincidences de mots (segments nucléotidiques) de longueur <<W>>,
qui sont communs aux deux sequences. Un point d’ancrage ou <<HIT>> est obtenu quand
deux segments identiques sont trouvés dans les deux séquences.

Au final, les résultats de I’alignement sont symbolisés par une barre verticale pour les
identités (match) et une barre horizontale (gap) pour un indel (insertion/délétion). Alors que

les substitutions (mismatch) ne sont marquées par aucun symbole.
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11.5.3 Analyse des mutations

Le but de cette étape est de détecter de maniére efficace les anomalies au niveau des
régions codantes du géne d’intérét pouvant étre responsables de la pathologie. Plusieurs
logiciels sont disponibles a cet effet.

L’analyse des résultats s'est faite a partir de I'analyse blast complétée et approfondie gréace a
un logiciel qui permet I'ajustement des séquences et la détection des mutations, nous avons
utilisé a cet effet la version déemo du logiciel mutation surveyor, un logiciel spécialisé dans ce

genre d'exploration.

L'utilisation du logiciel mutation surveyor, va permettre d'ajuster dans une certaine mesure les
courbes pour permettre une identification des mutations, ce logiciel présente l'avantage de
nous fournir des informations sur les mutations en calculant leurs degrés de fiabilité et en
comparant nos sequences étudiés a des séquences de référence (voir en annexes les différentes
séquences). La séquence de référence a été convertie en fichier GB pour les besoins de

I’analyse, ce logiciel permet de:

- Localiser les mutations

- Identifier le type de mutation

- Evaluer le niveau de qualité de 1’analyse, compte tenu des insuffisances des résultats du
séquenceur (bruits de fond, des plateaux indéchiffrables).

- Evaluer le niveau de fiabilité des mutations repérées par un code de couleur significatif

- Evaluer I’'impact des mutations sur la protéine.
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Résultats et discussion

I Tableau clinique

Tous les patients partagent des signes cliniques communs. lls présentent des affections
pulmonaires qui se déclenchent en bas age. Trois d’entre eux sont issus de mariage

consanguin.
Tableau VI :
Patients Tableau clinique
Sexe Masculin
Age début troubles 46 jours
Age au diagnostic 46 jours
Consanguinité degré 2eme degré
. Histoire familiale R.A.S
Patient 1 -
m Infection materno feetale sévére
m Syndrome infectieux sévere
Signes cliniques m Infection cutanée ichtyose
m Diarrhée glaireuse récidivante
m Retard staturo pondéral
Sexe Masculin
Age début troubles 3ans
Age au diagnostic 3ans
Consanguinité degré 2eme degré
Histoire familiale Un frére de 16 ans atteint
Patient 2 m Infection cutanées : gommes
m Disséminé (germe non identifié)
Signes cliniques gerTC]i?/Z(;haussement des dents, altération noir des
m Candidose buccale, Gingivite
m Anémie
Sexe Masculin
Age début troubles 2 ans
Age au diagnostic 3anset¥:
Patient 3| Consanguinité degré 2eme degré
Histoire familiale R.A.S
. L m Bronchopneumopathie a répétition
Signes cliniques ] o
m Infections ORL récidivantes
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Patients Tableau clinique
Sexe Masculin
Age début troubles 6 mois
. Age au diagnostic 6 mois
Patient 4 - p
Consanguinité degré Non
Histoire familiale Non
Signes cliniques Infections ORL et pulmonaire a répétition
Sexe Masculin
Age début troubles 9 mois
Age au diagnostic 16 mois
Patient 5| Consanguinité degré Non
Histoire familiale R.A.S
. L mBronchopneumopathie a répétition
Signes cliniques .
m Otite
Sexe Masculin
Age début troubles 8 mois
. Age au diagnostic 18 mois
Patient 6 —— -
Consanguinité degré Non
Histoire familiale Non

Signes cliniques

Infections ORL et pulmonaire a répétition
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Il Analyse immunologique

L’analyse sanguine révéle un déficit en lymphocytes B et un tét anticorps inférieur aux
normes. (Voir en annexe 3).

Tableau VII :
Patients Tableau immunologique

Valeur mesurée Norme

LYMPHOCYTES B (%) < 0,66 6-37
Patient 1 19G (9/1) 0 4,6-8,6
1A (g/l) 0 0,1-0,3
IgM (g/l) 0 0,2-0,7
LYMPHOCYTES B (%) <0,15 14 - 33
Datient 2 19G (g/1) <0,176 48-89
1A (g/l) <0,021 0,3-1,2
IgM (g/l) <0,101 05-15
LYMPHOCYTES B (%) <05 14 - 33
Datient 3 19G (g/1) <1,75 48-89
1A (g/l) <0,2 03-12
IgM (g/l) <0,3 05-15

LYMPHOCYTES B (%) <0,29 6-37
Datient 4 19G (g/l) <0,49 23-44
1A (g/) < 0,02 0,2-0,6
IgM (g/l) <0,11 0,3-0,9
LYMPHOCYTES B (%) 0 16 - 35
Datient & 19G (g/1) <1,86 33-6,2
1A (g/) <0,28 0,2-0,8
IgM (g/l) <0,29 05-13
LYMPHOCYTES B (%) 0 16 - 35
Datient 6 19G (g/1) <1,7 3,3-6,2
1A (g/l) < 0,02 0,2-0,8
IgM (g/l) <0,1 05-13
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111 Analyse génétique

1.1 Le controle qualitatif et quantitatif de ’ADN extrait par le Nanodrop
(Maestrogen) chez les six patients
Tableau VIII:
. Bre 21 s Concentration Nl Al e Concentration
Patient | DO 17" élution 187 &lution DO 27 élution 28Me a1\ ition
Pl 1,98 38,87 2,14 24,08
P2 1,94 1416,47 B B
P3 2,25 114,43 } }
P4 1,96 35,28 1,74 26,35
P5 2,08 594 j j
P6 2,07 208 } }

Le rapport DO 260/DO 280 est compris entre 1,8 et 2,2,
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1.2 Le profil d’amplification de la PCR de I’exon 8-9,des patients : P1-P4-P2-P3
P1 P4 P2 P3

800 pb

Figure 14 :

Le profil d’amplification de ’exon 8-9 obtenus a partir des patients P1-P4-P2-P3 apres
¢lectrophorese sur gel d’agarose 1% des produits PCR. A gauche de chaque gel sont indiquées
les tailles des fragments du marqueur de taille (en pb). PM: Marqueur de poids moléculaire
(100-base-pair ladder); Les fleches bleu indiquent les patients P1-P4-P2-P3. Le sens de
migration est de haut>bas.

Le profil d’amplification de la PCR de I’exon 1, des patients : P5-P6
P5 P6

L

Figure 15

Profils d’amplification de 1’exon 1 obtenus a partir des patients P5-P6 apres électrophorese
sur gel d’agarose 1% des produits PCR. A gauche de chaque gel sont indiquées les tailles des
fragments du marqueur de taille (en pb). PM: Marqueur de poids moléculaire (100-base-pair

ladder); Les fleches bleu indiquent les patients P5-P6. Le sens de migration est de haut>bas.
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1.3 Analyse Blast : de L’exon1 et 8-9 chez les six patients

Tableau IX:
. .| Identification ColERE _ .
Séquence | Exon/Brin du g8 de Score Identité Vides (gap)
u géne ol
I"alignement
1F Btk 41% 390 bits | 223/228 (98%) | 4/228 (1%)
. 1R Btk 71% 278 bits | 209/235(89%) | 13/235 (5%)
Patient 1 - - -
8-9F Btk Alignement impossible
8-9R Btk 76% 660 bits ‘ 559/586 (95%) ‘ 17/586 (2%)
1F Btk Alignement impossible
. 1R Btk Alignement impossible
Patient 2 4
8-9F Btk 92% 1251 bits 739/765 19/765
8-9R Btk 92% 1351 bits 757/768 7/768
_ 1F Btk 80% | 293bits | 240/248 (97%) |  4/248
Patient 3 - - -
1R Btk Alignement impossible
1F Btk 63% | 185bits |  187/226 | 17/226
. 1R Btk Alignement impossible
Patient 4 .
8-9F Btk 91% 1362 bits | 753/760 (99%) | 4/760 (0%)
8-9R Btk 90% 1297 bits | 747/766 (98%) | 14/766 (1%)
1F Btk 70% 247 bits | 215/231 (93%) | 6/231 (2%)
. 1R Btk 77% 264 bits | 230/246 (93%) | 9/246 (3%)
Patient 5 : - -
8-9F Btk Alignement impossible
8-9R Btk 91% 1138 bits‘ 712/755 (94%) ‘ 19/755 (2%)
1F Btk 32% 86,9 bits 81/92 (88%) 4/92 (4%)
Patient 6 1R Btk 73% 252 bits | 220/238 (92%) | 4/238 (1%)
atien
8-9F Btk 70% 979 bits | 691/762 (91%) | 37/762 (4%)
8-9R Btk Alignement impossible
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I11.4 Visualisation des séquences

111.4.1 Visualisation des sequences de I’exon1 et de I’exon 8-9 par le logiciel Chromas

Le patient n°1 :

..........
l'.'l'lllll...l..l'.'.l"l.--.l.IIl.......l.l.'.....l'...?I..!...IF. ..............
FL = - T e - r — TITC o = — c GCLATOTACLCT CTTGOG ACCCCTAALAGC TS GAGES
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‘El] 1’ I ﬂ “‘m I"i "" \ “ ) bl |
l '% H‘ |

Figure 16: 7
Chromatogramme de I’exon 1F du patient n°1 entre la 135 baseet la 225 base
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G>GA135 231T>TC
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Chromatogramme de I’exon 1R du patient n°1 entre la 133 base et la 233 base
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W‘J ‘” “
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—
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Figure 17:
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Exon 8-9

160 170 199 170 200 Zi0

! AWG T
Figure 18:

Chromatogramme de I’exon 8-9 F du patient n°1 entre la base 157 et la 217 base

130 140 183 %3 170 ise 190 00 210 9
- e e e e s s ot - o - wammmAme- eSS Mimm o eimaE-mem-o - - oo

“W I

Figure 19:
Chromatogramme de I’exon 8-9 R du patient n°1 entre la base 127 et la 221 base

111.4.2 Visualisation des séquences de I’exon1 et de I’exon 8-9 par le logiciel Chromas
Le patient n°2

L’exonl F
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0 70 ] a0 100 110 EE 130
CACTITTITIAG A C CCTCTICBCCCCCARAGAG ITTTARIYCTTA TG A TGACAY CTCAGCAT CG TCGCT CTAATC G CAACA

Figure 20:
Chromatogramme de I’exon 1F du patient n°2 entre la 58 base et 1a 137 base

L’exon 1R, patient 2

Figure 21:
Chromatogramme de ’exon 1R du patient n°2 entre la 29 base et la 122 base

L’exon 8-9F, patient2

, mf“ I U

Figure 22: Chromatogramme de I’exon 8-9F du patient n°2 entre les 377 base et les 470

base
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L’exon 8-9R, patient2
468 A>G

[TT] 47 ) 40 iy 139 510 520 %30 540 30
U lIIIl e I.lnl----.-- .ll..l. -.Ic.-- R e L N e e Y R
( ) .l TGCaTC abG AL CraTTCTCTTITIGAGGCCAGGTY G “ Cata

f
| \ "
'I |l Yy AR AfAA, MRS i A i | | ,'|‘ |‘ f
]I A ‘ N |I: yLi |r‘ )UI«'.‘ ‘[‘ ,I' ||",-I“i‘ l""l “]i'.u ‘!'.w ,. ||‘i | fll 4 'I" ! ‘ ' VY
Y O l”-* | ‘ JgHH

Figure 23:

Chromatogramme de I’exon 8-9R du patient n°2 entre la 458 base et la 551 base
L’exon 8-9 du patient n°3 n’a pas été séquencé, le patient n°3 est le frére du patient n°2.
111.4.3 Visualisation des séquences de I’exon1 par le logiciel Chromas

Le patient n°3

Exonl : Le brin F sens

120 130 140 10 ] 7 180 3
L pEppepp—— -.II..-..I '."-.'.. ..'.-.' .- ... .-.'.'----.-'.'..... ....-..... '. .- .. '.:l.'
TCTCAATGCAT GG r y ATGRACT
’ e fi & A « N A | A A
WA N AR SAANAAA AR A S NASAA A s AATTAN TR L) | . A aff
Iy A Y VWY VYT T A A A AT AT AT R T VL E AT TA PP fi |‘I' I\
q_p—fl"" AR AN IAN YV CITVYY SVARAVLAAPNERPLA L AARTAN, ‘L-"!"Al\ 1J4At|-1.-LXA".

Figure 24:

Chromatogramme de I’exon 1F du patient n°3 entre la 115 base et la 209 base

Exonl : Le brin R antisens
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ASAG
| Frr— 150 —160 17 FLLR 1507 =0b 0
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l
[k un' MJ'
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Chromatogramme de I’exon 1R du patient n°3 entre la 134 base et la 214 base

Figure 25:

I11.4.4 Visualisation des séquences de I’exonl et 8-9 parle logiciel Chromas chez le
patient n°4 :

Exonl : Le brin F sens:

10 Bl W EL "D

BT 77T TG GTCT TTACTCAC CTTTTOCTITTCACC T TAGOGCCGTTAG 4 WE GT M G TGs G TTTGC IC4 4C TG B TT_GT 76TGG K
[l
| |
|
|
||
\ ||
|‘»'| | l
| |
| | 1
1 | A [
| ]| 1 [ | [
\ | | \ f '
\ , | f \ 2\ n / "
\\ | ‘ '\ ) / "-..__;’f( \ Ly \ ."'I \ [ WA \
SRR AN N emato L Yaond S A N Aeone 00N WNeALs
Figure 26:

Chromatogramme de I’exon 1F du patient n°4 entre la 1 base et la 87 base

Exonl : Le brin R sens
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1] b ] 1)

> =
TG AGATIG AGTM T GG TGETOCTHCCAG CL CTGCLTACCE AGAL € s ETRAGTCCTGATTAATGAIGAGAG CCETTETCaT G

Figure 27:
Chromatogramme de I’exon 1R du patient n°4 entre la 1 base et la 85 base

Exon 8-9 : Le brin F sens

9 %0 100 13(' uo 130 14
05 2S = - m ww=n e L R R L N I
GTAGY T4 CCYGCEYGTGAAGGALAL IGYGG B CCAGCACCTCCLCAGLECTICCAGG AG &
\ f

Figure 28:

Chromatogramme de I’exon 8-9 F du patient n°4 entre la 73 base et la 165 base

Exon 8-9 : Le brin R antisens

L1 i 13

. v - - - - - -
GG Ah GCC TACATTCCCTAG TAACTIRTG TCQL ST G AL

04
3
=

33
3
-4
3
3
<

\/ ,\Q‘“"{"l \ \" /) x/p ()(\ﬂ\y \z j\/ X /\/\ Y.

Figure 29:
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Chromatogramme de I’exon 8-9 R du patient n°4 entre la 653 base et la 743 base
111.4.5 Visualisation des séquences de I’exon1 et 8-9 par le logiciel Chromas

Le patient n°5

Exonl patient n°5

Mutation 1: 123A>T

| 17] [ bL) 80 ES 100 110 120 130 140
lemmce - om_ e e e e g ) ) S Tttt it L it
|
“ |
j |
| ¥
\
|
|
1“ iI | f
J
| | “‘ \ /
| | /
! | ) \
J l 1
BV Ao SN AL o= AN L oAl oL el Ao
Figure 30:

Chromatogramme de I’exon 1F du patient n°S entre la 50 base et 1a 141 base

Exon 1 patient n°5 AT
|"\’\ )
\ =
’ "‘ | "
f
| i
l | | { :
[ Iy [ ' I‘
: | |II ‘1[. Kl 'l ; J
| ! | {
fl ‘ ‘ ’ l’ {| l’ l‘ ‘ H ','|
| I‘ ik, Al | (TR WA
| Il 1\ | i J} A Hf ﬂ" I'M \ o Sl lr‘r‘ |f 1 ‘
Rl \ | \ I {1\ l ‘ “
| I \“[ || | ".{-.|}ll l]l:lllillkl!l “H MHAU | ’w 1 17“‘| “I'I""\lﬂ‘l{l' || IHl I\ |
|| o i\l',ﬂnl \ ) Aflkn 1 , \ RANAN| J.,Llli“'f‘ ARTA il
Figure 31:

Chromatogramme de I’exon 1R du patient n°S entre la 65 base et 1a 153 base

Exon 8-9 patient 5
*Mutation 1: 235A>AC*
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70 T80 30 00 0 34 730 L] TG bT) 270
T CGCCACTTCCCC TT66 GOG6GT CT CG TGTTTTITIT 1066666600 TCCA ACCC G CCC TTCCTT TBICCTO6 ToCCLG CCCAC TCCCC AMCACGCALARLGT]

Figure 32:

Chromatogramme de 1’exon 8-9F du patient n°5 entre la 170 base et la 271 base

.....
O DL AP O P D L L T L T PR R P P TR R P P A L P L T LR P EL L e L LT L
A bt Attt et it ittt t ittt e Tttt Nt At At i bt (Rt i sttt tat it i1t st e it At F

Figure 33:
Chromatogramme de I’exon 8-9R du patient n°5 entre la 194 base et la 289 base

111.4.6 Visualisation des séquences de I’exon1 et 8-9 par Chromas chez le patient n°6

Exonl patient 6 : Le brin anti sens R

L [13 uo 90 L00 Ry
arSusnes-sase sanena. . e T L L T L L N A L R T e

W Ll \';I :il’ W
i ;ﬂ* I M il

Figure 34:
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Chromatogramme de ’exon 1R du patient n°6 entre la 45 base et 1a 136 base

Le brin sens 1F

G>C
B0 ; _\30 a DUEw BB 2 RO E ’ *. = ‘le = + . ‘_ & i’:-b'» g = -ié‘tie .....
g | \;
I |
1Al ||l
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| ’I ] | | ||| ,,v.’\
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NI | Y\
l “]!""\' fiie l.ﬁ\ |||' 'u"uu }" n||| il in vl i fannns
\/ ku-'-h‘ E“ﬂ I' lIl }‘ ¥l * '\_ ”“ 1"' ' v‘ l')‘“ﬁhLH’ l“’h“';'li'l\‘u"
Figure 35:

Chromatogramme de I’exon 1F du patient n°6 entre la 78 base et la 137 base

Exon 8-9 patient 6

*G>A*
| :0 rlx“ CCTG '1.:.4'.1 [ 1;[’} T 'z eZat ; 17 01 T : ci 3‘1 'Z’EEI}:T:OL.
|
I . 'l“ »'r,!ml["rr}”
} Jl L
it
:' ‘\Li}f li!l .&L‘\. :.1“:1

Figure 36:

Chromatogramme de ’exon 8-9F du patient n°6 entre la 139 base et la 232 base
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e - . *T>T£;.* o .
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Figure 37:

Chromatogramme de I’exon 8-9F du patient n°6 entre la 549 base et la 652 base
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I11.5.1 Identification des mutations par le logiciel mutation Surveyor

Le patient n°1 :

Les mutations les plus probables sont en bleu, les mutations en rouge sont peu probables

v' Exonl

Le patient n°1 : Le logiciel a détecté dans le brin sens et antisens, la présence de 5 mutations.

= Le brin R (antisens): sa taille est de 199, il débute en position 83 et la fin est en 28,1 la qualité
est de 32

3
ia

[N [5ancieFie Refssris e i [ [ St [End [See Zu‘::l]Hui Wusten!  [hayie]  [Nuaeed  [Masiod
L N O 2 TS | § & 19 2 4 e 20N ZIHiNR 22N

Mutation 1: 135G>GA $6 : Une substitution hétérozygote en position 135, les bases GA ont
été substituées en G le score est de 6.

Mutation 3: 231T>TC $32 : Une substitution hétérozygote en position 231, les bases TC ont
été substituées en T le score est de 32.

Mutation 4: 232T>TC $42 : Une substitution hétérozygote en position 232, les bases TC ont
été substitué en T le score est de 42.

= Le brin F (sens) :Sa taille est de 209 il débute en position 16, et la fin est en position 224,

la qualité est de 37, on a détecté une mutation peu probable.

b |30 berbibesclF ‘E?Dﬂ_ﬂ_i{ihﬁﬁ_]ii"ﬂ & M T TR

v" Exon 8-9
Le patient n°1: Le logiciel a détecté dans le brin antisens: la présence d’une mutation.

= Le brin R antisens : Sa taille est de 378 (début 192- fin 569), la qualité est de 12, une
mutation a était detectée.

L | EEHRTCER T e C0EEH St 1 PR AT Do

Mutation 1: 206dupA :Une duplication homozygote, insertion d'une base A en position 206,

ou la base précédente de 206 est également A.

= Le brin F sens: Sa taille est de 275 (début 1- fin 275), la qualité est de 0, aucune
mutation n'a était détectée, la séquence est de mauvaise qualité incomparable.

§ [ 0S0H3 BENBTRAE 61 [Lneched 1 15
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111.5.2 Identification des mutations par le logiciel mutation Surveyor
Le patient n°2
Exonl

Le patients n°2:Le logiciel a détecté dans le brin antisens R: la présence de 2 mutations

= Le brin R (antisens):Sa taille est de 30 (début 69- fin 98), la qualité est de 18, on a

détecté 2 mutations peu probables

le brin F(sens) :Rien n’a été détecté la séquence étant de mauvaise qualité

) (AR bt \.rw*i I

Exon8-9

Le patients n°2 : Les mutations détectées dans le brin sens ont été confirmées dans le brin
antisens, sauf une mutation *Mutation 3: 726C>CG, 2421>1/M $12*

L (5T tatealh s F ythests 1401 B OF 0 07 RGN

I |E:':-E:-: |I]:J¢ |Ecr |:: |EI';' |E'p: |E:— Lzﬂ"F|"Jai" |";ai:r£ Hutzhon]
1 | AR TERAETER i 1A W 85 8 7 GDIMEWE SRG
L (MM TERETRIR AN |nc 013334 A Syez: dAl:d 18 T8 W B % 3 GIDTHEARE Gl TRDIE MR

Le brin F sens : Sa taille est de 498 (début 60- fin 557), la qualité est de 23, deux mutations

ont été détectées

*Mutation 1: 460C>T, 154R>W $41* :Une substitution homozygote en position 460, la
base T a été substituée en C, le codons 154 de I'acide aminé normal est "R" et I'acide aminé

qui est produit en tant que résultat de cette mutation est lI'acide aminé mutant "W". le score de

mutation est de 41.

Mutation 2: 468A>G, 156L>L $81 :Une substitution homozygote en position 468, la base

G a été substituée en A, le codons 156 de I'acide aminé normal est "L" et I'acide aminé qui est
produit en tant que résultat de cette mutation est le méme acide aminé. le score de mutation
est de 81.

Le brin R antisens : Sa taille est de 690 (début 58- fin 747), la qualité est de 32, deux

mutations ont été détectées

*Mutation 1: 460C>T, 154R>W $150* : Une substitution homozygote en position 460, la

base T a été substituée en C, le codons 154 de I'acide aminé normal est "R" et I'acide aminé
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qui est produit en tant que résultat de cette mutation est I'acide aminé mutant "W". le score de

mutation est de 150.

Mutation 2: 468A>G, 156L>L $150 :Une substitution homozygote en position 468, la base

G a été substitué en A, le codons 156 de I'acide aminé normal est "L" et lI'acide aminé qui est
produit en tant que résultat de cette mutation est le méme acide aminé. le score de mutation
est de 150.

111.5.3 Identification des mutations par le logiciel mutation Surveyor
Le patient n°3

Exonl : Le logiciel a détecté la présence de deux mutations

[Ho [SampinFia Pl Fie Dr  |Gwm [Fswe  JAF (St JEnd  [Zom [QusiMug fosmion)  [Musie? |
11 200505 X ternddbesalf on) pwon_F_Suetivete_1 2% st 14 A 23 " PSR ST JIOALSAS ARAALSY)

2N505% 1mzddnelfl abl renatc il | 217 27 0 Aad Dals |

Le brin F sens : Sa taille est de 217 (début 7- fin 223), la qualité est de 27, on a détecté 2

mutations

Mutationl: 205A>AG $44 :Une substitution hétérozygote en position 205, les bases AG ont

été substituées en A le score est de 44.

Mutation2: 206A>AG $51 :Une substitution hétérozygote en position 206, les bases AG ont

été substituées en A le score est de 51.
Le brin R antisens: Rien n’a été détecte la séquence était de mauvaise qualité

111.5.4 Identification des mutations par le logiciel mutation Surveyor
Le patient n°4:
Exonl

Le logiciel a détecté la présence d'une mutation

£ |2N3AM_hanbdzi T e, F_Sprihesh_ 150417 G | S B T . M
I R R rmidcted LI I

Le brin F sens : Sa taille est de 63 (début 52- fin 114), la qualité est de 3, on a détecteé 1
mutation peu probable

Le brin R antisens : Sa taille est de 208 (début 1- fin 208), la qualité est de 10, on n’a rien
détecté comme mutation, la séquence est incomparable

Exon 8-9
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Le patient n°4 : On a détecté pour le brin sens et antisens: la présence de six mutations, trois
d’entre elle sont probables

i Nl R
BITECET

{2 Bangelk

lh |:'E’:' |E-n i et |E':3 |::'I"F|“dfo" |'-'.'zt:'.'. |'L'i'r3 |I‘;ir:11

Le brin F sens : Sa taille est de 634 (début 63- fin 696), la qualité est de 32, quatre mutations

ont été détectees, parmi elle deux sont probables

*Mutation 2*: 111G>C, 37X>Y $38 : Une substitution homozygote en position 111, la base

C a été substituées en G, le codon 37 de I'acide aminé normal est "X" et I'acide aminé qui est

produit en tant que résultat de cette mutation est un acide aminé mutant Y. le score est de 38.

*Mutation 4*: 154A>AC, 52T>T/P $36 : Une substitution hétérozygote en position 154, les

bases AC ont été substituées en A, le codon 52 de I'acide aminé normal est "T" et I'acide
aminé qui est produit en tant que résultat de cette mutation est un mélange de I'acide aminé

normal "T" et de I'acide aminé mutant "P". le score de mutation est de 36.

Le brin R antisens : Sa taille est de 656 (début 184- fin 748), la qualité est de 26, deux
mutations ont été détectées.

*Mutation 2*: 728A>AG, 243Y>Y/C_$27 : Une substitution hétérozygote en position 728,

les bases AG ont été substituées en A, le codon 243 de I'acide aminé normal est "Y" et I'acide
aminé qui est produit en tant que résultat de cette mutation est un mélange de I'acide aminé

normal "Y" et de I'acide aminé mutant "C". Le score de mutation est de 27.

111.5.5 Identification des mutations par le logiciel mutation Surveyor
Le patient n°5

I'exon 1

Le logiciel a détecté la présence d'une mutation dans le brin sens F

g+ I T TERACTISERID Tl ACETT PR

E:I'f-:T-'ﬂ_-i.'-IEIFEEIHJ' AR =D L O O TR L e e S e

Mo, |Sample File Clir Gene |EHEI|HF |Start |Enc| |Size |E!ualit_|MutIi|Mutati0n1 |Mutatinn2 |Mutati0n3

| hutationd

1 [2015-06-17_GHEMEXON1H.ab1 48 21 23 22 0

Le brin R antisens : Sa taille est de 234 (début 48- fin 281), la qualité est de 22, aucune
mutation détectée

Le brin F sens : Sa taille est de 135 (début 18- fin152), la qualité est de 0, une mutation
détectée

3 [ 215017 GHEMEXONTF b

J—
-

I T I R VAR
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Mutation 1: 123A>T $51 : Une substitution homozygote en position 123, la base A a été
substituée en T le score est de 51.

Le patient n°5 : Le logiciel a détecté la présence d'une mutation

[No. [Samgle Fie Refererce Fle I[ln Iﬁcne IExw IRF ISMI IErd lSuc |Du4h!]MuI3[Musnn1 lManr& lh‘.wxm} |Muwond

{1 20150006 GHBTKEXONGSR |nc 018934 F Sythesss 42 st  1F 11 5% 388 8 1 ZSUACTSMAS

Le brin R antisens : Sa taille est de 388 (début 171- fin 558), la qualité est de 8, une
mutation a était détectée

*Mutation 1: 235A>AC, 79M>M/L $7* :Une substitution hétérozygote en position 235, les

bases AC ont été substituées en A, le codon 79 de l'acide aminé normal est "M" et l'acide
aminé résultant de cette mutation est un mélange de l'acide aminé normal M et l'acide aminé

mutant L. Le score est de 7.

Le brin F sens : Sa taille est de 651 (début 9- fin 659), la qualité est de 1, aucune mutation

n'a été détectee, la séquence est incomparable.

) 205000 GHBTKEXON (Uit 069 m o0

111.5.6 Identification des mutations par le logiciel mutation Surveyor

Le patient n°6 : Le logiciel a détecté la présence de plusieurs mutations dans les exons : 1 et
8-9.

L’exonl

L (203017 HAMEXTIVIR i

J—y
-

08 a8 7 Tt 107sCA

Le brin R antisens : Sa taille est de 212 (début 49- fin 260), la qualité est de 8, deux

mutations détectées, une d’entre elle est probable et confirmée sur le chromatogramme

Mutation 1: 106G>C $31 :Une substitution homozygote en position 106, la base C a été
substituée en G le score est de 31.

Mutation 2: 107G>GC $14 :Une substitution hétérozygote en position 107, les bases GC ont
été substituées en G le score est de 14.(confirmée sur le brin F)

le brin F sens : Sa taille est de 165 (début 62- fin 226), la qualité est de 0, 29 mutations ont
été détectées

L [NEBD REIEIEST IR R E B8 RNl S WLRE RO BT FDET ERIOE SR (RS
O e 171 0 v T R | ) € b R P

{ (NGRTRATIEO S (6 Teb ol RN W TROMO e DR Whem D DT
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Mutation 1: 86-90del CTCAG :Une delétion homozygote en position 86, de cing bases
CTCAG entre la base 86 et 90.

Mutation 2: 93C>A $21 :Une substitution homozygote en position 93, la base A a été

substituée en C le score est de 21.

Mutation 3: 94T>TG $22 :Une substitution hétérozygote en position 94, les bases TG ont

été substituées en T le score est de 22.

Mutation 4: 95G>C $24 :Une substitution homozygote en position 95, la base C a été

substituée en G le score est de 24.

Mutation 12: 106G>T $16 :Une substitution homozygote en position 106, la base T a été

substituée en G, le score est de 16.

Mutation 15: 109-113delAGCTT:Une délétion homozygote en position 109, de cing bases
AGCTT entre la base 109 et 113.

Mutation 21: 145-155delGGTGGGACTCG :Une délétion homozygote en position 145, de
onze bases entre les bases 145 et 155.

Mutation 22: 159-162del GCAG:Une délétion homozygote en position 159, de quatre bases
GCAG entre les bases 159 et 162.

Mutation 23: 167-178del CACTGGCCCTGG:Une délétion homozygote en position 167,
de douze bases CACTGGCCCTGG entre les bases 167 et 178.

Mutation 24: 181A>AG $59:Une substitution hétérozygote en position 181, les bases AG

ont été substituées en A le score est de 59.

Mutation 26: 183-185delATA :Une délétion homozygote en position 183, de trois bases
ATA entre les bases 183 et 185.

Mutation 27: 187T>TA $23:Une substitution hétérozygote en position 187, les bases TA ont

été substituées en T, le score est de 23.

L’exon 8-9, patient n°6 : Le logiciel a détecté la présence de plusieurs mutations sur le brin

sens uniquement, le brin antisens R est de mauvaise qualité

Le brin R antisens : Sa taille est de 726 (début 1- fin 726), la qualité est de 0, aucune

mutation détectée, la séquence était de mauvaise qualité, incomparable
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Rl g

| (0D TECHRR e | (0 bl

le brin F sens : Sa taille est de 585 (début 40- fin 624), la qualité est de 19, 54 mutations ont
été détectées

{2 {507 FABTIEXDNGY oe (165 R yebess ool 14 |4 8 % 0N BRSSO Wl RRESAS

Mutation 2: 141dupC :Indique l'insertion d'une base C en position 141, ou la base

précédente de 141 est également C
*Mutation 3 :154A>C ,52H>P $29* :Une substitution homozygote en position 154, la base

C a été substituée en A, le codon 52 de I'acide aminé normal est "H" et I'acide aminé résultant
de cette mutation est acide aminé mutant "P". Le score est de 29.

|h-1 utationd |Mutatinn5 |MutatinnE |Mutatinn? |

195C>CA52HH/A$2T 1577 TCH3L:L/PE33 157_158insCA, 1624 C.54P: P35

*Mutation 4 :155C>CA,52H>H/Q $21* :Une substitution hétérozygote en position 155, les
bases CA ont été substituées en C, le codon 52 de I'acide aminé normal est "H" et l'acide

aminé résultant de cette mutation est un mélange de l'acide aminé normal "H" et l'acide

aminé mutant "Q". Le score est de 21.

*Mutation 5 :157T>TC,53L>L/P $33* :Une substitution hétérozygote en position 157, les

bases TC ont été substituées en T, le codon 53 de I'acide aminé normal est "L" et l'acide
aminé résultant de cette mutation est un mélange de I'acide aminé normal "L" et I'acide aminé

mutant "P". le score est de 33.

Mutation 6 :157-158insCA : Une insertion homozygote en position 157, de deux bases CA
entre la base 157 et la 158.

Mutation 7 :162A>C,54P>P $35 :Une substitution homozygote en position 162, la base C a

été substituée en A, le codon 54 de I'acide aminé normal est "P" et I'acide aminé résultant de

cette mutation est le méme acide aminé "P". Le score est de 35.

Mutaek IM»:«& IV-Jsm%t3 ]MJam1‘ Muir? Vlituyr.m Iw‘xecon'l ‘lmmli Vidant5 lWyr.rl.’

BDATONZ  IHOCEBRAGE  1SDICHOSPHT 165 16Trel ISDCASRIPASY 180007 190l  ZRDTABSOUHEN  2deh  ZUTTATISSH
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*Mutation 8 : 163G>A,55A>T $22* :Une substitution homozygote en position 163, la base

A a été substituée en T, le codon 55 de I'acide aminé normal est "A" et I'acide aminé résultant

de cette mutation est acide aminé mutant "T". Le score est de 22.

Mutation 11: 166-167insAC : Une insertion homozygote en position 166, de deux bases AC
entre la base 166 et la 167.

Mutation 13 : 180dupT : Indique l'insertion d'une base T en position 180, ou la base

précédente de 180 est également T.

Mutawe [Musate3 [Mtation' [Mosstontt  [Mutgioni2 [Mustor13  [tstontd  [Muaions utiont  [Mutaiont?

RRATBOTIZ IMOCEHAGE 18T ICRS5PHT 105 16Treil  1BSICASEPIP/AISH 160407 18l  ARDTAROLLHEA  211dod

Mutation 14 : 189dupC : Indique l'insertion d'une base C en position 189, ou la base

précédente de 189 est également C.
*Mutation 15 : 202T>TA,68L>L /H $21*:Une substitution hétérozygote en position 202, les

bases TA ont été substituées en T, le codon 68 de I'acide aminé normal est "L" et l'acide
aminé résultant de cette mutation est un mélange de I'acide aminé normal "L" et I'acide aminé
mutant "H". le score est de 21.

Mutation 16 : 211dupA : Indique l'insertion d'une base A en position 211, ou la base

précedente de 211 est également A.

[Ml.l(ah-;m":'. IMMalmn!‘l lMuIanm-'lB IMnlaﬂn.nul's

211 dupdy 2041 TA 725.5/5911 [ 239AAC BOTHT/P$38 2213 TASE/ T2

*Mutation 18: 239A>AC,80T>T/P $38* :Une substitution hétérozygote en position 239, les
bases AC ont été substituées en A, le codon 80 de l'acide aminé normal est "T" et l'acide

aminé resultant de cette mutation est un melange de l'acide aminé normal "T" et l'acide

aminé mutant "P". Le score est de 38.

Mo JSampie Fie Mutation20 [ Mt ation2t | |Mutatn) | [Mutanon2s |
1 201507 96_GHBTEEXDNGR ab)
2 20150705 HABTKEXONESF ab! 2830 TA BRI S/ T8 2EE0CT 9P, MIOET VMM HAVES 1990 10780480 1EOCT 11ADHOAAT MY NELLFRE

*Mutation 24 : 338C>CT,1130>0/X $43* :Une substitution hétérozygote en position 338,

les bases CT ont été substituées en C, le codon 113 de I'acide aminé normal est "Q" et l'acide

aminé résultant de cette mutation est un mélange de Il'acide aminé normal "Q" et l'acide

aminé mutant "X". Le score est de 43.

[Mutation25 [Mutation26 [Mutation27 [Mutation28  [Mutation29 [Mutation30 |

7OCTIELL/FS1E 348T>TANTBLL/HE38  360C>CT.12080AN$27  367dupC 388T>TAI3WHOW/RSS  398T>TAI33L>L/HSE14
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*Mutation26: 348T>TA,116L>L/H $38* :Une substitution hétérozygote en position 348, les

bases TA ont été substituées en T, le codon 116 de I'acide aminé normal est "L" et I'acide
aminé résultant de cette mutation est un mélange de I'acide aminé normal "L" et I'acide aminé

mutant "H". Le score est de 38.

*Mutation27:360C>CT,120A>A/V $27*: Une substitution hétérozygote en position 288, les

bases CT ont été substituées en C, le codon 96 de l'acide aminé normal est "P" et l'acide

aminé résultant de cette mutation est un mélange de I'acide aminé normal "P" et I'acide aminé

mutant "L". Le score est de 20.

Mutation 28: 367 dup C : Indique l'insertion d'une base C en position 367, ou la base

précédente de 367 est également C.

Me IS o Fib MUl adion31 }mnml: ]u,u-r, 3 ju-um'yl [!m-»y.iﬁ Ju/ sxr 3% lNJnr.‘--‘ J
GHE TEEONESR o)
201507 05_HARTEEDONEF o MITAAG | 19 ATET TA I ENIDEEY 381 TA 1 ARt AT VAN AT0 L LTRVAT THOT T AN MITHTA T RN s Té SRR §

]Mutation38 IMutation3? [M utation38 IM utation39 .IM utationd0 I

481T>TABIF>F/$5 S13DTANTIAAAS1T SISSAGI72000/R87  534T>TAI78T>T/T$38 54045AC180P>P/P$8

Mutation 39: 534T>TA,178T>T/T $38 :Une substitution hétérozygote en position 534, les

bases TA ont été substituées en T, le codon 178 de I'acide aminé normal est "T" et l'acide

aminé résultant de cette mutation est le méme acide aminé "T". le score est de 38.

Mutationd [Msutationa? [Mitatont3 [Mutationdd [Meutationas [Mutstents |

5497, TA 183555411 5557 TATE500/4821 SITTANBEL M2 SESAL 1R8N /PSYT SISHTATROLLME 57T, TA 19201

Mutation42: 555T>TA,185A>A/A $21 : Une substitution hétérozygote en position 555, les bases TA
ont été substituées en T, le codon 185 de I'acide aminé normal est "A" et I'acide aminé résultant de

cette mutation est le méme acide aminé "A". Le score est de 21.

Mutatond [Meutationa2 [Mutateontd [Mutationdd [Meutationds |(— |

33555/541 5557 TA 1850 0/4821 SITS>TANGELLME2 SESAL 168 H P37 SISHTATRLLMEN S/ET Ta 10w

*Mutation 43: 557T>TA,186L>L/H $12* :Une substitution hétérozygote en position 557,

les bases TA ont été substituées en T, le codon 186 de l'acide aminé normal est "L" et lI'acide

aminé résultant de cette mutation est un mélange de l'acide aminé normal "L" et de l'acide

aminé mutant "H". le score est de 12.

*Mutation 45: 575T>TA,192L >L/H $21* :Une substitution hétérozygote en position 575,

les bases TA ont été substituées en T, le codon 192 de I'acide aminé normal est "L" et I'acide

aminé résultant de cette mutation est un mélange de l'acide amine normal "L" et de Il'acide

aminé mutant "H". le score est de 21.
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[Mutations [Mtationd? [Mutationds [Muationds

576T>TA 1820, L/L$8 STITH>TANSISS/TS0  S8OTH>TAIS4SS/TS27  SBIMAC 1S K/0837

*Mutation 47: 577T>TA,193S>S/T $30* : Une substitution hétérozygote en position 577,

les bases TA ont été substituées en T, le codon 193 de I'acide aminé normal est "S" et I'acide
aminé résultant de cette mutation est un mélange de l'acide aminé normal "S" et de l'acide

aminé mutant "T". Le score est de 30.

*Mutation 48: 580T>TA,194S>S/T $27* : Une substitution hétérozygote en position 580,
les bases TA ont été substituées en T, le codon 194 de I'acide aminé normal est "S" et I'acide

aminé résultant de cette mutation est un mélange de I'acide aminé normal "S" et de l'acide

aminé mutant "T". Le score est de 27.

*Mutation 49: 583A>AC,195K>K/Q $37* :Une substitution hétérozygote en position 583,

les bases AC ont été substituées en A, le codon 195 de l'acide aminé normal est "K" et I'acide

aminé résultant de cette mutation est un mélange de I'acide aminé normal "K" et de l'acide

aminé mutant "Q". Le score est de 37.

[M utstiondS ]Mmdu-.‘.'u lums-.rm [M-Jclwv 52 [Mua:urﬁ.-' [M ulshonS4

SEMACISNON/OS37  GHT, TA 1935, 57148 SSEETA0NSS/TEE 2030 CA 2nPPPY7 BT TA200FF 37 BIDARLAT 204550118

*Mutation 50: 595T>TA,199S>S/T $9* :Une substitution hétérozygote en position 595, les

bases TA ont été substituées en T, le codon 199 de I'acide aminé normal est "S" et l'acide
aminé résultant de cette mutation est un mélange de l'acide aminé normal "S" et de l'acide

aminé mutant "T". Le score est de 9.
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Discussion des résultats

Chez I’ensemble des malades explorés, 1’analyse des séquengages de 1’exon 1 a révélé
des mutations silencieuses, donc ne provoquant pas de changement d'acides aminés, la
protéine reste inchangée.

L’analyse des mutations pour 1’exon 1 chez les 6 patients a détecté la présence de 43
mutations. La majorité de ces mutations sont des substitutions, dont le nombre est de 36
substitutions.

v' D’ou 11 parmi elles sont probables (rapportées en bleu)

v’ Les 25 substitutions restantes sont peu probables (rapportées en rouge).

On retrouve parmi les substitutions homozygotes détectés (probables et peu probables)

v" 15 transversions

v’ 4 transitions

Ces substitutions sont des variations silencieuses, il y a changement de nucléotides sans pour
autant amener a un changement d’acide aminé. Elles sont dites mutations silencieuses.

Le reste des mutations sont des délétions toutes probables, détectées seulement chez le patient
n°6. La 1®mutation détectée chez ce dernier était une délétion probable de cing bases, qui a
engendré 29 différentes mutations. Cette délétion est 86-90del CTCAG est une délétion
(frameshift) qui peut décaler le cadre de lecture. Mais dans notre cas aucun changement
d’acide aminé n’a été rapporté.

Certaines mutations détectées par le logiciel mutation surveyor, ont été confirmées par le
chromatogramme Chromas, exemple : la transversion A>T en position 123 sur le brin F chez
le patient n°5.

Les mutations de I’exonl qui sont confirmées dans les deux brins sens/antisens, chez
le patient6 sont: Mutation 1: 106G>C $31, Mutation 2: 107G>GC $14 qui sont présentes
dans les deux brins sens et antisens et qui sont méme confirmées sur les deux

chromatogrammes.
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Tableau récapitulatif des résultats des mutations de I'exon 1

Tableau X :
Patients | Brin F/R e d € | Bleu Rouge qulflcatl_or] Totaux
mutation Acide Aminé

R Substitution 2 2 /

P1 >
F Substitution 0 1 /
R Substitution 0 2 /

P2 2
F @ @ /
F Substitution | 2 0 /

P3 2
R @ @ /
F Substitution| O 1 /

P4 1
0 0 /
R 0 0 /

P5 1
F Substitution 1 0 /
R Substitution 1 1 /

P6 F Substitution 5 18 / 32
F Délétion 7 0 /

En ce qui concerne I’exon 8-9, on a détecté un nombre plus important de mutations
proportionnelles a la taille :

v exon 8 est de 188

v" intron8 est de 417

v’ exon 9 est de 63

Et ce, comparativement a I’exon 1 qui est de 163.

La majorité de ces mutations sont des substitutions, dont le nombre est de 59 sur 67.

21 d’entre elles sont probables.

Les mutations qui ont induit des modifications de I’acide aminé sont des mutations faux sens.
Les deux confirmées sur les deux brin sont: C>T a la 460 base, ellesprovoquent un
changement R>W dans le codon 154.

Les autres mutations qui peuvent décaler le cadre lecture sont : (Mutation 6 :157-158insCA,
Mutation 11: 166-167insAC) chez le patient 6. Ce sont des insertions de deux bases, insertion
frameshift.

Les 22 mutations qui induisent un changement de ’acide aminé, peuvent étre des variations

neutres qui ne provoquent pas la maladie.
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Donc, on ne connait pas I’impact des mutations sur la protéine. Le logiciel polyphénell
permet de conclure si les mutations causent la pathologie. On n’a pas pu réaliser cette étape.
La seule mutation rapportée dans la base de données est celle du codon 113. Elle induit un
changement V->D causant la pathologie.

Dans le cas de notre étude seul la mutation*Mutation 24 : 338C>CT, 113Q>Q/X $43* chez
le patient n°6 a été révélée. Néanmoins nous n’avons pas pu établir la relation avec la
pathologie. L’ensemble des mutations répertoriées causant I’XLA sont en annexes.

Tableau récapitulatif des résultats des mutations de I'exon 8-9

Tableau XI :
Patients Eldln e _de Bleu | Rouge| Modification Acide Aminé | Totaux
F/IR mutation

b1 R duplication 1 0 / 1
F @ @ /
F Substitution 2 0 154 R-->W

P2 R Substitution 2 1 154 R-->W >
F Substitution 1 2 37X-->Y

P4 F Substitution 1 0 52 T-->T/P 6
R Substitution 1 1 243 Y-->Y/C

ps R Substitution 0 1 / 1
F 0 0 /
R 0 0 /
F Substitution 3 32 52 H>P, 52 H>H/Q, 53L>L/P
F Substitution 3 0 55 A>T, 68 L>L/H, 80 T>T/P

b6 F Substitution 3 0 113 Q>Q/H, 116L>L/H, 120A>A/V 54
F Substitution 4 0 192 L>L/H, 193 S>S/T, 194 S>S/T
F Substitution 2 0 195 K>K/Q
F duplication 5 0
F insertion 2 0 /
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En ce qui concerne les changements d’acides aminés cela a été décelé seulement dans

I’exon 8-9, chez les patients n° :2-4-5-6.

On compte 18 changements qui sont probables et 26 peu probables. Toutes ces modifications

d’acides aminés sont causées par des substitutions. Ce sont des mutations faux-sens.

L’impact de ces mutations faux-sens (substitutions) dépend de la nature de 1’acide aminé qui

est inseré et du réle joué par celui remplacé dans la fonction de la protéine. Si I’acide aminé

inséré manifeste des propriétés physico-chimiques semblables a celle de 1’originale, on peut
les considérer comme des mutations neutres.

Aussi I’impact de la mutation dépend de la région ou la substitution s’est produite selon son

implication dans la fonction de la protéine, comme les mutations répertoriées dans la

Btkbase qui touchent le domaine PH. Elles ont un effet désastreux sur la fonction globale de

la protéine.

Exemple :

v’ La substitution de I'arginine R28 modifie la charge positive sur la surface du domaine PH
de la protéine Btk, ce qui empéche de cibler la membrane plasmique et donc sa perte de
fonction de Btk.

v’ Les mutations dans des positions clé empéche I’activité signalétique de Btk, comme celle
de Y551, Y223 [Park et al., 1996; Rawlings et al., 1996].

282 VIHINEN ET AL.
a i 138 215 280 377 659
PH TH SH3 SH2 Kinase
\46 ‘ 2?‘ 2 14| 18 !11 24 |6 17| 15| 14 |11| 16 56 | 25 |22 | 3o |14
N2|3l4lsl & 17l 8 lolol 11l 12 3l 14 151 18 197 1 18 l19
3 7 22 8 2 3 5 47 2 2 2 4 3 5 6 5

Dans notre étude les acides aminés modifiés chez les patients : 2- 4-5-6 les plus probables
débutent & partir du 37°™ codon jusqu’a  243°™ codon. Les mutations recouvrent les

domaines de la Btk majoritairement :

- Le domaine PH (1-138)
- Ledomaine TH :(138-215)
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Le domaine PH se lie & phosphatidyleinositols et peut étre considéré comme le module de
localisation & la membrane. Le domaine TH contient un motif de liaison Zn** (Zn**binding
motif) (Hyvonen et Saraste, 1997;Vihinen et al., 1997b ).

Ces domaines lient la Btk a ses associés moléculaires. Les mutations au niveau des résidus

conservés, affectent de maniére significative la fonction de la protéine.

Selon la Btkbase, la plupart des mutations faux-sens sont structurelles, modifiant la forme ou

diminuant la stabilité de la protéine (Btk) Bruton tyrosine kinase

Cette étude a présenté des insuffisances pour les raisons suivantes:
v Le séquencage n'a pas pu étre réalisé pour les 16 exons.
v Les insuffisances constatées dans les résultats des séquencages
v La maitrise insuffisante des outils d'analyse.
Néanmoins, ce travail nous a permis d'approcher une des techniques de base de la génétique,
et de prendre conscience de la délicatesse des manipulations dans ce domaine de biologie
moléculaire. Cette étude nous a permis également d'approcher l'utilisation des logiciels

bioinformatiques.
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Tableau récapitulatif des résultats des acides aminés modifiés les plus probables

Tableau XII:
Patients IIB:;::? Nla(i? dceofr?]?nze Transformation dZﬁ:tk;ZZe Mutation
P2 F 154 R—> W 460 C>T
R 154 R—=> W 460 C>T
F 37 X—>Y 111 G>C
P4 F 52 T=>T/P 154 A>AC
R 243 Y —>Y/C 728 A>AG
F 52 H——> P 154 A>C
F 116 L—>L/H 348 T>TA
F 120 A —>A/N 360 C>CT
F 192 L—>L/H 575 T>TA
F 52 H —=>H/Q 155 C>CA
F 53 L —>L/P 157 T>TC
P6 F 55 A——>T 163 G>A
F 68 L —>L/H 202 T>TA
F 80 T —>T/P 239 A>AC
F 113 Q—=>Q/X 388 C>CT
F 193 S —=>S/T 577 T>TA
F 194 S —>S/T 580 T>TA
F 195 S —=>§/C 610 A>AT




Conclusion



Conclusion

Conclusion

Notre étude, a fait ressortir que 1’échantillon analysé présente plus fréquemment des
mutations silencieuses, suivies par des faux-sens, ce qui est statistiquement conforme a la
Btkbase.

Néanmoins, 1’impact de ces mutations sur la maladie de Bruton, n’a pu étre prouvé a cause
des difficultés rencontrées dans 1’utilisation du logiciel Polyphéne II (dont le role est d’établir

une relation causale entre la mutation et la pathologie).

L’investigation doit étre poursuivie en utilisant ce logiciel. S’il confirme cette relation,
I’existence de cette mutation doit étre a son tour confirmée dans le répertoire de la Btkbase.

Dans le cas échéant elle sera introduite comme donnée nouvelle.

Si la relation n’est pas confirmée, il est nécessaire de poursuivre les investigations : exon par

exon, jusqu’a déceler la mutation a I’origine de la maladie.

Néanmoins une analyse genétique compléte (exons et introns), est nécessaire pour

cerner éventuellement d’autres causes méconnues de la maladie.

Cliniquement, le but de I’investigation de la maladie de Bruton est le conseil genétique, et la
préconisation de solutions (sélection d’embryons de sexe féminin), pour une éventuelle
grossesse. Un arbre généalogique doit étre établi pour déterminer si la mutation est de novo ou

transmise.
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Annexe 1 : Fonctionnement et exploitation du logiciel mutation Surveyor
v' Terminologie
- Exemple de fichier (Sample File): Séquences a étudier.
- Le fichier de référence (Reference File): La séquence de référence répertoriée dans les
bangues de données
- Ladirection: La direction sens F (forward) ou antisens R (Reverse)
- Le géne: Le nom du géne comme indiqué dans le fichier de référence GenBank.
- L'exon: L'exon comme indiqué dans le fichier de référence GenBank.
- Le R/F: Le cadre de lecture de I'exon.
- Le début/Fin: Les bases de début et de fin de la zone de comparaison marquée par deux
barres verticales bleues.
- Lataille (size): Le nombre de bases
- laqualité: Mesure du rapport (signal/bruit) S/ N
- Mut #: Le nombre de mutation
- Mutation: Type de mutation selon un code précis
v Le code de mutation
C'est un code unique qui identifie chaque mutation dans la séquence étudiée. Le
format du code indique le type de mutation: substitution, insertion /délétion ou duplication.
Pour un événement de substitution il comporte quatre volets: la position de la base, la
mutation, la séquence d'acides aminés qui est affecté par la mutation, et le score.
La couleur d'un code de substitution de mutation indique des informations sur la fiabilité du
résultat a savoir :
- Letexte bleu : Mutation d'une grande confiance.
- Le texte rouge : Mutation d'une faible confiance.
- Le fond Rose: Modification de la séquence d'acides aminés.
- Aucune couleur de fond: Pas de changement dans la sequence d'acides aminés.
La mutation peut étre : homozygote : tel que A> C ; hétérozygotes : tel que A> AC; de
substitution ; de délétion/insertion et de duplication.
= Exemple de mutations de substitution
Substitution hétérozygote en position 30988, les bases AG ont été substituées en A, le
codon 356 de I'acide aminé normal est "Q" et I'acide aminé qui est produit en tant que resultat

de cette mutation est I'acide aminé mutant "R". Le score de mutation est de 28.



Base Number Amino Acki Sequance

30988A>AG,356Q>Q/R$28

Mutaton Mutation Score
Figure 16 : Code de mutation
Substitution homozygote en position 293éme base. La base C a été remplacé par la base G le
score de mutation est de 34.

293G>CS34

The mutanon code indicates that the mutaton s on the 2831d base. The base “C* has bean substituted
for the baso “G " The mulation Score s 34

Figure 17 : substitution homozygote
Exemple de mutation d’insertion homozygote

Insertion de trois bases TAC entre la base 23 et 24.

Example of a mutation code for a homozygous insertion event

23 24insTAC

Indicates the insertion of three bases—T, A, and C—between bases 23 and 24.

Figure 18 : insertion
Exemple de mutation d’insertion hétérozygote

Insertion hétérozygote de trois bases TAG entre les positions 98-99

Example of a mutation code for a heterozygous insertion event

98 _99het_insTAG

Indicates the delation of three bases—T, A, and G—batween bases 98 and 99.

Figure 19 : insertion
Exemple de mutation de duplication homozygote
Insertion de trois bases TAC entre les bases 23 et 24, ou les bases précédentes (21a 23)

sont également TAC

Example of a mutation code for a homozygous duplication event

21 23dupTAC

Indicatos v msorson of feee tesos 1. A md C boswoon basos 23 and 24 whowe the proceding basos
(21 drough 23) ace ae T A ansC

Figure 20 : duplication homozygote
Exemple de mutation de duplication hétérozygote
Insertion d'une base T entre 1316 et 1317, la base qui précéde 1316 est également T



Example of a mutation code for a heterozygous duplication event

1316het_dupT

Indlicates tha insertion of one base - T - between bases 1316 and 1317, where the preceding base (1316) is
also T.

Figure 21 : duplication hétérozygote

Exemple de mutation de délétion homozygote

Indique une délétion de quatre bases TGCA

Example of a mutation code for a homozygous deletion event

65_68delTGCA

Mol Pw e0on 1 K tssns—T

5L, wad A—Uatwvin tasen 00 Thiough 65

Figure 22 : délétion homozygote
Exemple de mutation de délétion hétérozygote

Délétion hétérozygote de quatre bases entre la 123 et 127 bases

Example of a mutation code for a heterozygous deletion event

123 127het_delCCTGA

Indicates the heterozygous deletion of four bases—T, G. C, and A—betwean bases 123 through 127.

Figure 23 : délétion hétérozygote

v

Le score: Indique le niveau de confiance, qui est calculé par le logiciel en prenant en
considération trois parametre : la qualité de la séquence (S/N), le facteur d'enveloppement
(mesurant I'écart moyen des surfaces entre la courbe de références et la séquence
étudiée); et le facteur de chute (qui mesure la différence entre le niveau de créte de la
séquence de référence et le niveau de la séquence étudiée aprés ajustement du niveau de

créte).

Exemple schématique de calcul du facteur d’enveloppement

Calculating the Overlapping Factor

SONSD% TNV e B9 Al Qatiy (O 100) 18
1,500} -73 = x - Difference in
1% P area between
0] e 4 <+ = reference peak
e R e and mutation
» Z L o 00, b Qualt»{D- 5003 %
I e - — peak.
1o00] ) % -
0 o ) Difference in
prs - SR, 7 _ area batween
20 e - =y AL sl sample paak
3000y T and mutation
200 f ::‘ peak.
1 o0 |4 Mutation peak.
"o N 0% [\ =0 as0 =0

Figure 24 : Exemple schématique de calcul du facteur de chute



Calculating the Dropping Factor

R NO_Pr_sonlidt oof--> Quaky(0-100):9%
1500] 119 115 120 125
. C t g GEE S 1 C 1 2 AGC T C A A
1,000
5(\']},-/'\ b \ IAVATATA \". \ TATAY,
Al NN RN WM Y- X S8 VB VD (U
5> 0510842 _Turner DA & Quaky(0-100);55
1,500 120 125
T C A'C T C A A 3
1,000/
"’x' ' L- flt ~y
n S R0 BN SER O AR B AL T e 0 00 A e A RS
20008 480
'.NJ
1,500/ es oA
1,000 — - X <
500 1
o af\ A L)
1,100 1150 1,200 1250

Figure 25 :

Ces exemples montrent que dans la configuration du processus d'alignement, le score
de mutation est variable ainsi que les trois paramétres, (on peut choisir le niveau d'exigence de
I'analyse).

Le rapport entre le score et la fiabilité est proportionnel (plus ce score est faible, plus la

fiabilité est réduite et inversement). La valeur par défaut est fixée a 5 pour notre étude.



Annexe 2 : Alignement Blast de I’exon 1 et 8-9 des 06 patients :

Alignement de I’exon 1 F patientl

Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct

74
188534671
132
188534611
192
188534551
252

18@534491

Figure 30

TEaEaTTTGCTCA- ACTETCCTTCCTCTCTEEACTGTAAGAATATETCT - TAGGGCCAGT

TEaEaTTTECTCAGACTGTCCTTCCTCTCTEEACTGTAAGAATATETCTCCAGRGLCAGT

GTCTECTECEATCOAGT CCCACCTTCCAAGTCCTECATCTCAATGCATCTGORARGCTA

GTCTECTECEATCEAGTCCCACCTTCCAAGTCCTEECATCTCAATGCATCTGORAAGLT.

CCTECATTAAGTCAGGACTGAGGTGOATCTEEGaTATGECAGEOOCTAOGCAGLAGCAGT

CCTECATTAAGTCAGGACTGAGGTGOETCTEEEETATGECAGGEECTAOGCAGCAGCAGT

AATETACCTTGCTTOGGACCCCTAAAAACCAGAGA-ACAADCATOOCT 298

AATETACCTTECTTEAGACCCCTAAAAACCAGAGAGACA-GCATGECT 128534445

Alignement de I’exon 1R patient 1

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct

o8
182534496
144
18@534556
1949
188534615
259

188534675

Figure 31

CTECTGCTCCG-COCT -CC-T-COCC-GACCCACCTCARTCCTRACTTAATGCAATAAG-

CLCEREE EE LEEr PE TERE ERELELEERTEREREr e e eney 1l
CTGCTGCCCAGCCCCTGLCATACCCCAGACCCACCTCAGTCCTGACTTAATGCAGGTAGC

GTCCC-TA-GCAT TOAGATGCCAGGACT TOGAAGGCGOGA- - -GAGTCTCTACAGACACT

ARy e A e
TTCCCAGATGCATTGAGATGCCAGGACT TGGAAGGTGGGACTCGA- TCGCAGCAGACACT

GECCCTEEAGACATATTCTTACAGTCCAGAGAGGAAGEACAGTCTGAGCAAACCTCTCCC

CECELLELELERE e ELE e ER et e e e e e e ee e e e eee e er 1 1l
GGCCCTGGAGACATATTCTTACAGTCCAGAGAGGAAGGACAGT CTGAGCARACCCCACCC

TOTTCACAGCCACTCAGTTCCCE Tt tOCT TCCTGACCTARACCAATETCTTT 313

L LLETEREEET L E e e i e e i L er e ee e e e e ety
T-TTCACAGCCACTCAGTTCCCTTTTTTTGCTTCCTGACCTARACCAATGTCTTT 180

131
188534612
191
188534552
251

198334492

143
188534555
198
1a@534614
258

188534674

534728



Analyse Blast

L’exon 8-9

Le brin sens F de I’exon 8-9 : Alignement impossible

Alignement Exon 8-9, brin antisens R

Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Shict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbijct

174
188589149
231
laase9a99
291
la@s@sa3a
351
188528978
411
lagsesola
471
1aa5e885a
531
laa5e8799
591
188588739
630
188588671
71e

13858615

Figure : 32

TATAGA-TAC-TG- AAATGAATGCAAATGATC TACAGCTECOEAAGOOTATTGAATATTT

CVE DL T b PP ERE e Er e e ee e e eer FEr ey rl
TAT-GATTACATGCCAATGAATGCARATGATCTACAGCTGCGGANGGGTGATGAATATTT

TATCTTOTAGOAAAGCAACTTACCATGOTOGAGAGCACGAGATAAAAATGOGTOAGTCCA

CVEUREE ERELECELETEE P e e LR e L er e e et e e e i eryrl
TATCTTGGAGGAAAGCAACT TACCATGATGEAGAGCACGAGATARAAATGEGTGAGTCCA

CACCAGCCCTTCCTEAGCCTAaTaCCTACCCACTCOCTACACGCAAAAAGTGETGLGECA

COCEERERELELEEETELER L ER e e e L ER e e e eneri
CACCAGCCCTTCCTGAGCCTGGTGCCTGCCCACTCCCTACACGCAAMAAGTGCTGCGGCA

it

|
TCT

ACACCAGACTOAACATGC

TCCC
[ELELLETETELEEETEnel Ly
TCCCACACCAGACTGAACATGC

TAATTCCC
[0

TAATTCCC

GTGATCAGCATCCTCATCAGAGACTGT
ELELELELELELTERET Ly Ly
GTGATCAGCATCCTCATCAGAGACTGT
TCTCCCTCCAAGTACTTCCCAGCGTGCAGCTCCCTATACATGGCCTCTGCCACATCTCTT

CLCLELERELELELELELER e e Ee e e LECE e e ey rnenn g
TCTCCCTCCAAGTACTTCCCAGCGTGCAGCTCCCTATACATGGCCTCTGCCACATCTCTG

AGCCTCTAT TOTTGEaCACATATAACCAATGCAACATGTGCATAAGCTCTGCACCTCACT

CLELRLETTDELEEELEEEL e e e e ee e e eee e et rl
AGCCTCTGTTGTTGEGLACATATAACCAATGCAACATGTGCATARGCTCTGCACCTCACT

TAACCATECATCAGAGACATEATTGTCTT TGAGGGAGETGCATGATACA

CCTAACCATGCAT
LECELERELEETE e et ey L e e e e e e et rl
CCTAACCATGCATCAGAGACATGATTGTCTTTGAGGGAGETGCATGATACA

GGCTCACTT

[LITEIT
GGCTCACTG

TATACCTCCATTTGAGATTTGT TTCTGAGCTCAGGEACGTGGECA-ATGAATTTGTCT

cc
CVELRLELELELRCEEE ey COLERe e eee et eret teerty 1ienrl
TATACCTCCATTTGAGATTTGTT -CTGAGCTCAGGGACGTGEGCATATGAATCTGTCTCC

TGEEATGCTGEGGAGETGCTEGATGARACTGCCCACATTGT TTTCCTTCCCAGOCAGEEAR

COCE TERELEERELEEERre e teent teeeer TERERLEr TEETEne 11
TGGAGGL TGEGEAGETGCTGGATGAA- CTGCC -ACATTG-TTTCCTTCACAGGCAGG - AA

guti it

[
-GECT-ACATTCC-TAGT-AACTATG-TCACTGAA-GCAGAAGACT 128588578

23e
1885859891
2599
1a@589831
350
188588971
41
18@5e8911
47e
188588851
53e
la@ses79l
5oe
18@5e8731
G445
18@588672
7a9

1a@588616



Alignement Blast de I’exon8-9 patient2
Exon 8-9

Le brin F

Query
Sbict
Query
Shict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Sbjct

Figure :

61
laesess44
119
188588684
179
1a8>88604
239
188588724
299
188568784
359
laeses844
419
1ae5e8904
479
1ae5e8964
539
laese9a24
599
lag>e9as4
659
laeses144
716
18856892084
769
lae>e9264

37

ACAT-AAC-TACTTACTCATACATTTCTATGEAGTCTTCTGCTTCAGTGACATAGTTACT

CEED PEE LEEEL R e e e e e e v ek e iy nyry
ACATAAACATACTTACTCATACATTTCTATGGAGTCTTCTGCTTCAGTGACATAGTTACT

AGGAATGTAGCTTAATTGCCTGTGAMGGAAACAATGTGGCA
CLELLLEEEEE F  TREEEEEE e e e erry

AGEAATOTAGCCTTCCTOCCTATOAAGOARACAATOTEGCA

CATCCAGCACCTCCCC
|I|H|I|I|I|IHI

il
GTTCATCCAGCACCTCCCC
AGCCTCCAGGAGACAGATTCATATECCCACGTCCCTOAGCTCAGAACARATCTCAAATGS

[LCLCLCLELELELELELELT T DT ETTTETT T | ||||||| [T |||||||
AGCCTCCAGGAGACAGATTCATATGLCCACGTCCCTGAGCTCAGAACARATCTC

AGETATATETATCATGCACCTCCCTCARAGACAATCATGTCTCTGATGCATGOTTAGGCA

CLLLELELEEEE TR EE e L L e e e e v e et e e erry
AGGTATATGTATCATGCACCTCCCTCAAAGACAATCATGTCTCTGATGCATGGTTAGGCA

GTEAGCCAGTGAGGTGCAGAGC TTATGCACATGTTGCATTGGT TATATGTGCCCAACAAL

CLELELDLELEEELEREr e e e e e et e e e ety i e e et
GTGAGCCAGTGAGETGCAGAGCTTATGCACATGTTGCATTGGTTATATGTGCCCAACAAC

AGAGGCTCAGAGATGTGOCAGAGOCCATATATAGGCAGCTGCACGLTGOGAAGTACTTGE

[LCLCLCCELELEERELEEETETEEELL L ELE LT LT ET T I T
AGAGGLTCAGAGATGTGECAGAGGLCATETATAGGEAGL TECACGCTGEGAAGTACTTGE

AGGGAGAGCATETTCAGTCTGOTOTOGOAAGAACAGTCTCTEATGAGGATGCTGATCATG

CEEDELELELEEEL e e e e e e e e e er e e e any |
AGGGAGAGCATGTTCAGTCTGGTATGEGAAGAACAGTCTCTGATGAGGATGCTGATCACE

GEAATTOTGCCGCAGCACTTTTTGCGTATAGGRAGTGGGCAGGC ACCAGGCTCAGGAAGG

CERLED TELEEE e e e e e e e e e e e it ry
GGAATTATGLCGCAGCACTTTTTGCGTGTAGGGAGTGGGCAGGCACCAGGLTCAGGAAGE

GCTGGETOTGGACTCACCCATTTTTATCTCGTGCTCTCCACCATGATAAGTTGCTTTCCTC

CORDELELECEEE et e e e e er e e eyt e ey
GCTGGTGTGEACTCACCCATTTTTATCTCGTGCTCTCCACCATGETAAGTTGCTTTCCTC

ATAAAATATTCATCACCCTTCCOCAGCTOTAGATCATTTGCATTCATTGGCATGTA

||||||| CCLLELECEEEE T e R R e L
CARGATAAAATATTCATCACCCTTCCGCAGCTGTAGATCATTTGCATTCATTGGCATGTA

ATAAAGEGCCACAACCTTTTTCAGCTCACT-GTG-AGACT -GTGCTGCTGCTGGLTC

I|I|I|I [CCECELEERE L ey ey FEen et
ATAAAGEGCCACAACCTTTTTCAGCTCACTTGTGGAGACTGETGCTGCTGCTGGLTC

AGGCG-TAGTGGCTTTT-C- AGATCTATGTAGT - AGGAGAAA-G - TAGGAGG-TTTGTCA
CEELE TEELEEERIrE b R e et Leveeer e E Ay (i

AGECOATAGTORCTTTTTCAAGATCTATGTAGTTAGGAGAAAAGGTAGOAGGOTTTGTCA

TCTCTTTCT
[T
TCTCTT-CT

CC-AACTTT-TGGCTTAC 887

T
[OLD TELE L ETETET
CTCCCAACTCTCTGGCTTAC 188569387

—GA—AC——&ECACT

i
AGATACCAAGCACTCT

118
laasaseald
178
188588663
238
18@5@8723
298
18@5@8783
358
18@5@8843
418
le@5e89e3
478
1laasesss3
538
1aa5a9823
598
182589883
658
lags>eald3
715
laasas2a3
768
18@5@9263



Exon 8-9, patient2

Le brinR

Query
Shjct
Query
Shict
Query
Shjct
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Skjct
Query
Skjct
Query
Skjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

a4
188583271
123
laas5a9211
183
lae5@9151
243
laa5a9891
383
la@5@9831
363
188588971
423
1la@588911
483
1a@5@8851
543
188588791
683
188588731
663
1ae5@3671
723
18@5@8613
783
188588553

Figure : 38

TGaGATCTTG-CCAACCCTCCTACCTTTTCTCCTAACTACATAG

ELE TR T CELEEEELEL IR T L e | III|||||II|I||IIII||
TGGTATCTTGACAAACCCTCCTACCTTTTCTCCTAACTACATAGATCTTGAARAAGT

AGCAGCACCAGTCTCCACARGT TGGECCC
||||II|I||IIII||I|IIIII||IIII||I|II|H|IIII|||||II|I||IIII||
AGCAGCACCAGTCTCCACAAGT TGECCC
TTTATGATTACATGCCAN GATCTACAGCTRCGGAAGGGTGATGAATAT
||||II|I||IIII||I|IIIII||IIII||I|II|H|IIII|||||II|I||IIII||
TTTATGATTACATGCL ATCTACAGCTGCEGAAGGGTGATGAATAT
TTATCTTGGAGGAMAGCAACTTACCATGETGRAGAGCAC AGTCC
||||II|I||IIII||I|IIIII||IIII||I|II|H|IIII|||||II|I||IIII||
TTATCTTGGAGGAAAGT ACCATGETGGAGAGCACG GAGTCC

ACACCAGCCCTTCCTRAGCCTGETGCCTGCCCACTCCCTA
||||II|I||IIII||I|IIIII||IIII||I|II|H|IIII|||||II|I||IIII||

ACACCAGCCCTTCCTEAGCCTOETGCCTECCCACTCCCTA

ACAATTCCCATGATCAGCATCCTCATCAGAGACTGTTCTTCCCACACCAGACTGAACA
[ LI IIII||I|IIIII||IIII||I|II|H|IIII|||||II|I||IIII||

ATAATTCCCOTGATCAGCATCCTCATCAGAGACTATTETTCCCACACCAGACTGAACA

CTCTCCCTCCAMGTACTTCOCAGCGTGCAGCTCCCTATACATGECCTCTGCCACATCTCT
||||II|I||IIII||I|IIIII||IIII||I|II|H|IIII|||||II|I||IIII||

CTCCOCTCCAAGTACTTCCCAGCETACAGCTCCCTATACATGOCCTCTACCACATCTET

GAGCCTCTGTTAT TGGGCACATATAACCAATGCAACATGTGCATAAGCTCTGCACCTCAC

CECREEETEREER Eee e et et er e Ee ey e e eneen
GAGCCTCTGTTGT TGGGCACATATAACCARTGCAACATGTGCAT AAGCTCTGCACCTCAC

TGECTCACTGCCTAACCATGCATCAGAGACATGATTGTCTTTEAGGGAGGTGCATGATAC

COCLRRELECEERTEL L e L e e e e e e e i eyt
TEECTCACTGCCTAACCATGCATCAGAGACATGATTETCTTTGAGGEAGETGCATGATAC

ATATACCTCCATTTEAGAT TTGTTCTGAGC TCAGGGACGTGOGC ATATGAATCTGTCTCC

(VLT ECEER e e ey e e e e e e e e L ety ey ny
ATATACCTCCATTTGAGATTTGTTCTGAGCTCAGEGACGTGGECATATGAATCTGTCTCC

TGGAGGCTOOOGAGETGCTOGATGAACTOCCACATTTGTTTCCT TTCACAGGCAGGAAGG

CECLCEECECECREEL R Er e e e e trerer IR e r i gl
TGGAGGCTGEGEAGGTGCTGGATGAMCTGCCACATT -GTTTCC- TTCACAGGCAGGAAGE

CTACATTCCTAGTAACTATOTCACTOAAGCAGAAGACTCCATAGAAATOTATGAGTAAGT

COPLLEECEL R e e L LR LT LT LTI L]
CTACATTCCTAGTAAC TATETCACTGAAGCAGAAGACTCCATAGRALTGTATGAGTAAGT

ATATTTATOTCAGTCCACAATTCTTTCCAGRAGRAAC-CTCTCT-TCT 828

[LELLDECELETREErErety 1y YELELELEL T TELETE 111
ATGTTTATGTCAGTCCACAAT-CTT-CCAGGAGGAACTCTCTCTCTCT 190588588

122
188583212
182
la@5@9152
242
laas5a9892
382
laa5a9832
362
la@5a8972
422
la@5@8912
452
la@5@8852
542
lag5@8792
(2
188588732
662
188588672
722
lae5@3614
782
18@5@8554



Alignement Blast de I’exon1, patient 3

Exon 1

Le brin F

Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Shjct

Figure :

62
188534692
1:2@
188534633
174
188534573
239
188534513
2089
122534453

41

AACCTGCATGECTATG-CACGOTAGEET TTGCTCAGA

CTGTC
[0 LEE ELEEEEEE b DEEEEELELEEE ey |
AA-CTGAGTGGCTETGAAAGEETGEGET TTGLTCAGACTGTC

it
CTTCCTCTCTGGACTGTA
CCCACCTTCCAAG
ELELLEETLTL
CCCACCTTCCAAG

CCTGGCA

[LLETT
CCTGGCA

AGAATATGTCTC-AGGGCCAGTGTCTGCTGCGATCGAGT
[CELERRLELEE TELEREEEET e EEEt el

AGAATATGTCTCCAGRGCCAGTATCTGCTGCGATCGAGT

——

TCTCAATGCATCTOGEAAGC TACCTOCATTAAGTCAGGACTEAGOTGEATCTGEGETATG

CLCLERRLELELEELELEL P et e et e e e et
TCTCAATGCATCTEGEAAGC TACCTGCATTAAGTCAGGACTGAGGTGGETCTGEGGTATG

GCAGGEECTEEECAGCAGCAGCAATATACCTTGCTTAEEACCCC TAAAMACCAGAGAGAL

CLELELELELELETELETEETTT L] IIIIIIII||IIIIIIIII||IIIIIIIIIII
GCAGGGGCTEGECAGCAGCAGCAATGTACCTTGLTTEGGACCCC TARARACCAG

AGCATGGC 386

AGCATGGC 18@334445

Le brin R : Alignement impossible

Alignement Blast de I’exon1, patient 4

119
12@534634
178
188534574
238
188534514
288
12@534454

Exon 1

Le brin F
ey 1 it R R
Sbjct 180534669 GEGTTTGCTCAGACTGTCCTTCCTCTCTGRACTATAAGAATATGTCTCCAGEGCCAGTGT 188534618
ey o8 s R T
Sbijct 180534689 CTGCTGCEATCGAGTCCCACCTTCCAAGTCCTEGCATCTCAATGCATCTGOEAAGCTACC 188534558
ery =2 ||||||TT?TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT -
Sbjct 188534549 GCATTAAGTCAGGACTGAGGTGOGTCTGOGOTATECAGGOGC TEOECAGCAGCAGCAA 188534498
ery =5 T AT T o ™
Sbjct 180534489 TETACCTTGCT-TGGGACCCCTAAAMACCAGAGAGACAGCATAGGCT 188534445

Figure : 46

Le brin R : Alignement impossible



Alignement Blast de I’exon8-9, patient 4
Exon 8-9 Le brin F

Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Sbjct

Figure :

63
18858545
123
188528684
182
lagsesood
242
18a5e8724
382
laasesyad
362
lagsessad
432
18a5289684
482
lagsesscd
542
182529924
582
lagse9as4
o662
lagzeslad
722
12859284
7Ez2
laases263

46

AR ATACGTTACTCATACATTTCTATGOAGTCTTCTGCTTCAGTGACATAGTTACT

|||||| LD ELELEEEEET R e e e e e e e eLy
CATAMACATAC-TTACTCATACATTTCTATGGAGTCTTCTGCTTCAGTGACATAGTTACT

AGGAATGTAG-TTACCTGCCTGTGAAGGAAACAATGTGGCAGTTCATCCAGCACCTCCCC
[LELETEEEE 0 PEELEET L e Ee e e e er e e e e e

AGGAATOTAGCCTTCCTOCCTOTEAAGGARACAATETOOCAGTTCATCCAGCACCTCCCC

AGCCTCCAGGAGACAGATTCATATGCCCACGTCCCTGAGCTCAGAACARATCTC

ccc
[LELLEELELEEELERLTEL L  Leny | IIIIIIII|I||||IIIIIIIIIIIIIIII
AGCCTCCAGGAGACAGATTCATATGCCCACGTCCCTGAGCTCAGAACARATCTCAAATGE

AGOTATATGTATCATGCAC CTCCCTCARAGACAATCATATCTCTGATGCATGGTTAGGCA

[LCLEDELEEEE LR EL e e e e EL e e e e e e i e
AGGTATATGTATCATGCACCTCCCTCARAGACAATCATGTCTCTGATGCATGGTTAGGCA

TOAGCCAGTOAGGTOCAGAGCTTATGCACATOT TOCATTGOTTATATGTGCCCAACAAL

III|I||||I|IIIIIIIIIIIIIIIIIII [LCEELET LR LT L EEErETeLt |
GTGAGCCAGTGAGGTGCAGAGCTTATGCACATGTTGCATTGGTTATATGTGCCCAACAAC

AGAGGCT CAGAGATGTGGCAGAGGCCATGTATAGGGAGCTOCACGCTGOGAAGTALCTTGE

[CLLCLELELELELEREREE LT ELEE L LEEEE LT LT L
AGAGGCTCAGAGATGTGGCAGAGGCCATETATAGGGAGC TGCACGCTGEGAAGTACTTGE

AGGGAGAGCATGTTCAGT
[LELETELELEEETELL

AGGGAGAGCATETTCAGT

TGGTGTGGGAAGAACAG ATGAGGATGCTGATCACG

TCTCTGATGAG
LLCEVEREEELETEL T EEE et e e il
TCTCTGATGAG

T
C ATGAGGATGCTGATCACS

TGETATEGEGAAGAACAG

CACAGCACTTTTTGCATATAGEGAGTGGGCAGGC ACCAGGCTCAGGARAGT

III|I||||I|IIIIIIIIIIIIIIIIIII LLCELEREDCEELEETETELERETEneLi
CCGCAGCACTTTTTGCGTGTAGGGAGTGEGGCAGGCACCAGGCTCAGGAAGG

GEACTCACCCATTTTTATCTCGTGCTCTCCACCATGGTAAGTTGCTTTCCTC
III|I||||I|IIIIIIIIIIIIIIIIIII [LLELERETEEELEET L rnen

TOGACTCACCCATTTTTATCTCOTOCTCTCCACCATGOTAAGTTGCTTTCCTC
AAGATAAAATATTCATCACCCTTOCGCAGCTOTAGATCATTTGCATTCATTGGCATGETA

III|I||||I|IIIIIIIIIIIIIIIIIII LLCELELEDLEE R ELERErEn e
CAAGATAAAATATTCATCACCCTTCCGCAGCTGTAGATCATTTGCATTCATTGGCATGTA

TGCTGCT
[LLIT]]
TGCTGCT

&TCATAAAGEGCCﬂCﬂhCCTTTTTCAGCTCACTTGTGGﬁGﬂCT

i
CATAAAGGGCCACAACCTTTTTCAGCTCACTTGTAGAGACTGG

AGOCOGTAGTORCTTTTTCAAGATCTATGTAGT TAGOAGASAAAGGTAGGAGOETTTATL

AGGECOGTAGTOECTTTTTCAAGATCTATGTAGT TAGGAG - AAAAGETAGGAGGETTTAETE

i
AAGAT

T
CCAAGC

ACTCT
111}
ACTCT

TCTCTTCTCTCCCAAC-CTCTGE 828
[LCLLLELERERETEy TEIT
TCT

|
A CTTCTCTCCCAACTCTCTGE  leasessaz

122
1aa5e86a3
181
188588663
241
18858723
381
188588783
361
188588843
421
1aa5es9a3
481
188588963
541
188589923
881
1885899583
661
188589143
721
188589283
781
188589262



Alignement Blast de I’exon8-9, patient 4
Exon 8-9 Le brinR

Query
Shict
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Shict

Figure :

71
1285892538
131
lae5@9198
191
lae5@9138
251
lags29a78
311
lags@9a1s
371
1a@5@8958
431
lag528898
4491
1ae5@8838
551
laesa8778
611
lae588718
671
lae5@8658
731
1885838599
791
188588547

47

AACCCTCCTACCTTTTCTCCTAAC TACATAGATCTTGAAARAGC CACTACCGITTGATCC

[CERELEEELEEETEREL e e e et et e ee e e e eereeereny Ire A
AACCCTCCTACCTTTTCTCCTAACTACATAGATCTTGAAAAAGC CACTACCGCCTGAGCC

AGCAGCAGCACCAGTCTCCACAAGT TGGCCCTTTATGATTACAT

IIIIIIIIIII|IIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIII|IIII
AGCAGCAGCACCAGTCTCCACAAGTGAGCTGAAAANGGTTGTGGCCCTTTATGATTACAT

GCCAATGAATOCARATEAT CTACAGCTOCOGRAAGGOTGATGAATATTTTATCTTGEAGEA

CEERLLECEREEETEEE e et et e e e e ey pep v
GCCAATGAATGCAAATGATC TACAGCTGCGGAAGGGTGATGAATATTTTATCTTGGAGGA

AAGCAACTTACCATEOTGOAGAGCACGAGATAAARATEOETEAGTCCACACCAGCCCTTC

[CERELEEELEEETEEE e e et e e e e e e EE e eneeree |
AAGCAACTTACCATGGTGGAGAGCACGAGATAAAAATGGGTGAGTCCACACCAGCCCTTC

CTOAGCCTOETGCCTAC CCACTCCCTACACGCAARAAGTECTECOGCATAATTCCCGTGA

COCLELERELELELELERER LR e R e L e LR R L EELE L iy rl
CTGAGCCTGGTGCCTGCCCACTCCCTACACGCAAARAGTGCTGCGGCATAATTCCCGTGA

TCAGCATCCTCATCAGAGACTATTCTTCCCACACCAGACTGAACATOCTCTCCCTCCAAG

LEERELEEETDEETEREE e EEE e et e e e e e e e rerened
TCAGCATCCTCATCAGAGACTGTTCTTCCCACACCAGACTGAACATGCTCTCCCTCCAAG

TACTTCCCAGCGTOCAGCTCCCTATACATGACCTCTGCCACATCTCTGAGCCTCTGTTGT

COLRREEEELEEETEEELEE et et e e e e e e e Rk e e
TACTTCCCAGCGTGCAGCTCCCTATACATGGCCTCTGCCACATCTCTGAGCCTCTGTTGT

ToOaCACATATAACCAATGCAACATOTACATAAGCTCTGCACCT CACTOGCTCACTGCCT

IIIIIIIIIII|IIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIII|IIII
TGGGCACATATAACCAATGCAACATGTGCATAAGCTCTGCACCTCACTGGCTCACTGCCT

AACCATOCATCAGAGACATGATTGTCTTTOAGOOAGOTGCATGATACATATACCTCCATT

[CELLLEEETDLETEEEEEE e e e er e ee e Lty beereree ]
AACCATGCATCAGAGACATGATTGTCTT TGAGGGAGGTGCATGATACATATACCTCCATT

TAGATTTGTTCTGAGC TCAGOGACGTORACATATOAATCTGTC TCCTOGAGECTGRG0A

LEELLLEEELTEETEREL e e et e e et e e e e e e
TGAGATTTGTTCTGAGCTCAGGGACGTGGGCATATGAATCTGTC TCCTGGAGGL TGGGGA

GETECTOEATEAACTGCCACATTATT TCCT TCACAGECAGGAAGGCTACATTCCCTAGTA

CLLLERERLREEEELELEE TR R En e e EE R EErE e ey Tl
GGTGCTGGATGAACTGCCACATTGTTTCCTTCACAGGCAGGAAGGLTACATTCC-TAGTA

ACTTATGTCCACTGAAGCAGAAAGACTCCATAGAAATTGTTATGGAGTAAGTATTGTTTT
[LE LLEEE LEErEeerer et e e e tF e Peeeveney 11l

ACT-ATGTC-ACTGAMGCAG-AAGACTCCATAGAAAT -GT-ATG -AGTAAGTAT-GTTT -

filtiningriiar i

-AT-GTCAGTCCA-CAAT-CTTCCAG-GAGGAACTCTCTCTCTCTA  19@58385a7

13@
la@5e519%
1%9a
la@5a9139
258
laasasar7a
3le
la@s@5al19
3ve
18@5a8959
a3e
la@5a8899
ase
la@5@8839
55@
la@5a8779
6le
la@5a8719
678
la@5@8659
738
la@sas60ed
798
188528548



Alignement Blast de I’exon1, patient5

L’exon 1, le brin sens F

Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbict

Figure :

Alignement exon

Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbict

Figure :

93
188534675
148
18@534615
287
18@534555
267
1225344495

53

a4
1885344583
128
188534542
176
188534682
236
188534662
286
188534722

54

AGOETEOEETTTACTCAGACTOTCCTT-TTCTCTGRACTGTAAGAA-ATET-TTTA-GG-

[LELLCELERRYERR e er ety Reerer e et arnn 11 1
AGGGTGGEGTTTGCTCAGACTGTCCTTCCTCTCTGGACTGTAAGAATATGTCTCCAGGGE

TETTGACTGCTGCGATCGAGTCCCACCTTCCAAGTCCTEG-ATCTCAATGCATCTGGGAA
LLTTECELEREE e Er e et e e A ERre e et
CAGTGTCTGCTGCGATCGAGTCCCACCTTCCAAGTCCTEGCATC TCAATGCATCTGGGAA
CAGGGGCTGGECACCCS
I|II|IIII|II|IIII|IIII|IIIIIIIIIIII|IIII|II|I|II|IIII|II | |
TGECAGGGGCTEGECAGCAG

CAACAATETACCTTGCTTEOOACCCCTAAAAACCAGAGAGACAGCATGOCT 317

147

188534616

288

18@534556

268

188534496

CAGCAATOTACCTTECTTGOGACCCCTAARAACCAGAGAGACAGCATGGCT 188534445

1 LebrinR

AGAGT-CATTGCTGCTGCTGCC-AG-CCCTGCCATACCCCAGA- CCACCTCAGTCCTGAC
(010 DLEEERERERECEEe e P PR ER e e er EEERE e rnene

AG-GTACATTGCTGCTGCTECCCAGCCCCTOCCATACCCCAGACCCACCTCAGTCCTRAL

TTAATGCA-TTTATGECCC - -TTGCATTGAGATGCCAGGACT TOGAAGGTGGOAAT -GAT

O Y A A RN s s
TTAATGLAGGTAGCTTCCCAGATGCAT TGAGATGCCAGRACTTGGANGE TEGGACTCGAT

CGCAGCAGACACTGGCCCTGGAGACATATTCTTACAGTCCAGAGAGGAAGGACAGTCTGA
COLEEEERECELERE e e et e e e e e L e e e e e ey ey
CGCAGCAGACACTGECCCTGGAGACATATTCTTACAGTCCAGAGAGGAAGGACAGTCTGA
GCAAACCCCACCCTTTCACAGCCACTCAGTTCCCHHEHEEEGCTTCCTGACCTARACCAA
COEEEEEREEELET e EE e e e e e e e e e rnerr
GCAAACCCCACCCTTTCACAGCCACTCAGTTCCCTTTTTTTGET TCCTGACCTARACCAA
TGTCTT 381

[1]11]]
TGTCTT 180534727

119
188534541
175
188534681
235
188534661
285
188534721



Alignement Blast de I’exon8-9, patient5

Alignement exon 8-9, patient n°5

Le brin F : Alignement impossible

Alignement exon 8-9, patient n°5

Le brin R

Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Shict
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Figure

78
188588555
127
18@se8615
181
l8@5e8675
241
18858735
381
18258795
361
188588855
421
1a@5e8915
481
188588975
541
18852835
681
188529895
661
lagsesls4d
7@
laeses214
775
lagseszva

:55

CTTGCTEATACGTCTCTATGGA-TCTTCTGCTT-AGTGACATAGGTACTAGGALAGGAG-

EEE L e LR PRt CERErer e Ceerertt 11
CTTACTCATACATTTCTATGGAGTCTTCTGCT TCAGTGACATAGTTACTAGGAATGTAGC

-hTGGTGTTC—T—ACCGACACAATGTGGTAGCTCATCC-G-—TTGACACACCCTCCAGGQ

Lodb bbb BTt i fenmer | [ LT TEEETEe
CTTCCTGCCTGTGAAGGAAACAATGTGGCAGT TCATCCAGCACCTCCCCAGCCTCCAGGA

GACAGATTCATATGCCCACGTCCCTOAGCTCAGAAC AAATCTCARATGRAGGTATATGTA

EVCLLLEEEE R e e e e e e e e e e L e el
GACAGATTCATATGCCCACGTCCCTGAGCTCAGAACAAATCTCAAATGGAGGTATATGTA

TCATGCAC ARAGACAATCATGTCTCTGATGCATOGTTAGGLAGTOAGCCAGTE

CTCCCTC
ELLRELEEETERE e e E et e e e e e e e e e eereng
TCATGCACCTCCCTCAAAGACAATCATGTCTCTGATGCATGGT TAGGCAGTGAGCCAGTG

AGOTECAGAGCTTATGCACATATTGCATTGAT TATATGTGCCCAACAACAGAGECTCAGA

ECERELEEEE L e e e e e e eL L e e er e eei e
AGGTGCAGAGCTTATGCACATGTTGCATTGGT TATATGTGCCCAACAACAGAGGCTCAGA

GATATGECAGAGGCCATOTATAGGEAGCTOCACGCTOE0AAGTACTTGRAGGRAGAGCAT

ELEEREEEEER et et e et e et e e e e e e e e e et
GATGTGGCAGAGGCCATGTATAGGGAGCTGCACGCTGEGAAGTACTTGGAGGGAGAGCAT

GEAAGAACAGTCTCTGATGAGGATGCTGATCACGGRGARTTATGCC

G
I|I|II| LLCERRLREETEELE L ey | IIIII|I
GGAAGAACAGTCTCTGATGAGGATGCTGATCACGGGAATTATGC

GTTCAGTCTGGT

il
GTTCAGTCTGGTGTG

AGGOAGTEGOCAGGCACCAGECTCAGGAAGGGCTGATGTGEA

GTGT
CEERELRETEA R e e e e e e e e e ererrne
GTGTAGGGAGTGEGCAGGCACCAGECTCAGGAAGGGCTGETGTGGA

GCAGCACTTTTTGT

ELETETTLETTT
GCAGCACTTTTTGC

TCACCCATTTTTATCTCATGCTCTCCACCATAGTAAGTTGCTT TCCTCCAAGATAAAAT

|I|IIII LT et e e e e e Ere ettt
CTCACCCATTTTTATCTCGTGCTCTCCACCATGGTAAGTTGCTTTCCTCCAAGATAAAAT

ATTCATCACCCTTTCCOCAGCTATAGATCATTTGCATTCATTGGCATGTAATCATAARGS

ELCLLTELLLE DL et e e et e e ey r
ATTCATCACCC-TTCCGCAGCTGTAGATCATTTGCATTCATTGGCATGTAATCATAAAGG

CTTGTOEAGACT-GTGCTGCTACTOECTCAGGLOGTAGT

|I|IIII |I|IIIII I|I|II| LLLEREREEED DRLEEELET e erinntry
TCACTTGTGGAGACTGGTGCTGCTGCTGGCTCAGGCGGTAGT

GECTTTTTCAGGATCTATGTAGT -AGGAGAAA - -GTAGGAGEAT TTATCAAGATAC-A-G

ELCLREEEEE TE et e teeereer LELELe by 1|
GGCTTTTTCAAGATCTATGTAGT TAGGAGAAAAGGTAGGAGGET TTGTCAAGATACCAAG

-ACTCTTCTCTTCTCTC
[LTETTTETENETT]E
CACTCTTCTCTTCTCTC

?—AACTCTCTTGGCTT&C 387

[TETEEEY TELLLE
CCAACTCTCT-GGCTTAC 18@5893@7

126
188588614
1808
128588674
248
120588734
3ae
128588794
368
180588854
428
128588914
488
188588974
548
188589034
Gae
128582894
668
188589153
719
188589213
774
188589273



Alignement Blast de I’exon1, patient6

Exon 1 Le brin F

Query 181 GGA-TGA-GTGEGTCTGEGET-TGGCA-GOGCTTCTTCCCAGCAGCAATGTACCTTGCTT 236

CLE T EEETELETELeLE TEEL 111l ELELELLLTERTTETIInLl
Sbjct 108534537 GGACTGAGGTGGGTCTGGGGETATGGCAGGGGCTGGGCAGCAGCAGCAATGTACCTTGCTT 160534478

Query 237 GEOACCCCTAAAAACCAGAGAGACAGCCTGRC 258

CLELELELELETELELEREEEETEren 1l
Sbjct 108534477 GGGACCCCTAAAAACCAGAGAGACAGCATGGC 109534446

Figure : 59

Alignement Blast de I’exon1, patient6
Exon 1 Le brinR

Query &9 TTOCTGCTGCTECC-AG-CCCTOOCATACCCCAGACCCACCTCAGTCCTGACTTARATGCA 126

COLLRLELEETLED FE EELREEEETERELE R R E LR L L L i
Sbict 18@534498 TTGCTGCTGCTECCCAGCCCCTGCCATACCCCAGACCCACCTCAGTCCTGACTTAATGLA 198534549

Query 127 OOAAGACCCCCA-ATGCATTOAGATOCCADGACTTOOAAGGTORG-TTCOATCGCAGCAD 184

CETE CEEE TREEE R EEEE TP e e e LN ERET LT
Sbjct 188534550 GGTAGCTTCCCAGATGCATTGAGATGCCAGGACTTGGAAGGTGGGACTCGATCGCAGCAG 188534689

ol i tnititdimampnniip

Sbict 188534618 ACACTGGCCCTEGAGACATATTCTTACAGTCCAGAGAGGARGGACAGTCTGAGCAAACCE 188534669
Query 245 CACCCTTTCACAGCCACTCAGTTCCCHEt Tt tactttt ? t CECCAATGTCTT 392
I|I||||||I|IIIIIIIII||||I|I|IIIIITIII [T1 [LETLTT

Sbjct 188534670 CACCCTTTCQCQGCCACTCAGTTCCCTTTTTTTGCTTCCTG&CCTAAACCAATGTCTT 18@534727

Figure : 60



Alignement Blast de I’exon8-9, patient n°6

Exon 8-9 Le brin F

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shict

78
188589259
128
188589199
186
188589139
244
188589879
304
188589819
364
188508960
424
188508900
484
188508841
544
188508783
504
188508728
564
188508673
724
188588622
784
188588568

Figure : 61

Exon 8-9

AAACCCTCCTACCTTTTCTCCTTACTACATAGATCT TG-TRGTGCCACTACCGCCCTAG-

CCEDLLEELELETECEL er L ErErErerry | FELELETEEETL 1
AAACCCTCCTACCTTTTCTCCTAACTACATAGATCT TGAAAAAGCCACTACCGCCTGAGC

AATGTGCAGCACCTATCTCCACATOTRAGC TOAAGTTOATTGT - -CCCATTATGATTACA

| TEEERRLE FREEECEEr pereeenert b bier  er Attt
CAGCAGCAGCACCAGTCTCCACAAGTGAGCTGAAKAAGGTTGTGGCCCTTTATGATTACA

TOCCAATGA-TOCAAATGATCTACAGCTGCGOATGOGTGATGA-TATTTTATCTTGEAGE

CEELLLEEE EEERELEEEEERE L et CEeererer Crbi e
TGCCAATGAATGCAAATGAT CTACAGCTGCGGAAGGGTGATGAATATTTTATCTTGGAGG

ATTGCAACTTACCATGETOGATOAGCACGAGAT AAAAATGEATGAGTCCACACCAGCCCTT

[ TEEEEELEEE R EEREEE LT ER e L LR R e L e e
AAAGCAACTTACCATGGTGGAGAGCACGAGAT AANAATGGETGAGTCCACACCAGCCCTT

CCTGTGCCTRAGTGCCTACCCACTCCCTACACGCAAATAGTGCTOCOGCATAATTCCCGT

CEEE LEEEE LERECELEEEERR e E e e v e ey e E et irret
CCTGAGCCTG-GTGCCTGCCCACTCCCTACACGCAAAAAGTGCTGCGECATAATTCCCGT

GATCAGCATCCTCATCAGTGACTATTCT TCCCACACCAGACTGAACATACTCTCCCTCCA

CLEUEEELELEREEEEr D EREE E e e e Ee e et r e e
GATCAGCATCCTCATCAGAGACTGTTCTTCCCACACCAGACTGAACATGCTCTCCCTCCA

AGTACTTCCCAGCGTGCAGCTCCCTATACATGGOCCTCTACCACATCTCTGAGCCTCTAT

[LELLLERELELERECEEE ER e e e CERERE e e e e et
AGTACTTCCCAGCGTGCAGCTCCCTATACATGG - CCTCTGCCACATCTCTGAGCCTCTGT

TOTTOGGECACATATAACCAATGCAACATOTACATAAGCTCTGCACCTCACTOGGCTCAL

COLREEE EEELEREEECE TRy EE e e R e L e e ey trnel
TGTTGGG- CACATATAACCAATGCAACATGTGCATAAGCTCTGCACCTCACTGG-CTCAC

ToOCCTAAACCATGECATCAGTGACATOGATTATCT TT TEAGGOAAGGECATOATACATA

[CLELEE LEEE EEEREED FECEEE PLELEERtE ELEEEE L et enrl
TG-CCTAA-CCAT-GCATCAGAGACATG-ATTGTCTTT-GAGGGAGGTGCATGATACATA

TACCTCCATTTGAGATTTTGTTCTGAAGC TCAGRGACGT GG ATATGAAATCTGGTCT

TACCTCCATTTGAGATTT-GTTCTG-AGCTCAGEGACGTGEE- CATATGAA-TCTG-TCT
CCTGOGTAGETEEGEGTGAGTEECTOREATGARACTGOCCACATTERATT TCCCTTCACAG

CCTGGE- - AGECTEEEEAG-GTE-CTOE-ATGAA-CTG-CCACATTE-TTTCC-TTCACAG
GECAGGOATCAGCTACATTTCCTTAGTAACTATETCACTGAAMGCAGARGACTCCATAGA

G-CAGGAA-G-GCTACATT-CC-TAGTAACTATETCACTGAA-GCAGAAGACTCCATAGA
AATGTATOTOTAAGTATTOGTTTATTGTCAGTCCACAATCTTC 825

AATGTATGAGTAAGTAT-GTTTA-TGTCAGTCCACAATCTTC  12@588529

Le brin : Alignement impossible

127
laasas2ed
185
laasaslda
243
laasasasa
383
laasasaza
363
laasasoal
423
laasasoal
483
laasassed2
543
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683
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663
188588674
723
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783
188588569



Annexe 3 :

Tableau lll. Valeurs normales des Immunoglobulines A, G, M en fonction de I’dge selon I'lFCC
(International Federation of Clinical Chemistry) [Bertrand & Baleydier, 2010]

IgG (g/L)
hee IgG totaux | IgG1 IgG2 1gG3 IgG4 leAe/L) | leM(e/t)

0-1m 6.2-13 |2.4-10.6|0.87-4.1|0.14-0.55 | 0.039-0.56 | 0.07 —0.22 | 0.04 - 0.65
1-6m 29-8.6 | 1.8-7.0 |0.34-2.1|0.14-0.80 {0.017-0.36| 0.1-0.62 |0.25-0.85
6ém-1an | 24-44 | 2.0-7.7 |0.34-2.3|0.15-0.97 {0.012-0.43 | 0.27-0.86|0.34-1.14
1-3ans | 3.4-6.2 | 2.59.0 |0.38-2.8|0.14-1.20|0.011-1.06 | 0.33-1.22(0.48-1.43
3-9ans | 4.8-9.0 |3.5-10.8|0.63-4.1|0.13-1.42 |0.015-1.89|0.41-1.57|0.54-1.53
9-12ans | 6.2-11.5 |4.0-11.5|0.98-4.8|0.15-1.49|0.030-2.10| 0.5-1.7 |0.55-1.55
12-18ans| 6.6—-12.2 |3.7-12.8|1.06-6.1 | 0.18-1.63 | 0.035-2.30 | 0.56-2.03 | 0.57 - 1.62

Adulte 6.6-12.8 |4.9-11.4|1.50-6.4 | 0.20-1.10 { 0.080-1.40| 0.7-3.4 0.5-2.1

Tableau IV. Valeurs normales des sous-populations lymphocytaires (10°/uL) en fonction de I'age
[Shearer et al., 2003]

po:::::ion 0-3mois | 3-6mois | 6-12mois | 1-2ans 2-6ans | 6-12ans | 12-18 ans
GB 7.20-18.00 | 6.70-14.00 | 6.40-13.00 | 6.40-12.00 | 5.20-11.00 | 4.40-9.50 | 4.40-8.10
Lymphocytes 3.40-7.60 | 3.90-9.00 | 3.40-9.00 | 3.60-8.90 | 2.30-5.40 | 1.90-3.70 | 1.40-3.30
LT CD3 2.50-5.50 | 2.50-5.60 | 1.90-5.90 | 2.10-6.20 | 1.40-3.70 | 1.20-2.60 | 1.00-2.20

LB CD19 0.30-2.00 | 0.43-3.00 | 0.61-2.60 | 0.72-2.60 | 0.39-1.40 | 0.27-0.86 | 0.11-0.57
NK CD16/56 0.17-1.10 | 0.17-0.83 | 0.16-0.95 | 0.18-0.92 | 0.13-0.72 | 0.10-0.48 | 0.07-0.48
LT CD4 1.60-4.00 | 1.80-4.00 | 1.40-4.30 | 1.30-3.40 | 0.70-2.20 | 0.65-1.50 | 0.53-1.30

LT CD8 0.56-1.70 | 0.59-1.60 | 0.50-1.70 | 0.62-2.00 | 0.49-1.30 | 0.37-1.10 | 0.33-0.92




Annexe 9 :

X linked recessive inheritance
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Arbre généalogique d’une maladie récessive portée sur le chromosome X



Annexe 4:
Matériels labo :

Plague a PCR 96 puits.

Tube 15 ml pour extraction.

Eppendorf.

Colonnes.

Micropipettes (P20, P100, P200, P1000) et pointes adaptées (embouts jaune,
bleu...).

Pipette pasteur.

e Pipette crémaillere.

Appareillage :

Centrifugeuse (a tubes, a Eppendorf, a plaque PCR).

Bain-marie & 55°C ou 37°C.

Refrigérateur (+4°C, -20°C, - 80°C).

L’appareil ABI 7500 (Applied Biosystems) couplé a un ordinateur.
NanoDrop.

Vortex.

Thermocycleur

e Agitateur

e Séquenceur AppliedBiosystems3130®

e Ordinateur (traitement des données)

Solution:

Protéinase K
Purlinkgenomiclysis/ binding buffer
Ethanol

Wash bufferl et 2
Elution buffer

Taq polymeérase

Bleu de bromophénol
Bromure d’éthidium
Big-dye Terminator
Exonucléasel

Sap

Mixseq

Formamide



Annexe 6

Position(s) Length Description
11-11 1L—Pin XLA.
12—-12 1 K — Rin XLLA. 1 Publication
1414 1S —> FinXLA.
19-19 1 K — E in XLA. 1 Publication
25-25 1 F — Sin XLA. 1 Publication
27 -27 1 K—> Rin XLA.
2823 1 R — Cin XLA; no effect on phosphorylation of
= GTF2l.
28 — 28 1 R — H in XLA: moderate. 3 Publications
28 — 28 1 R — Pin XLA. 1 Publication
33-33 1 T— Pin XLA; severe. 2 Publications
39-39 1Y — Sin XLA. 1 Publication
40 —40 1Y —> CinXLA.
40 —40 1Y — NinXLA.
61 —61 11— Nin XLA. 1 Publication
64 — 64 1V—-oDinXLA.
64 — 64 1V — Fin XLA. 1 Publication
103 — 103 1 Q — QSVFSSTR in XLA.
113-113 1V — Din XLA. 1 Publication
115-115 1S > Fin XLA.
117 -117 1 T— Pin XLA. 1 Publication
127 —127 1 Q — Hin XLA. 1 Publication
154 — 154 1 C — Sin XLA. 1 Publication
155 - 155 1C—> Gin XLA.
155—-155 1 C —> Rin XLA. 2 Publications
184 — 184 1T Pin XLA.
260 — 280 21 Missing in XLA,; severe. 1 Publication
288 — 288 1 R — Qin XLA. 1 Publication
288 — 288 1 R > Win XLA. 4 Publications
295 —295 1 L — Pin XLA. 2 Publications
302 —302 1 G— E in XLA. 2 Publications
302 — 302 1 G—Rin XLA.
302 — 302 1 Missing in XLA. 1 Publication
307 — 307 1 R — G in XLA; loss of activity. 1 Publication
307 —307 1 R —> Tin XLA. 1 Publication
308 — 308 1D — Ein XLA.
319-319 1 V— Ain XLA; moderate.
334 —334 1Y — Sin XLA. 1 Publication
358 — 358 1L— Fin XILA. 1 Publication
Y — Cin XLA:; mild. 1 Publication
361 —361 1 Corresponds to variant rs28935478

[ dbSNP | Ensembl].
362 — 362 1 H— Qin XLA.
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http://www.uniprot.org/blast/?about=Q06187%5b28%5d&key=Natural%20variant&id=VAR_006220
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http://web.expasy.org/variant_pages/VAR_006221.html
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q06187%5b33%5d&key=Natural%20variant&id=VAR_006222
http://web.expasy.org/variant_pages/VAR_006222.html
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q06187%5b39%5d&key=Natural%20variant&id=VAR_008960
http://web.expasy.org/variant_pages/VAR_008960.html
http://www.uniprot.org/blast/?about=Q06187%5b40%5d&key=Natural%20variant&id=VAR_008294
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364 —364 1H— Pin XLA.

365 — 365 1 N —Yin XLA.

366 — 366 1S > FinXLA.

369 — 369 1 L— Fin XLA. 1 Publication
370 - 370 11— Min XLA. 1 Publication
372 —372 1 R — G in XLA. 1 Publication
408 — 408 1 L — Pin XLA:; moderate. 1 Publication
414 -414 1 G — Rin XLA. 1 Publication
418 —418 1Y —> Hin XLA.

429 — 429 11— Nin XLA. 1 Publication
430 — 430 K —>_ E i_n XLA: loss of phosphorylation of GTF2I. 1
- Publication

430 —430 1 K — Rin XILA. 1 Publication
445 — 445 1 E — D in XLA. 1 Publication
462 — 462 1 G— Din XLA.

462 — 462 1G—Vin XLA.

476 — 476 1Y — D in XLA. 1 Publication
477 — 477 1 M — Rin XLA. 1 Publication
502 — 502 1 C—FinXLA.

502 — 502 1 C —> Win XLA. 1 Publication
506 — 506 1 C —> R in XLA. 1 Publication
506 — 506 1 C—>Yin XLA. 1 Publication
508 — 508 1 A—DinXLA.

509 — 509 1M —1Iin XLA.

509 — 509 1M — Vin XLA. 1 Publication
512512 1L — Pin XLA. 1 Publication
512 -512 1 L— Qin XLA. 1 Publication
518 - 518 1L —> RinXLA.

R — Q in XLA: severe: prevents activation due to
absence of contact between the catalytic loop and

320520 the regulatory phosphorylated residue. 4
Publications

521 -521 1 D — Gin XLA. 1 Publication

521 — 521 1 D — Hin XLA; severe. 1 Publication

521 -521 1 D — Nin XLA; severe.

523 — 523 1 A— Ein XLA.

525 —525 1 R — G in XLA. 1 Publication

525 —525 1 R — Pin XLA. 1 Publication

575575 R —>_Q i_n XILA; severe; disturbs ATP-binding. 2

- Publications

526 — 526 1 N — K in XLA. 1 Publication

535 —535 1 V—Fin XLA. 1 Publication

547 _ 542 L —>_P ir_l XLA: growth hormone deficiency. 1

- Publication

544 — 544 1 R — G in XLA. 1 Publication

544 — 544 1R — K in XLA. 1 Publication
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559 — 559

562 — 562

562 — 562
563 — 563
567 —567
578 — 578
581 — 581
582 — 582
583 — 583
587 — 587
589 — 589

589 — 589

589 — 589
592 — 592

594 — 594

594 — 594
598 — 598
607 — 607

613 -613

619-619
619-619
619-619
622 — 622
626 — 626
630 — 630
630 — 630
633 — 633
641 — 641
641 — 641
644 — 644
644 — 644
647 — 647
652 — 652

1 F— Sin XLA. 1 Publication

R — P in XLA. 2 Publications
1 Corresponds to variant rs28935176

[ dbSNP | Ensembl].
1 R —» W in XLA. 4 Publications
1 W — Lin XLA. 1 Publication
1 E — Kin XLA; severe. 1 Publication
1S — Yin XLA. 1 Publication
1W—>RinXLA.
1 A— Vin XLA. 2 Publications
1F— Sin XLA.
1 M — Lin XLA; mild. 1 Publication
1E—>DinXLA.

E — G in XLA:; moderate; interferes with substrate

binding. 2 Publications

1 E —» K in XLA. 1 Publication

1S — Pin XLA. 1 Publication
G — E in XLA:; mild; interferes with substrate
binding. 2 Publications

1 G — Rin XLA. 1 Publication

1Y - CinXLA.

1 A— Din XLA; mild. 1 Publication
G — D in XLA; mild; interferes with substrate
binding and/or domain interactions. 2 Publications

1P— Ain XLA.

1P— Sin XLA.

1 P— Tin XLA. 1 Publication

1 A— Pin XLA. 1 Publication

1 V— Gin XLA. 1 Publication

1 M — K in XILA. 2 Publications

1M — Tin XLA.

1 C—>Yin XLA. 1 Publication

1 R — Cin XLA. 1 Publication

1 R — Hin XLA; severe. 2 Publications

1F— LinXLA.

1 F— Sin XLA. 1 Publication

1L — Pin XLA.

1L — Pin XLA. 1 Publication
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Annexe7/

BTK Exonl

AAGACATTGGTTTAGGTCAGGAa
gcaaaaaaagggaactgagtggctgtga
aagggtggggtttgctcagactgtccttcc
tctctggactgtaagaatatgtctccaggg
ccagtgtctgctgcgatcgagtcccaccttc
caagtcctggcatctcaatgcatctgggaa
gctacctgcattaagtcaggactgaggtg
ggtctggggtatggcaggggctgggeage
agcagcaatgtaccttgcttgggaccccta
aaaACCAGAGAGACAGCATGGCT



Annexe 8

BTK EXON 8-9

F:GTAAGCCAGAGAGTTGGGAGA (T°58.5°c)
R:AGAGAGAGTTCCTCCTGGAAG (T°56.8°C)

GTAAGCCAGAGAGTTGGGAGAgaagagaagagtgcttggtatc
ttgacaaaccctcctaccttttctcectaactacatagatettg
aaaaagccactaccgcctgagccagcagcagcaccagtctcca
caagtgagctgaaaaaggttgtggccctttatgattacatgccec
aatgaatgcaaatgatctacagctgcggaagggtgatgaatat
tttatcttggaggaaagcaacttaccatggtggagagcacgag
ataaaaatgggtgagtccacaccagcccttcctgagectggtg
cctgcccactccctacacgcaaaaagtgctgcggcataattcece
cgtgatcagcatcctcatcagagactgttcttcccacaccaga
ctgaacatgctctccctccaagtacttcccagecgtgcagetcece
ctatacatggcctctgccacatctctgagecctctgttgttggg
cacatataaccaatgcaacatgtgcataagctctgcacctcac
tggctcactgcctaaccatgcatcagagacatgattgtctttg
agggaggtgcatgatacatatacctccatttgagatttgttct
gagctcagggacgtgggcatatgaatctgtctcctggaggctg
gggaggtgctggatgaactgccacattgtttccttcacaggceca
ggaaggctacattcctagtaactatgtcactgaagcagaagac
tccatagaaatgtatgagtaagtatgtttatgtcagtccacaa
tCTTCCAGGAGGAACTCTCTCT
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