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GLOSSAIRE

Terme

Définition

ADN

L'acide désoxyribonucléique ou ADN est une macromolécule
biologique présente dans toutes les cellules ainsi que chez de
nombreux virus. L'ADN contient toute l'information
génétique, appelée génome, permettant le développement, le
fonctionnement et la reproduction des étres vivants.

ARN m

Acide nucléique essentiel dans le transport du message
génetique et la synthese des protéines.

ARN guide

ARN s'associant a une enzyme ou a un complexe protéique,
qui, lorsqu'il s'apparie a une séquence d'’ARN ou d'ADN
complémentaire, permet a I'enzyme ou au complexe protéique
de se positionner sur cet ARN ou ADN complémentaire.

Acides aminés

Les acides aminés sont des molécules qui entrent dans la
composition des protéines grace a leur assemblage par des
liaisons que l'on appelle peptidiques.

Allogénique

Terme qui fait référence a I'ADN, aux cellules, aux tissus ou
aux organes prélevés chez un donneur pour étre administrés a
un receveur qui est fortement, mais non entiérement,
compatible avec le donneur sur le plan génétique

Bacériophage

Les bactériophages, ou phages (grec, phageton signifie
nourriture/consommation), plus rarement virus bactériens, sont
des virus n'infectant que des bactéries. Ils sont omniprésents
dans I'ensemble de la biosphére.

Direct repeat (Les
répétitions palindromiques
successives)

Les répetitions directes sont un type de séquence génétique qui
consiste en deux répétitions ou plus d'une séquence spécifique.
En d'autres termes, les répétitions directes sont des sequences
nucléotidiques présentes en plusieurs copies dans le genome.

Endonucléase

Une endonucléase est une nucléase, qui coupe un acide
nucléique en fragments plus courts. Les endonucléases sont
capables de couper au milieu de la chaine, par opposition aux
exonucléases qui n'attaquent que les nucléotides situés aux
extrémités des fragments.

Espaceur Fragment d'’ADN de phage ou de plasmide invasifs, inséré
entre deux courtes répétitions palindromiques successives du
chromosome de nombreuses archées et bactéries.

Geéne Le gene est sélectionné d'un chromosome constitué d'ADN et

conditionnant la transmission et I'expression d'un caractére
héréditaire déterminé. Les genes sont les unités responsables
de I'nérédité, qui contrélent les caractéres ou aptitudes propres




a un organisme.

Intégrases

Ce sont des protéines enzymatiques produits par les
rétroéléments a ARN tels que les rétrovirus ou les
rétrotransposons, et qui catalyse I'étape dite d'intégration du
cycle réplicatif de ces agents infectieux. L'ADN étranger est
ainsi "intégré" dans le géndme de l'organisme hote.

Knock-out

En biologie moléculaire, le knock-out, en frangais «
invalidation génique », est l'inactivation totale d'un géne. Ce
terme fut initialement utilisé pour décrire la création de souris
transgéniques chez qui un géne est invalidé par recombinaison
homologue.

Knockt-in

Le knock-in est une technique de biologie moléculaire
permettant d'étudier le réle d'un géne. Le knock-in consiste a
invalider un gene et de le remplacer par un autre gene, ou par
un gene modifié. L'organisme synthétise le nouveau gene et
l'assimile.

Locus

En génétique, un locus (pluriel «locus» ou «loci») est une
position fixe (d'un géne ou d'un marqueur génétique) sur un
chromosome.

Maladie monogénique

Les maladies monogéniques résultent d'une mutation qui
affecte un seul géne. Parmi ces maladies, on peut citer la
mucoviscidose également appelé fibrose kystique du pancréas.

Maladie héréditaire

Altération de I'état de santé transmissible aux descendants par
les gametes (cellules reproductrices) et résultant de la mutation
(modification pathologique) d'un ou de plusieurs génes.

Opéron

Un opeéron est une unité d'ADN fonctionnelle regroupant des
genes qui opérent sous le signal d'un méme promoteur, une
section d’ADN qui déclenche leur transcription. Les genes sont
ainsi transcrits en ARN messager ensemble et concourent a la
réalisation d'une méme fonction physiologique.

Promoteur

Séquence d'ADN favorisant l'initiation de la transcription et, le
plus souvent, située en amont de la partie transcrite des génes.

Plasmide

un plasmide est une molécule d'ADN distincte de I'ADN
chromosomique, capable de réplication autonome et non
essentielle a la survie de la cellule. Les plasmides sont
bicaténaires (constitués de deux brins complémentaires) et
généralement circulaires.

Rétrovirus

est un virus dont le génome est constitué d’ARN et dont le
cycle viral comprend une étape de rétrotranscription au cours
de laquelle un ADN est produit a partir de cet ARN. ... Cet
ADN complémentaire du génome viral s'integre dans le




génome de la cellule-hote

Systéme immunitaire
adaptatif

permet d'amplifier la réponse immunitaire et confere a la fois
une réponse spécifique a l'antigéne, et donc particulierement
adaptée a l'agent infectieux, et une réponse mémoire
permettant une élimination plus efficace du méme agent
infectieux si | 'organisme y est de nouveau confronté

trasposon

est une séquence d'ADN capable de se déplacer de maniere
autonome dans un génome, par un mecanisme appelé
transposition. Cette transposition est rendue possible sous
I'effet d'une enzyme, la transposase. Cette transposase coupe la
chaine d'’ADN, qui est ensuite réparee.




Résumé

La drépanocytose (SCD) est une maladie causée par une mutation du géne de la B-globine (HBB), plus
précisément a cause d’un polymorphisme nucléotidique ou le géne muté deviendra (HbS).

Cette pathologie touche des millions de personnes dans le monde et se transmet selon un mode autosomique
récessif, le seul traitement curatif disponible est la greffe de la moelle osseuse, qui est une intervention
colteuse et risqué car elle peut engendrer des complications et effets indésirables.

Une stratégie curative pour les B-hémoglobinopathies permet grace a la correction génique par le systeme
CRISPR Cas9, donc que peut-on savoir sur cette technologie et quels sont ces composants ?

Le but de ce travail (Modélisation in silico de I’implication du géne HBS dans la drépanocytose avec
CRISPR-cas9) est de faire une étude in silico par outils bioinformatiques sur la mutation qui cause cette
maladie, suite a cela et aprés avoir obtenu récolte de la séquence d’intérét par le BLAST n (alignement
nucléotidique), 'utilisation d’ORF FINDER pour connaitre les différents cadre de lecture du géne HBB,
’utilisation de swis-model nous permet de faire une modélisation de la structure tridimensionnelle de la
proteine du géne HBB, et aprés I’obtention la séquence d’intérét (séquence qui conduit a la drépanocytose)
nous ferons une conception par la plateforme Benchling composée de plusieurs outils qui permettent
d’appliquer des conceptions sur les composants du syst¢éme CRISPR (L’ARN guide et ’endonucléase cas9,
le vecteur plasmidique et I’ADN recombinant pour la réparation homologue). A cet effet, nous estimons que
les résultats obtenus de cette recherche comporterons tous les éléments essentiels pour débuter la

manipulation expérimentale in-vitro d'une thérapie génique sur des patients atteints de la drépanocytose.

Mots Clés : CRISPR-Cas9, Drépanocytose, HBB, Béta-globine, CRISPR, in silico, thérapie génique



Abstract

Sickle cell disease (SCD) is a condition caused by a mutation in the B-globin (HBB) gene, specifically due to
a nucleotide polymorphism where the mutated gene becomes (HbS). This pathology affects millions of
people around the world and is transmitted in an autosomal recessive mode; the only curative treatment
available is a bone marrow transplant, which is an expensive and risky procedure because it can cause
complications and adverse effects. A curative strategy for p-hemoglobinopathies would be through gene
correction by the CRISPR Cas9 system, but what is this technology; and what are these components?

The goal of this study (In silico modeling of the involvement of the HBS gene in sickle cell disease with
CRISPR-cas9) is to make an in silico study using bioinformatic tools of the mutation that causes this disease,
harvesting the sequence of interest by the BLAST n (nucleotide alignment), the use of ORF FINDER to know
the different reading frames of the HBB gene, the use of swiss-model which allows us to model the three-
dimensional structure of the protein of the HBB gene , then after having had the sequence of interest
(sequence which leads to sickle cell anemia) we will make a design by the Benchling platform which is
composed of several tools which allow to make designs of the components of the CRISPR system (RNA
guides and endonuclease cas9) vector (plasmid) and recombinant DNA for homologous repair. Towards the
end, the results obtained from this research will include all the essential elements to begin the in-vitro
experimental manipulation of a gene therapy on patients with sickle cell disease and really know if it is

possible to cure them using our method of génotherapy.

Keywords: CRISPR-Cas9, Sickle cell disease, HBB, Beta-globin, CRISPR, in silico, gene therapy
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Introduction

La drépanocytose (SCD) est un terme générique utilisé pour divers troubles génétiques
heéréditaires qui entrainent une malformation de la structure des protéines de I'nemoglobine,
conduisant a des globules rouges anormaux en forme de faucille et a un large éventail d'autres
pathologies cliniques. La drépanocytose affecte 70 000 & 100 000 personnes aux Etats-Unis
(Hassell, 2010) et environ 300 000 nouveau-nés dans le monde chaque année (Piel, Steinberg
and Rees, 2017) ce qui en fait I'une des maladies monogéniques les plus courantes. Aux
Etats-Unis, la durée de vie médiane des patients SCD est de 42 ans pour les femmes et de 38
ans pour les hommes (Lanzkron, Patrick Carroll and Haywood, 2013) . Depuis
I'identification de la mutation monogénique causale en 1956 par V.M. Ingram (Ingram, 1956)
la génetique et la régulation des genes impliqués ont fait l'objet de recherches intensives. La
SCD est causée par I'néritage de deux copies anormales du gene de la B-globine (HBB), dont
au moins une est la variante de I'némoglobine S (HbS). La présence de deux copies du gene
HbS (HbSS) provoque I'anémie falciforme, le cas le plus grave par rapport a I'hétérozygotie
composée (Frenette et al., 2007). La variante HbS est le résultat d'une substitution
nucléotidique unique de A a T dans le codon pour le sixieme acide aminé dans la protéine -
globine, une sous-unité de la protéine hemoglobine tétramérique transportant l'oxygene
(0e2B2) dans les globules rouges (Frenette et al., 2007). Cette mutation ponctuelle convertit
un acide glutamique hydrophile en une valine hydrophobe en position six dans la B-globine,
conduisant a un repliement anormal de I'hémoglobine. L'hémoglobine HbS qui en résulte a
tendance a polymériser et a s'agréger, transformant les globules rouges en cellules rigides en
forme de faucille. Ces cellules inflexibles ont tendance a se coller les unes aux autres et aux
parois des vaisseaux sanguins, provoquant une vaso-occlusion, ce qui ralentit le flux sanguin
et diminue l'apport d'oxygene aux tissus. Une telle mauvaise circulation sanguine peut
endommager les organes et entrainer beaucoup de complications. Malheureusement il n'y a
pas encore de remede universel; cependant, des traitements de soutien pour aider a réduire les
complications de la maladie sont disponibles. Ces traitements comprennent les transfusions
sanguines, les thérapies préventives telles que la prophylaxie a la pénicilline et la vaccination
antipneumococcique, et la thérapie a I'nydroxyurée, qui diminue la polymérisation de I'HbS en
augmentant les taux d'’hémoglobine feetale (HbF) (Aliyu and Tumblin, 2005). Compte tenu
du fait que toutes les cellules sanguines sont dérivées de cellules souches hématopoiétiques
(CSH), le seul traitement curatif disponible pour la drépanocytose a été la transplantation de

cellules souches hématopoiétiques (HSCT) allogénique de donneurs sains pour reconstituer le
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corps du patient avec des cellules sanguines saines (Shenoy, 2011). Cependant, méme si la
GCSH, mais cette méthode n'est pas disponible pour tous les patients en raison de la rare
disponibilité de donneurs appariés et des effets secondaires associés, y compris a long terme
toxicités telles que l'infertilité et les endocrinopathies. Pour guérir des maladies monogéniques
comme les SCD pour lesquelles la mutation causale est déja identifiée, une autre approche
prometteuse serait de corriger directement la mutation au niveau du locus endogene sans avoir
besoin de I'expression d'un gene exogene. Une telle thérapie basée sur I'édition génique
précise pourrait offrir une alternative plus slre aux thérapies basées sur I'expression
transgénique actuelles grace a la technologie communément appelées (CRISPR / Cas9);
groupement régulier de courtes répétitions palindromiques espacées (CRISPR) - proteine
associée a Cas9. Le but de ce mémoire est I'étude de la technologie CRISPR / Cas9 pour
analyser la mutation HbS responsable de la drépanocytose et proposer une stratégie

thérapeutiques potentielle.
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1. Généralités sur le CRISPR-Cas9

1.1. Historique

1.1.1. Origine du CRISPR

En 1987, Ishino et coll. observent, aprés la séquence du géne iap dans le génome
d’Escherichia coli, une structure constituée de la répétition de cinq séquences conservées de
29 nucléotides, séparées par des espaceurs ou spacers uniques de 32 nucléotides. Une seconde
¢tude par cette méme €quipe montre que cette séquence n’est pas codante et qu’elle est
retrouvée dans d’autres especes proches. Aucune fonction ne lui est attribuée. Des structures
similaires sont observées au cours des dix années suivantes par différentes équipes, chez des
bactéries et des arches. L’acronyme CRISPR pour Cluster of Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats est propose par Jansen et coll. en 2002 Les répétitions, appelées DR «
direct repeat », semblent posséder un palindrome qui pourrait leur conferer un role biologique
(fig.1). L’étude publiée en 2002 par Tang et coll. démontre que la structure répétée est
transcrite abondamment chez Archaeglobus fulgidus. Au cours de I’exploration de petits
ARN, souvent impliqués dans la régulation de I’expression de génes, les auteurs observent des
ARN d’une taille correspondant a un DR plus un spacer, ainsi que des multiples de ces ARN
et hybridant a différentes positions sur trois locus CRISPR Ils en concluent qu’un long
transcrit précurseur est maturé par coupures progressives en petits ARN et proposent
I’hypothése selon laquelle ces molécules pourraient jouer un role dans le fonctionnement du
CRISPR. Cette observation sera faite chez d’autres especes confirmant I’importance de

I’étape de transcription. (Christine, 2018)

1.1.2. Génes cas

En 2002, Jansen et coll. montrent I’existence d’un groupe de genes particuliers toujours
situés pres d’un CRISPR, et les appellent génes cas pour CRISPR-associated L’étude montre
que dans un génome possédant plusieurs CRISPR avec le méme DR, un seul est associé au
groupe de genes cas. L’équipe décrit également le leader, une séquence flanquant le CRISPR
sur un c6té et possédant un motif TATA, et qui sera plus tard identifié comme le promoteur
pour la transcription du CRISPR. (Christine, 2018)
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1.1.3. Origine des spacers

En 2005 sont publiées trois études montrant de maniére indépendante que les spacers
correspondent majoritairement a des séquences virales ou plasmidiques, Deux des études in
silico explorent les séquences génomiques procaryotes disponibles et réussissent a assigner
une origine probable a 2 % des spacers par homologie de séquence Bolotin et coll. décrivent
de plus la présence d’une courte séquence Pu-Py-A-A proche de la séquence homologue du
spacer, appelée protospacer, et qui s’aligne avec la fin du DR (...ACAAC) chez
Streptococcus thermophilus. Cette séquence sera a nouveau décrite en 2008, puis appelée
Protospacer Adjacent Motif ou PAM en 2009, Les nombreuses études effectuées depuis la
découverte d’'un CRISPR en 1987 ont permis d’établir que le systéme CRISPR-Cas est un
mécanisme d’immunité adaptative chez les procaryotes L'utilisation de la bioinformatique va
puiser dans les données de génomique de divers espéces Pour analyser de nombreux fonctions

et traitements biologiques. (Christine, 2018)

Thermofilum pendens GTATCAACAACGAATGAGTTG A@ 25pb

Verminephrobacter eiseniae TTTCTGAGCTGCCTATCC MTG@ZSD!&

Corynebacterium glutamicum GGAAATACCTCCGCGTGTGCGGAGAAGAG 29pb

Desulfotomaculum reducens GTCAAAACACAAAATAATTCCCTTTGGG AATTGA@ 37pb

Azoarcus sp. GCATCGCCCCTCGGTGACGGGGGGC GTGGATTG@ 37pb
Flavobacterium psychrophilum EGGTAATTATAAG CTAAAATACAATTTTGAAAG CAATTCAC@ 46pb

Figure 1 : Diversité des sequences DR. Séquences du DR de six CRISPR appartenant a
différentes especes bactériennes. Le palindrome est surligné et la séquence 3’ terminale

AAC/G est entourée. (Christine, 2018)

1.2. Définition

Le systtme CRISPR-Cas est constitu¢ du locus CRISPR, de I’anglais clustered
regularly interspaced short palindromic repeats, et de genes cas (CRISPR-associated). Ce
locus (fig.2) est composé de courtes séquences nucléotidiques répétées (appelées répétitions)
intercalées de courtes séquences nucléotidiques variables et souvent uniques (appelées
espaceurs, de I’anglais spacers) (Croteau Félix , Geneviéve . Rousseau, 2018) , La taille des

courtes répétitions varie selon les especes microbiennes, mais elles sont habituellement de 20
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a 50 paires de base et leurs séquences peuvent partiellement former des structures
palindromiques ,ces répétitions flanquent des espaceurs de tailles comparables, mais dont les
séquences nucléotidiques sont souvent propres a chaque souche microbienne (Croteau Félix ,
Geneviéve . Rousseau, 2018). CRISPR-Cas est un systeme immunitaire adaptatif utilisé par
de nombreux microbes pour se défendre contre I’invasion d’acides nucléiques tels que les
génomes viraux et autres éléments génétiques mobiles. Le systeme microbien utilise son locus
CRISPR pour stocker de I’information génétique afin de produire des ARN guides. Ces
derniers, de concert avec des endonucléases (Cas), empéchent des invasions futures (Croteau
Félix , Geneviéve . Rousseau, 2018).

Spacer
Geénes cas j
— P p )| > L
DR

Figure 2 : Représentation schématique d’un locus du systeme CRISPR- Cas.

Le groupe de genes cas est suivi du leader représenté par une boite marquée L et d’une
succession de séquences DR (losanges noirs) séparés par les spacers (rectangles
colorés).(Christine, 2018).

1.3. Difféerents types de systemes CRISPR-Cas

Il existe 3 types principaux (fig.3) du systeme CRISPR-Cas de I'immunité adaptative qui
different par :

- les répertoires de genes associés aux CRISPR (répertoires de cas géenes)
- l'organisation des opérons cas

- la structure des répétitions au sein des matrices CRISPR (Jiang and Marraffini,
2015)
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Figure 3 : Differentes types du systeme de CRISPR (Jiang and Marraffini, 2015)

1.3.1. Systéemes CRISPR-Cas de types |

Utilisent des complexes multi-protéiques pour le ciblage guidé par le crRNA.

-endoribonucléases de la famille Cas6 : clivage du pre-crRNA et biogenése des crRNA des

systemes de types I-A, I-B, I-D, I-E et I-F (fig.4)

-endoribonucléase Casbd : clivage du pre-crRNA et biogenése des crRNA des systemes de

type I-C

-Chez Escherichia coli, les crRNAs sont incorporés dans un complexe multimérique

appelée Cascade, complexe associé a CRISPR pour la défense antivirale), systeme CRISPR-

Cas de type I-E nécessaire pour la protection contre les bactériophages.
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Type I-A

[csa5 [cassat (casa2]>[ cas > [cassay | cas3 > [casa )y [cass D[ castiz >[ csal > momm
Type I-B

[ cassb >[ cas7 >[cass | cass > cast >lasd)| cas4>m
Type I-C

BB [ o > [T > >[as [ et >ksd (MK

Type I-D

fassdy [ cass > cas0d___>>[ csc2 >[osety(cast H[ cast >m
Type I-E

ot > [epaco[mp[ ms > [Cai Sk KM
Type I-F

[esy ) [esy2d[esya D[ caszcass  >[ cast >[cast )W

Figure 4 : Schéema représente la composition des génes cas des systemes CRISPR-Cas de
types I-A a I-F (Charpentier et al., 2015)

1.3.2. Systemes CRISPR-Cas de types |1

Ce sont les plus simples (fig.5) : un petit ARN agissant en trans appelé tracrRNA (trans-
activating small RNA) s‘apparie avec chaque répétition du pre-crRNA pour former un ARN
double brin [tracrRNA:crRNA] clivé par la RNase 111 en présence de I'endonucléase Cas9. Ils

génerent des cassures double brin dans I'ADN invasif.

Type II-A

T — [ @9 SED[z D[ st >l ¢
Type II-B

@ ................... | cas4 >| cas1 >lcas2> ‘ Q j ‘ ’
Type II-C

D S R = NI Y ) 10 1 0 0 )

Figure 5 : Schéma représente la composition des genes cas des systémes CRISPR-Cas de
types 11-A a II-C (Charpentier et al., 2015).
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1.3.3. Systemes de types 111

Ce sont les plus complexes (fig.6). Ces locis contiennent des génes codant des protéines
Casl0 et des modules Csm (pour le type Il1-A) ou Cmr (pour le type I11-B) qui forment
ensemble les complexes de ciblage [Cas10-Csm] ou [Cas10-Cmr]. Comme dans les systemes
de types I, le clivage du pre-crRNA est réalisée par Cas6. Cependant, I'endonucléase Cas6 ne
fait pas partie du complexe Casl0. Les systemes de types Il ont deux caractéristiques : la
transcription de la cible est nécessaire pour I'immunité et les deux cibles d’/ADN sont clivées.
(Jiang and Marraffini, 2015)

Type llI-A

|caS6> | csmi (cas10)>|csm2>|csm3>|csm4>|csm5>| csmé >| cas1 >|casz>m<>.m<>.
Type IlI-B

|cas6> |cmr1>| cmr2 (cas10)>|cmr3>|cmr4>|cmr5>| cmré >| cas1 >Ica52>m<»“<>.<>'

Figure 6 : Schéma represente la composition des genes cas des systemes CRISPR-Cas de
types I11-A et 111-B (Charpentier et al., 2015)

1.4. Motifs PAM

Les séquences répétées (repeats) du locus CRISPR sont séparées par de courtes séquences
d’ADN non répétitif - les séquences espaceurs (spacers) - qui proviennent de I'ADN invasif
d'un plasmide ou d'un virus lors de la phase d'adaptation. Lors de l'interférence, la séquence
nucléotidique espaceur (portée par le crRNA) doit étre identique a une séquence du génome
de ce plasmide ou de ce virus appelée proto-espaceur (protospacer - environ 20 nucléotides)
afin que le complexe CRISPR-Cas bloque la réplication de I'ADN invasif. Dans les systemes
CRISPR-Cas de types I, de types Il, il existe une séquence possédant un motif conservé qui
suit immédiatement la séquence cible proto-espaceur. Cette séquence de I'ADN invasif de 2 a
5 nucléotides est appelée motif adjacent au proto-espaceur (Protospacer Adjacent Motif -
PAM).(Anders et al., 2014)
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-nécessaire a l'acquisition des séquences espaceurs.

-nécessaire a I'endonucléase Cas9 pour fixer 'ADN cible.

-nécessaire au phénomeéne d'interférence.

SpCas9 target

l EETETHHBIIE
-llmj_]lI ILJIHI]ELJIII

PAM

20 nt protospacer

Figure 7 : Motif adjacent au proto-espaceur (Protospacer Adjacent Motif - PAM).

(Siksnys and Gasiunas, 2016)

Tableau I: Différentes especes et leurs (Protospacer Adjacent Motif - PAM). (Anders

et al., 2014)

Espéce et type d'endonucléase Cas9

Motif PAM — N : désigne n'importe quel nucléotide

Streptococcus pyogenes (SpCas9) - Type 1A

SpCas9 reconnait le motif PAM 5'-NGG-3' située a 3
paires de base en 3' du site de clivage sur le brin

d’ADN non complémentaire.

SpCas9 - D1135E NGG

SpCas9 - VRER NGCG

SpCas9 - EQR NGAG

SpCas9 - VQR NGAN ou NGNG

Streptococcus mutans - Type A NGG
Streptococcus thermophilus B - Type A NNAAAAW

Staphylococcus aureus - SaCas9

NNGRRT ou NNGRR(N)

Treponema denticola - Type I1A NAAAAC
Lactobacillus buchneri - Type 1A NAAAAN
Francisella novicida - Type 11B NG

Neisseria meningitidis - Type I1C NNNNGATT
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1.5. Endonucleases Cas9

L'endonucléase Cas9 de Streptococcus pyogenes (SpyCas9) est spécifique des systemes

de type I1-A, Elle contient deux domaine nucléase trés conservés (RuvC) et (HNH). (Fig.8)

Le domaine RuvC est constitué de trois segments discontinus (RuvC-I a RuvC-III) :
acides aminés 1 - 59, 718 - 769 et 909 - 1098) avec un lobe a-hélicoidal inséré entre le
premier et le deuxiéme segment, le domaine HNH (acides aminés 775 - 908) est inséré entre
le deuxiéme et le troisieme segment, elle contient aussi et domaine (Arg) région riche
en arginine, domaine Topo-homologie, domaine C-terminal CTD (acides aminés 1099 - 1368)

qui est impliqué dans la fixation du motif PAM (Jinek et al., 2014)

Nuclease domain lobe

718 765 925 1102 1200 1368

| | |
[Ruve:l LT RuvC-lll CTD

a-helical lobe

S. pyogenes Cas9 (SpyCas9)

Figure08 : Schéma de la séquence polypeptidique et de l'organisation du domaine pour
le type 11-A Protéine Cas9 de S. pyogenes (SpyCas9). (Jinek et al., 2014)

1.6. Mécanisme du systeme CRISPR/Cas

Comme mentionné précédemment, les bactéries et les archaebactéries utilisent le
systeme CRISPR/Cas pour se protéger contre I'invasion d'/ADN étranger, tel que I'ADN viral.
Trois types de systemes CRISPR/Cas (I-111) ont été identifiés, le systeme de type 1l étant le
mieux caractérisé. Dans le systeme de type I, de courtes séquences non répétitives appelées
(spacers) sont intégrées dans chaque locus CRISPR. Ces (espaceurs) sont des vestiges d'une
précédente invasion virale et servent de mémoire moléculaire qui peut étre mobilisée pour
améliorer l'issue de futures attaques (fig.9). Les espaceurs sont transcrits en ARN CRISPR
(crRNA) et shybrident avec une autre molécule d'ARN, le crRNA transactivateur
(tracrRNAS), pour former un complexe pré-crRNA-tracrRNA. Le traitement enzymatique

produit une molécule mature de crRNA-tracrRNA ayant une homologie avec les séquences

11
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virales qui guident la protéine de nucléase Cas pour couper les deux brins de I'ADN viral et

désactiver le virus (Wang et al., 2015)

- Le systeme CRISPR-Cas passe par trois phases :

a) Phase d'acquisition : aussi appelée d'adaptation, un systeme CRISPR-Cas conserve de
courtes séquences d'ADN invasif (les séquences espaceurs - spacers) comme éléments de
mémoire des génomes des virus et des plasmides rencontrés. (Wang et al., 2015)

Cette phase commence par : La reconnaissance de I'ADN invasif par le complexe [Casl -
Cas2] (fig.10). Elle est suivie par le clivage de la séquence proto-espaceur (30 a 40 paires de
base selon le systeme CRISPR-Cas). Le complexe [Casl - Cas2] catalyse cette reaction via un
mécanisme d'intégration nucléophile directe, semblable a celui des intégrases et des enzymes
transposases des rétrovirus. La séquence espaceur est intégrée entre la sequence de téte
(leader sequence) et la premiére séquence répétee de la matrice CRISPR. L'intégration de la
séquence espaceur est couplée a la duplication de la séquence répétée adjacente. L'activité
endonuclease de Cas2 n'intervient pas dans l'acquisition : la fonction principale de I'enzyme

Cas2 est de former un échafaudage non catalytique au sein du complexe [Casl1-Cas2].

b) Phase de transcription - maturation : la matrice CRISPR (ensemble des séquences
répétées - repeats - et des séquences espaceurs) est transcrite en un long transcrit primaire
appelé pre-crRNA. Celui-ci est maturé en un ensemble de courts fragments d'’ARN appelés
crRNAs (CRISPR RNAS) : chacun d'entre eux contient une séquence unique complémentaire
d'un fragment d'’ADN invasif. (Wang et al., 2015)

c) Phase d'interférence : Les crRNAs sont utilisés comme ARN guide des protéines Cas
pour cibler et hydrolyser 'ADN apparenté de virus ou de plasmides invasifs lors de nouvelles
infections. (Wang et al., 2015)

12
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Adaptation

Cast1-Cas2 Integration of
protospacer

cas operon CRISPR array

crBENA Maturation 1
s g U3
pre-crRNA

Processing of Cas proten
pre-crilRNA or cellular
nbonucliease
Mature crRNA
& L e—— -

Interference l 77N

Invading
DNA

Target cleavage

Figure 9 : Mécanisme et étapes du systeme CRISPR-Cas. (Hille et al., 2018)

Figure 10 : Structure du complexe [Casl - Cas2] de Escherichia coli lié a une séquence
d'ADN proto-espaceur constitué de 4 enzymes Casl et 2 enzymes Cas2. (Wang et al., 2015)
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1.7. Mécanisme de réparation

Les cassures du double brin d’ADN produites par la Cas9 peuvent é&tre réparées
spontanément par jonction d’extrémités non-homologues (en anglais, non homologous end
joining, NHEJ) ou en présence d’une séquence d’ADN donneur, par recombinaison
homologue (en anglais, homology directed repair, HDR) (Fig.11). Cet ADN donneur doit
contenir, de chaque c6té de la coupure de ’ADN ciblé, des séquences homologues allant de
50 a 2000 nucléotides. Entre ces deux séquences homologues, I’ADN donneur peut comporter
une longue séquence de nucléotides a introduire dans le géne ciblé. Cette partie de I’ADN
donneur permet ainsi d’induire une mutation d’un ou plusieurs nucléotides dans le gene qui a

été ciblé, ou d’introduire des segments de geéne qui en sont absents (Tremblay, 2015)

‘ TCAGO CTCCT TTCOATCATC GOTCT TOCET COATTY AATCCCE
A :

ASGTCC OAGOAAASCT ASTAGCCAGAACOSAGCTAATC CASS

x Endonucléase

TCAGQ CTCCT TTCOATEATYSE SOTET TACET COATT AATYCESE
ASTCC GASOEAAASET AT AN CCASAACHESASETAATEASS

Recombinaison non homologue

TCAGO CTCCY TICOA TECTCY TEOCCT COATT AATCC
-
»

=P Micro-délétion
ASGTCC GAGEAALSET ADASAACESASECETAALATECEASS

- b

TCAGO CTCCY TTCOATCATE AAATT SO TET TOCET COATT AAYCE TS
~

g Micro-insertion

AGTCC GAGOAALAGECT AGTASGS TTTAACCASAACOESSAGCETANATCASS

x Endonucléase

l — ADN donneur

Figurell : Systéme de reparation chez les eucaryotes (non homologous end joining, NHEJ)
et (homology directed repair, HDR) (Tremblay, 2015)
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1.8. Edition des genes

En raison de sa simplicité et des possibilités d'adaptation, la technique CRISPR est
rapidement devenue la plus populaire pour I'ingénierie des génomes. Elle nécessite un ARN
specifique pour recruter et diriger I'activité nucléase de Cas9 vers la séquence d'ADN cible du
gene d'intérét pour induire des cassures double brin dans ’ADN. Cela permet de modifier
spécifiquement le gene ciblé dans des cellules de plantes, d’animaux et d’humains. Des
variantes de la technique permettent également de réduire ou d’augmenter 1’expression d’un
géne choisi. Cette technologie peut donc étre utilisée non seulement pour permettre de
comprendre le role d’un gene, mais aussi de développer des thérapies pour des maladies
héréditaires et acquises. Cet ARN guide est : -Soit constitué du tracrRNA plus un crRNA,
tous les deux synthétisés chimiquement. -Soit un ARN guide unique (single guide RNA-
sgRNA) qui correspond au tracrRNA et au crRNA en une seule construction (Croteau Felix ,

Geneviéve . Rousseau, 2018)
1.9. Conception de ’ARN guide

Une sequence d'ADN genomique de 20 nucléotides est choisie dans le géne que I'on souhaite
cibler. Par exemple, pour I'extinction d'un gene, on choisit une séquence cible située
entierement dans un exon constitutif du gene codant. Cette séquence cible doit se situer
immédiatement avant le motif PAM (NGG) (fig.12) : la séquence cible peut donc étre choisie
sur I'un ou l'autre des 2 brins d’/ADN a condition qu'elle soit suivie du motif PAM. (Kim and
Kim, 2014)

Cas9

> CERCRFCchrEEEREEFEERRFEREFREEE TEEACACARCEATETEAT 3 Non-complementary strand
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Stem—loop 3 N

sgRNA
Stem-loop 2

EEECIEEEEIEIEIES
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s [lea[cA[T[C[e[a[T[S[TC[ACICITIC[CAlATTSIAIST[A}-on 3 M?I?I?I?[j?lel?ll}l?l{\l{nl?l?l{tl’}‘]?]'}‘l?lfl?] 3
s [CleElerRlelerachlexcleRlceT AT cRT ® 5 3 on-{clelcalclclTe T[T T[c c[TAlc[Ale[T[A] 5

Figurel2 : Représentation schématique des nucléases guidées par I'ARNg (Kim and Kim,
2014)
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1.10. Types de cas9

La cas9 sauvage a été modifié en conséquence, de sorte que jusqu'a présent nous avons trois

types de cas9 basés sur sa fonction. (Sander and Joung, 2014)
1) La cas 9 sauvage : induire des ruptures double brins, utilisé pour le knockout.

2) Dead cas9 (dcas9) : pas de coupure, utilisé pour le knock-down (répression) et le knock-in
(activation), basé sur l'utilisation de plasmide pour cibler deux domaines (KRAB : domaines

de répression transcriptionnelle et VP64 : domaine activateur de transcription)

3) Nickase : elle induit des cassures a un seul brin. (Modifier la fonction d’un gene)

1.11. Limitations du CRISPR-cas9

Il est difficile de délivrer le matériel CRISPR / Cas aux cellules matures en grand nombre, ce
qui reste un probléme pour de nombreuses applications cliniques. Les vecteurs viraux sont la
méthode d'administration la plus courante, et n'est pas 100% efficace, donc méme les cellules
qui absorbent CRISPR / Cas peuvent ne pas avoir d'activité d'édition du génome. Il n'est pas
précis a 100%, et les modifications «hors cible» off-targets, bien que rares, peuvent avoir de

graves conséquences, en particulier dans les applications cliniques. (Tremblay, 2015)

1.12. Avenir de CRISPR

Les applications futures de la technologie CRISPR sont essentiellement aussi infinies que les
formes de vie elles-mémes. Alors que les initiatives actuelles sont principalement axées sur la
thérapeutique ou la technologie alimentaire, il existe également des applications moins
importantes mais trés réelles du systeme CRISPR-Cas9. (Donohoue, Barrangou and May,
2018)

1.13. Applications de la technologie CRISPR

Les industries touchées par CRISPR comprennent la médecine, l'alimentation, l'agriculture et
I'espace biotechnologique industriel. Parce que le systeme d'édition de génes CRISPR-Cas9

est si facile a fabriquer et a utiliser, les chercheurs de diverses disciplines scientifiques
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peuvent y accéder pour modifier genétiguement l'organisme de leur choix. Produits
pharmaceutiques et biotechnologie: L'avenir de la médecine sera écrit avec CRISPR; en
permettant une identification précise et rapide des cibles génétiques potentielles pour des tests
précliniques efficaces. Parce qu'il peut étre utilisé pour «éliminer» différents génes, CRISPR
offre aux chercheurs un moyen plus rapide et plus abordable d'étudier des centaines de
milliers de genes pour voir lesquels sont affectés par une maladie particuliére. Alimentation et
agriculture: "Si vous avez mangé du yaourt ou du fromage, il est probable que vous ayez
mangé des cellules CRISPR." - Rodolphe Barrangou, ancien scientifique de Danisco et
rédacteur en chef du CRISPR Journal. L'édition de génes peut rendre l'agriculture plus
efficace. Il peut réduire les pénuries alimentaires mondiales pour les cultures de base comme
les pommes de terre et les tomates. Et il peut créer des cultures résilientes, imperméables aux
sécheresses et autres impacts environnementaux. Biotechnologie industrielle: En réorganisant
les microbes a l'aide de CRISPR, les chercheurs peuvent créer de nouveaux matériaux. En
altérant les microbes pour accroitre la diversité, créer de nouveaux matériaux biosources et
fabriquer des biocarburants plus efficaces. Des produits chimiques actifs dans les parfums a
ceux impliqués dans le nettoyage industriel, CRISPR pourrait avoir un grand impact ici en
créant de nouveaux matériaux biologiques plus efficaces. (Donohoue, Barrangou and May,
2018)

2. Drépanocytose

2.1. Définition de la maladie

La drépanocytose (SCD) (fig.13), une des maladies génétiques les plus courantes, est
causée par des mutations du gene HBB codant la sous-unité béta de I'hémoglobine. Apres la
naissance, les tétrameres d'hémoglobine (fig.14) contiennent deux sous-unités alpha et deux
béta globines codées par le gene HBB qui débute son expression chez le nouveau-né. Avant
cela, la béta globine codée par l'un des deux génes HBG qui sont exprimées au stade feetal et
normalement réduites jusqu'a I'inactivité apreés la naissance. Alors qu'une mutation ponctuelle
dans le codon 6 (GAG> GTG), entrainant la substitution de I'acide glutamique a I'acide aminé
valine) dans le géne HBB crée un trait SCD (Cai et al., 2018).
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2.2. Epidémiologie

Partie bibliographique

La prévalence du trait en Europe est estimée a environ 1/150 : en Afrique centrale et de l'ouest

(15-25%), dans les DOM d'Amérique (10-12%) et certaines regions méditerranéennes (1-

15%), une forte prévalence est observée dans les zones étant ou ayant été impaludées, cette

anomalie offrant une protection contre le neuro-paludisme.(Santin, 2013)

Hématies

Circulation
capillaire

Coupe
transversale
d'hématie

Figureld : Circulation des globules rouges HBA normaux et HBS anormaux dans les

vaisseaux sanguins. (Itim et noui, 2017)
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Figurel4: Structure tridimensionnelle de la molécule d’hémoglobine adult

Partie bibliographique

Chaine B4 Chaine o

Héme

Héme

Chaine o4 Chaine B;

Les 4 chaines (globines) formant la molécule
d’hémoglobine

(Itim et noui, 2017)

2.3. Description du géne

(Le géne (HBB) sous-unité béta de I'némoglobine) se trouve au niveau du chromosome 11,

(11p15.4) (fig.15), il contient 3 exons et est régulé par un promoteur 5 ‘adjacent, qui contient

des boites TATA, CAAT et CACCC dupliquées, et un élément régulateur en amont connu

sous le nom de région de contrdle du locus (LCR). HBB est contenu dans le cluster de genes

HBB, qui comprend également les génes codant pour la chaine delta-globine, les chaines

gamma A et G, et HBBP1 (un pseudo-géne HBB) et epsilon. (Wong, 2006)
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Figurel5 : Structure du chromosome 11 et la localisation du géne HBB (11p15.4) (Itim et
noui, 2017)

2.4. Protéine béta-globine

Le géne HBB fournit des instructions pour fabriquer une protéine appelée béta-globine. La
béta-globine est un composant (sous-unité) d'une protéine plus grande appelée hémoglobine
(fig.14), qui est située a l'intérieur des globules rouges. Chez I'adulte, I'némoglobine se
compose normalement de quatre sous-unités protéiques: deux sous-unites de béta-globine et
deux sous-unités d'une autre protéine appelée alpha-globine, qui est produite a partir d'un
autre géene appelé HBA. Chacune de ces sous-unités protéiques est attachée (liée) a une
molécule contenant du fer appelée héeme; chaque heme contient une molécule de fer en son
centre qui peut se lier a une molécule d'oxygéne. L'hémoglobine dans les globules rouges se
lie aux molécules d'oxygene dans les poumons. Ces cellules voyagent ensuite dans la

circulation sanguine et fournissent de I'oxygéne aux tissus dans tout le corps (Wong, 2006)
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2.5. Mutations spécifiques de la drépanocytose

La drépanocytose (Hb S/S) causée par la variante homozygote du géne HBB est la cause
la plus courante de cette maladie. Elle est caractérisé par la présence de deux alleles
d'’hémoglobine S (HbS; p.Glu6Val dans HBB) conduisant la substitution de l'acide aminé
d'acide glutamique en valine (fig.16) et (fig.17). Cette substitution entraine la formation de
polymeéres moléculaires insolubles qui s'agregent aux globules rouges les déformant (figure
18), les rendant cassants et augmentant l'adhérence a l'endothélium. Cela peut entrainer une
occlusion veineuse, une diminution de la perfusion tissulaire et une ischémie; qui contribuent
a un dysfonctionnement multi-organique L'hémoglobine polymérisée est également nocive
pour la membrane des globules rouges, entrainant une déshydratation cellulaire, des
dommages oxydatifs et une adhérence accrue aux cellules endothéliales. Les autres facteurs
contribuant a la physiopathologie de la drépanocytose comprennent: la leucocytose
(entrainant une production accrue de cytokines nuisibles et une altération du flux sanguin),
des anomalies de la coagulation et une régulation vasculaire anormale. Le résultat net de ces
anomalies est un raccourcissement de la durée de vie des globules rouges ou une hémolyse et
une occlusion vasculaire intermittente et un état d'inflammation chronique. La gravité des
manifestations de la maladie varie, méme chez les individus présentant les mémes variantes
pathogenes de 'HBB. (Wong, 2006)

r&mdoodnum

DNA CAC GTG GAC TGA GGA c{[ic cTeC
MU TG CAC CTG ACT CCT GAG GAG

2

normal

DNA CAC GTG GAC TGA 6G6A clc crtc
WQUEX® TG CAC CTG ACT CCT GEG GAG

e —

\

mutant

Figure 16 : Drépanocytose au niveau du génotype (Itim et noui, 2017)
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chaine B

de rhémoglobine HoA :  (Val)—(His)
(individu normal)

chaine B

de I'hémoglobine HbS :
(individu atteint de
drépanocytose)

Figure 17 : Drépanocytose au phénotype moléculaire (Itim et noui, 2017)
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Figure 18 : Schéma physiopathologique de la drépanocytose (Itim et noui,2017)

On explique la polymérisation de la désoxyhémoglobine S par le fait que la valine n°6 est un
résidu hydrophobe qui remplace un acide aminé hydrophile, I'acide glutamique. Les globines
étant entourées par un film d'eau, la présence d'un site hydrophobe crée un point de "collage™
entre 2 molécules d'hémoglobines voisines. Celui-ci s'établit entre la leucine 88 et la
phénylalanine 85 d'une chaine alpha d'une molécule d'hémoglobine et la valine 6 de la chaine

b de I'némoglobine voisine, d'ou création d'une structure cristalline en fibres. (Bender, 2020)
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2.6. Mode de transmission
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La drépanocytose (SCD) est héritée de maniere autosomique récessive. (Wong, 2006)

2.6.1. Echiquiers de Punnett (tableaux de croisement)

Tableau 11: Le cas de deux parents hétérozygotes (AS)

Gamétes A S
Gameétes ¢ 3
A (AA) (AS)
[A] [A]
S (AS) (SS)
[A] [S]
A Allele sain, S : Allele muté
- 25 % des enfants seront homozygotes malades (SS)
- 50 % des enfants seront hétérozygotes porteurs (AS)
- 25 % des enfants seront normaux (AA)
Tableau 111 : Le cas d’un parent hétérozygote (AS) et ’autre parent normal (AA)
Gametes A A
Gametes ¢ 3
A (AA) (AA)
[A] [A]
S (AS) (AS)
[A] [A]

-50 % des enfants seront porteurs hétérozygotes (AS)

-50 % des enfants seront normaux (AA)
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Tableau IV: Le cas d’un parent homozygote malade (SS) et I’autre parent est normal (AA)

Partie bibliographique

Gameétes A A
Gamétes ¢ Jd
S (AS) (AS)
[A] [A]
s (AS) (AS)
[A] [A]

A : Allele sain, S : Allele muté

-100 % des enfants seront hétérozygotes porteurs (AS)

Tableau V: Le cas d’un parent homozygote (SS) et I’autre parent est hétérozygote (AS)

Gametes A S
Gamétes © J
S (AS) (SS)
[A] [S]
S (AS) (SS)
[A] [S]

A : Allele sain, S : Allele muté
-50 % des enfants seront homozygotes malades (SS)

-50 % des enfants seront hétérozygotes porteurs (AS)
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Tableau VI : Dans le cas de deux parents homozygotes malades (SS):

Gameétes S S
Gametes @ 3
(S9) (SS)
[S] [S]
(S9S) (SS)
[S] [S]

A : Allele sain, S : Allele muté

-100 % des enfants seront homozygotes malades (SS)
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Chapitre 2 Matériels et méthodes

Notre étude est une étude in silico réalisé pendant la période du COVID 19 sur une période
de cing (5) mois allant du mois d’Avril 2020 au mois d’Aout 2020.

Notre principal objectif est une modélisation in silico par les outils d’analyses
bioinformatique de la technologie de CRISPR des séquences modifiées d’un géne responsable
d’une maladie génétique.

Initialement la thématique que nous avions proposée était « I’étude in silico par technologie
CRISPR-cas9 du géne TP53 provoquant I'hépatoblastome ».

Cependant, nous n’avons pas trouvé un modele de technologie CRISPR du gene TPS53
responsable de I'hépatoblastome qui répond a notre méthodologie in silico. Pour cela, notre
travail a éte réorienté vers le gene HBB responsable de la drépanocytose et dont la thematique

s’intitule « Modélisation in silico de ’implication du géne HBS dans la drépanocytose avec

CRISPR-cas9 »

1. Matériel
1.1. Matériel biologique

Les échantillons biologiques de notre travail sont des séquences d’ADN et d’ARNm du
géne HBB ayant le polymorphisme «rs 334 ». Les caractéristiques des donnees sont

représentees par le tableau ci-apres :

Tableau VII : Séquences et I’exon a étudier :

Numéro
Séquence Position d’accession Variant SNP
NCBI
Geéne HBB 5225303 -5227 232 NC_000011.10
ARNMHBB 5 225464 -5 227071 NM_000518.5
Exon 1 1..142 NM_000518.5 €.20A>T (p.Glu6Val) rs334
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Matériel non biologique

Notre étude a nécessité 1'utilisation du matériel informatique (ordinateur portable) et

d’une connexion internet a haut débit.

Afin de réaliser notre étude in silico et répondre a notre problématique, nous avons

utilisés des outils bio-informatiques pour le traitement de nos échantillons moléculaires et qui

sont des bases de données a acces libre (Open Source) nécessitant des interfaces web, des

logiciels, des softwares et des algorithmes. Ces outils sont résumés dans le tableau ? ci apres.

TableauV 111 : outils bioinformatiques utilisés

Bases de

données

But

d’utilisation

url

NCBI

Recherche de
séquences et études

cliniques

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

ORF Finder

Analyse,
reconnaissance du

cadre de lecture

https://www.bioinformatics.org/sms2/orf find.html

Swiss model

Analyse, modélisation
tridimensionnel  des

protéines

https://swissmodel.expasy.org/

BLAST (Basic Local

pour I’alignement des

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Alignement Search | séquences.
Tool)
Benchling Pour faire la | https://www.benchling.com/crispr/
conception des
composants du
CRISPR-Cas9
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2. Méthode

Le protocole de notre étude est schématisé par ’organigramme par la (fig.19) ci-dessous.

NCBI

acquisition des|zequences (ARNin,gene,exon)

ORT finder

analyser et recohaitre le cadre de lecture

BLAST

nucleotidique

alignement des sequences muclleotidiques

Swis model

analyse de Ta sequence proteicque

Benchling

Modelisation
3D

Alignement
proteique

ARNguides

conception des composant CRISPR-Cas9

plasmide

Primer

HR template

Figure 19: Modélisation in silico de I’implication du géne HBS dans la drépanocytose avec

CRISPR-cas9.
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2.1. Obtention des données moléculaires

2.1.1 .Base de données NCBI

Principe

Base de données du National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) est une division du National Institutes of Health (NIH,

institutions nationales pour la recherche médicale et biomédicale des Etats-Unis). NCBI Gene
integre des informations diverses sur les geénes d’un grand nombre d’especes. Cette derniere
conduit des recherches dans la biologie informatique, développe des logiciels pour analyser
des données de génome et fournir des informations biomédicales

Protocol d’analyse

-La premiere étape consiste a interroger la base de données NCBI et écrire notre
requéte dans 1’onglet recherche du moteur de recherche NCBI pour récupérer et
télécharger la séquence de géne HBB et la séquence de I’exon n°1

-La deuxiéme étape consiste a aller vers le lien nucléotide puis insérer le numéro
d’accession.

-Puis nous activons la recherche de la requéte

La figure ci-dessous (fig.20) illustre notre analyse.

-Une fois que la recherche de la séquence est lancee sur la plate-forme NCBI, aprés avoir
cliqueé sur send to; un tableau concernant la requéte demandée est affichée sur la page de

navigation, d’ou on a la possibilité de télécharger les séquences sous format FASTA. (fig.21)
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C & ncbinlm.nih.gov/nuccore/?term= E o B w o :

& NCBI  Ressources @ Comment @) Sign in to NCBI

4
Nucléotide [ruckoie |l oosies]  ogum
A

Avancée

Aidez-moi

COVID-19 est une situation émergente en évolution rapide.
Obtenez les derniéres informations de santé publigue sur CDC: hitps:fiwww.coronavirus. gov .
@ Obtenez les derniéres recherches du NIH: https:/fwww. ovicoronavirus .
Trouvez la documentation, Ia séquence et le contenu clinigue du NCBI SARS-CoV-2- hitps:/iwvw ncbi.nim nih. govisars-cov-2/ -

Nucléotide

La base de données Nucleotide est une collection de séquences provenant de plusieurs sources, dont GenBank,

RefSeq, TPA et PDB. Les données de génome, de géne et de séquence de franscription constituent la base de la
recherche et de la découverte biomédicale

Utilisation de nucléotide Outils nucléotidiques Autres ressources
Guide de démarrage rapide Soumettre & GenBank Accueil GenBank

FAQ LinkOut Accueil RefSeq
Aidez-mai Utilitaires électroniques Gene Home

GenBank FTP EXPLOSION Accueil SRA

RefSeq FTP Baich Entrez INSDC

Figure20 : Utilisation de genebank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

C & ncbinim.nih.gov/nuccore/NM_000518.5

NCBI  Ressources () Comment (¥)

Nucléotide Nuckotde  v||

hercher

Avancée Aidez-moi

COVID-19 est une situation émergente en évolution rapide.
Obtenez les demigres informations de santé publique sur CDC: hitps:/fiwww. coronavirus gov .
® Obtenez les derniéres recherches du NIH: hitps /iwwiw.nih gov/coronavirus -
Trouvez la documentation, |a séquence et le contenu clinique du NCBI SARS-CoV-2: hitps:/hww ncbi.nim nih. gov/sars-cov-2/ .

GenBank « Envoyer a: o .
Changer la région affichée =

Homo sapiens hémoglobine sous-unité béta (HBB), ARNm

Séquence de reférence NCBI- NM_000518.5
Graphiques  FASTA

Personnaliser la vue =

Analysez cette séquence

Aller a: [v] .

Exécutez BLAST

L?CUS NM_@ea513 528.ph ARNm 11"?“,”,?“1 BBJUL—Z?ZB ) Choisir des amorces

DEFINITION Homo sapiens sous-unité béta (HBB) d'hémoglobine, ARMm.

ACCESSION N_0@@518 Mettre en évidence les fonctionnalités de
VERSION NM_9@asls.s séquence

MOTS CLES RefSeq; MANE Sélectionnez.

SOURCE Homo sapiens (humain) Rechercher dans cette séquence

ORGANISME  Home sapienc
Eukaryota; Métazoaires; Chordata; Craniata; Vertébrés; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhinij
Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 & 628)
AUTEURS Chen L, Luo 5, Tang N, Wang Q, Xu Z, Qin L, Wang 1, Zhong Q, Ya 1,
Liu X, Cai R et Huang 1.
TITRE [Analyse des variantes du géne de la béta-globine dans la région de Liuzhou, dans Une carte de référence de linteractome de la
le Guangxi] protéine binaire humaine. [La nature. 2020]
JOURNAL Zhonghua Yi Xue ¥i Chuan Xue Za 7hi 37 (4), 378-383 (2020)
PUBMED 32219817

Afficher dans la visionneuse de données du
génome

Articles sur le géne HBB

[Analyse des variantes du géne de la béta-
alohine dan [Z7hannhia Yi Yua ¥i Chuan Xue 1

Figure2l : Tableau de bord de la requéte sur NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM 000518.5).
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2.2. Alignement par Blast
Principe
Le Blaste est utilisé pour I’alignement entre les différentes

utilisé pour notre étude le BLASTn et le BLASTp.

Protocol d’analyse

-Nous choisissons le type de blast selon le besoin.

Matériels et méthodes

séquences. Nous avons

-Nous choisissons le numéro d’accession ou bien la séquence sous formeFASTA.

-Nous choisissons la base de comparaison.

-Nous langons I’algorithme d’alignement. (Figure22)

&« [¢] 8 blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST SPEC=&LINK_LOC=blasttab
o T Obtenes s demies echarnes i N L&gsm,nmgwﬂnnawms

Trouvez Ia litérature, |3 séquence et imi NCE! SARS-Cov.2: nim.nih, oov-3/

BLAST Nucleotide Standard

‘blisl‘n Dma | blasts | tolastn | tolasts | ‘ 1

Waw BaaQ

Les programmes BLASTN recherchent des bases de données nuck & Pside dune requéte nucléotidique. plus...

Entrer la séquence de requéte

numéro (s) d'accession, gi (s) ou séquence () FASTA & iairJjf Sous-plage de requite &
—_— -
—

Ou, téléchargez Chaisir un fichier | Aucun fichier choisi &
Ie fichier

Profession [Mv_000518:Home sapiens hemaglasin subunt...
Entrez un ftre descriptif pour vaire recherche BLAST @)

[ Alignez deux séquences ou plus &

Choisissez lensemble de recherche

Base de données @ Bases de données standard (nr etc ) OBases de données ARHNr /ITS OBases de dopnées génomique + transeription OBetacoronavirus
[Callzcion de nudotices (nr/ nf @ ‘ 3

Organisme
Facultatf | Dewture (=
Entrez fe nom commun de forganisme. le bindme ou Mdentifiant fiscal. Seuls les 20 meilleurs taxons serort afichés §)
Exclure [ Modéles (M / XP) ] Séquences d'é 15 non cultivées
facultatif
Limiter & [ Séquences 3 partir dun malériau de type
facultatif .
Requéle Entrez | | YouliE) Créer une base de
Facultative Entrez une requéde Entrez pour limiter 13 recherche 6

Sélection du programme
Optimiser pour @® Séquences trés simiaires (mégablast)
O Séquences plus dissemblables (mégablast non contigus)
O Séquences un peu similaires (blastn)
Chosissez un sigorthme BLAST @

IE BLAST ) I Base de ﬂ_4n{ion de nucléotides (nr / nt) utiisant Megablast (Optimiser pour des séquences hautement similaires)

Page de réinitialisation

Les résultats BLAST seront
affichés dans un nouveau 3
format par défaut T [roursad|

Vous peuvez toujours revenir 4 la page
Résultats traditionnels.

Figure22 : Utilisation du blast sur NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn& PAGE TYPE=BlastSearch&LlI

NK LOC=blasthome).
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2.3. ORF Finder
Principe
Algorithme utilisé¢ pour avoir les cadres de lectures ‘Open Frame Read’ de notre
séquence.
Protocol d’analyse
On passe sur la page d’accueil d’ORF Finder
1-nous insérons la séquence.
2-Les ORFs peuvent commencer avec tous les codons.
3-nous cherchons les ORFs dans les cadre de lecture 1,2 et 3 du sensdirect/indirect.
4-ne renvoie que des ORF d'au moins 60 codons de long.
5-nous utilisons le code genetique standard.

6-nous lancon la recherche.

s C @ bioinformatics.org/sms2/orf findhtml m ot @@

S M Suite de manipulation de séquence:
Chercheur ORF

ch;gﬁ;g:s%e formal " ORF Finger recherche les cadres de lecture ouveris (ORF) dans Ia séquence d'ADN que vous entrez. Le programme renvoie la plage de chague ORF, ainsi que sa traduction

“EMEL 4 FASTA protéique. Utilisez ORF Finder pour rechercher de I'ADN nouvellement séquence pour des segmenis codant pour des protéines potentielles. ORF Finder prend en charge I'intégralité
-EMBL Feature Extractor de I'alphabet IUPAC et plusieurs codes génétigues.

-EMEL Trans Extractor

-Filter DNA o N N
~Fitar Protein Collez le texte dans |a zone de texte ci-dessous. La limite d'entrée est de 100 000 000 caractéres
-GenBank to FASTA

e Pt tavor | ATGETECATCTGACTCCT GAGGAGAAGTCTSCCATTACTGCCCTGIGEGE

~GanBank Trans Sxrastor CAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGATGGTGAGGCCCTE6GCAGGCTECTGE

#"“:Jg:;m - TGGTCTACCCTTGRACCCAGAGGT TCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCC

-Range Exwactar Protein ACTCCTGATGCTOTTATOGGCAACCCTAAGETGAAGGCTCATOOCAAGAR

“Reverse Camplement AGTGCTCGETGCCTTTAGTGATEGCCTGECTCACCTGRACAACCTCAAGE S

Jiapes Sxtraclor Froten GCACCTTTGCCACACTGAGTGAGC TGCACTGTGACAAGCTGCACGTGGAT p

“Splt FASTA Soumettre
Trois en un

-ADV\.I dextracteur de fendtre. 2
Frotéine o ' + Les ORF peuvent commencer par: | atg | onijm—

extraction de fenéire

Anslyse de séquence « Rechercher des ORF dans le cadre de lecture |1, 2 et 3 v | sur le | direct v | brin ‘3
e sodons s 6 - Ne renvoyez que les ORF qui sont au moins 60 odons longs. < 4

e motiosaies - Utilisez le [standard (1) v code génétique ~uljmm 5

ADN -DNA Pattern Find
e e * Cette page nécessite JavaScript. Voir la compatibilité du navigateur.
~Fuzzy Search Protein * Vous pouvez reproduire cette page ou I' utiliser hors ligne .
-ldent and Sim
-t Rev Trans. ) o
Ve for Digest nouvelle fenétre | accueil | citation
“ORF Findsr Dim 14}
~Fairwise Align Codans e
-Pairwise Align ADN o
-Pairwise Align Protein
-PCR Primer Stats
-Produits PCR -Protein
WY -Protein |soelectric
Point
-Protein Molecular Weight
-Protein Pattem Find -Protein
Stats.
-Restriction Digest
“Restriction Summary
-Reverse Translate
-Tranzlzte
Figures de séquence
~Color Align Conszrvation
-Color Align Properties
~Groups ONA. ~

Figure23 : Utilisation d’orf finder
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2.4. SWISS-MODEL
Principe
C’est une base de données qui donne des informations concernant notre requéte
(Structure 3D, séquence protéique, alignement multiple...etc)
Protocol d’analyse
On passe sur la page d’accueil de swiss-prot pour commencer la modélisation.
(fig.24)
-On insere la séquence protéique ou bien le numéro d’accession.

-Ensuite on lance la recherche du modeéle.

Start a New Modelling Project @

Target Sequence(s):
(Format must be FASTA

Paste your target sequence(s) or UniProtKB AC L'.e:e

Supported Inputs @

Clustal Sequence(s) -
plain string, or & valid
UnEretB AC) Target-Template Aignment
y User Template v

+ Upload Target Sequence Fiie... INCAEIIES DeepViewProed | +
Project Tt Unted Project
Emal Optional

Search For Templates Build Model
By using the SWISS-MODEL server, you agree to comply with the following terms of use and to cite the corresponding articles.
Figure24 : Utilisation de SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/interactive)
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2.5. Benchling

Principe

C’est une plateforme informatique qui propose des services et outils bioinformatique
qui servent a faire un design (conception) ‘des ARN guides a partir du géne étudié, aussi a
construire le plasmide, les primers (les amorces) et le design de la séquence servant comme

matrice pour la réparation homologue.

Protocol d’analyse

-Tout d’abord il faudra créer votre nouveau projet et le nommer. (Figure 25) (figure26)

Your workspace Is empty!

D Use the navigation bar on the left to
open or create data

Figure25: Création de projet (https://www.benchling.com/crispr/)
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Owner B

Khenfir Souhil

Crispr design Hb-.-l gene

Manage collaborators

Search for 8 user or organization Add collaborator

Create project

Figure26: Introduire les coordonnées personnelles (https://www.benchling.com/crispr/)

-Apres avoir introduit vos coordonnées cliquer sur ‘create project’.
1-ensuite il faut importer la séquence intérét de la banque de donné.
2-mettre I’identifiant de la séquence d’intérét (HBS)

3- clique sur importer (import)
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Chapitre 3 Résultats et discussion

1. Résultats

1.1. Résultat de genbank

Les résultats obtenus sous forme FASTA débutent par une ligne commencant par : le signe «
» il est recommandé que toutes les lignes de texte soient plus courtes que 80 caractéres,
I’identifiant du gene, quelquescommentaires. Puis sur la deuxieme ligne début la chaine de

séquence

La (fig.27) ci-apreés illustre la description de la séquence ARNm du gene HBB répertorié dans
NCBI.

& € # ncbinlm.nih.gov/nuccore/NM_000518.57report=fasta T asw @ % o i
& NCBI  Ressources &) Comment ¥ Sign into NCBI
Nucléotide Nucléotide v| ‘

Avancée Aidez-moi

Le COVID-19 est une situation émergente qui évelue rapidement
Obtenez les derniéres informations de santé publique sur CDC: hitps:/fwww.coronavirus.gov .

0 Obtenez les demiéres recherches du NIH: https:/www.nih.govicoronavirus .
Trouvez la littérature, la séquence et le contenu clinique du NCBI SARS-CoV-2: hitps:/Awww.ncbi.nim.nih. govisars-cov-2/
FASTA » Envoyer &« o o
Changer de région affichée v
Homo sapiens hemoglobine sous-unité beta ( HBB ), ARNm ,
Personnaliser la vue v
Séquence de référence NCBI: NM_000518.5
Graphiques  GenBank
> NM_@@8518.5 Homo sapiens sous-unité béta d'hémoglobine (HBB), ARMm Analysez cette séquence —
ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCARACAGACACCATGGTGCATCTGACTCCTGA Exécutez BLAST
GGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGEGCAAGETGAACGTGRATGAAGTTGGTGATGAGGLLCTGREE
AGGCTGCTGETGETCTACCCTTGRACCCAGAGRTTCTTTGAGTCCTTTROGGATCTGTCCACTCCTRATG Choisir les amorces

CTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGLTCRETACCTTTAGTGATGGCCTGEC

TCACCTGGACAACC TCARGGGCACCTTTCCACACTGAGTGAGCTECACTGTGACAAGC TGCACGTRGAT IMetire en evidence [es fonctionnalics de

CCTGAGAACTTCAGGCTCCTGGCAACGTECTBETCTGTGTGC TGECCCATCACTTTGECARAGAATTCA Sequence

CCCCACCAGTGCAGGCTRCCTATCAGAMAGTEETGECTGGTGTGEC TAATGCCCTGGCCCACAAGTATCA Rechercher dans cefle séquence

CTAGCTCGCTTTCTTRCTGTCCAATTTCTATTARAGGTTCCTTTGTTCCCTAAGTCCAACTACTARACT

GGGEGATATTATGAAGEGCCTTGAGCATC TGRATTCTGCCTAATAMABCATTTATTTTCATTGCAM Afficher dans 2 visionneuse de données
génomiques

Articles sur le gene HBB
Une carte de référence de l'interactome de la 9

Figure27:  Sequence d’ARNm du géne HBB  sous format FASTA
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM 000518.5)

Cette figure nous donne la description de la séquence ARNm du gene HBB répertorié dans
NCBI.
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1.2. Résultats de Blast n : Aprés avoir fait le blast nous obtiendrons une liste de
prédiction des variants par score. Parmi ces séquence la nous en choisirons celle qui posséde
la mutation d’intérét (GAG en GTG)

€« > C @ blastncbinim.nih.gov/Blastcgi B B * o :
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments load ge Col ¥ Show 2]

select all 100sequences selected GenBank Graphics  Distance tree of results

- Max Total Query E Per. .
Dezi e Score Score Cover value | Ident REZElEL

Homo sapiens hemoglobin subunit beta (HBB), mRNA 1160 1160 100% 0.0 100.00% NM_0005185
PREDICTED: Pan troglodytes hemoglobin subunit beta (HBB), mRNA 1155 1155 100% 00 9984% XM 5082424
PREDICTED: Pan paniscus hemoglobin subunit beta (LOC100976465), mRNA 1149 1149 100% 00 9968% XM_0038190293

Homo sapiens hemoglobin, beta, mRNA (cDNA clone MGC:14540 IMAGE:4292125), complete cds 1142 1142 99% 0.0 9952% BC0070751

Human RNA for beta-globin 1140 1140 99% 0.0  9952% V004571

PREDICTED: Gorilla gorilla gorilla hemoglobin subunit beta (LOC101126932), mRNA 1133 133 100% 0.0 9920% XM_019036164.1

Homo sapiens hemoglobin beta mRNA, complete cds 1133 M33 99%% 0.0 99.36% AY509193.1

PREDICTED: Pongo abelii h lobin subunit beta (HBB)_mRNA 1098 1098 99% 0.0 98.25% XM_002822127.4
PREDICTED: N: leucogenys lobin subunit beta (HBB), mRNA 1088 1088 100% 0.0 97.93% XM_004090649.3
PREDICTED: Hylobates maoloch h lobin subunit beta (HBB), mRNA 1077 1077 100% 00 9761% XM_032166808.1

Homo sapiens hemoglabin beta chain variant (HBB) mRNA _HBB-Dothan allele,_complete cds 1064 1064 93% 0.0 99.32% EU6944321

Homo sapiens hemoglabin beta subunit variant (HBB) mRNA _complete cds 1064 1064 92% 0.0 99.83% AF181989.1

Homo sapiens beta globin chain variant (HBB) mRNA, complete cds 1057 1057 92% 00 9948% AF3491141

PREDICTED: Trachypithecus francoisi hemoglobin subunit beta (LOC117081249), mRNA 1038 1038 100% 00 9651% XM_033207068 1
PREDICTED: Colobus lensis palliatus h lobin, beta (HBB), mRNA 1038 1038 100% ~ 0.0 '9650% XM_011963601.1
PREDICTED: Rhinopithecus roxellana h lobit ). mRNA 1033 1033 100%.. .00 . 9635% XM_01036

j PREDICTED: Rhinopithecus bieti hemaglobin subunit beta (LOC108521664), mRNA 1033 1033 100% 0.0 9635% XM_UNEE Feedback
&« C @ blast.nebi.nim.nih.gov/Blast.cgi B a v B » °
[[ILLILL] 4

Sbjct 541 GGATTCTGC 549
X Download v GenBank Graphics ¥ Next A Previous <«Descriptions
Homo sapiens hemoglobin beta chain variant Hb S-Wake (HBB) mRNA, complete cds

Sequence ID: AY136510.1 Length: 534 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 534 GenBank Graphics Related Information

Score Expect Identities Gaps Strand Ge_ne. - associated gene

970 bits(525) 0.0 531/534(99%) 0/534(0%) Plus/Plus details

GEO Profiles - microarray
Query 51 ATGGTGCATCTGACTCCTIGAGBAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAAC 110

expression data
[LCLLELELLLELL LM L L LR L] )

Shjct 1 ATGGTGCACCTGACTCCTIGTGRAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAAC 60 PubChem BioAssay. -
bioactivity screening

e T T T T T e

Sbjct 61  GTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTTGGACCCAG 120

Query 171 AGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCT 230

Sbjct 121 AGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGATGCTGTTATGGGCAACCCTAAG 180
Query 231 GTGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGAC 296
ECCCLLLLLLL UL LLELE L LT ]

Sbjct 181 GTGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTAGTGATGGCCTGGCTCACCTGGAC 240
291 CTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAGCTGCACGTGGAT

\HI|HIIIIIIIIH\||HHHI||I|IHHHHHHIIIIIIIHIHIHI ] [l Feedback

Figure29 : Alignement de la séquence saine et la séquence muté
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apreés avoir choisit la sequence de 1’échantillon malade nous apercevrons une homologie de
99% entre HBB et HBS sachant que la différence responsable de la maladie se manifeste au

niveau du codon numéro 6.

1.3. Résultat d’orf finder

Présence du codon GAG dans la séquence nucléotidique qui se traduit en acide glutamique

(E) au niveau de la séquence protéique. (fig.30)

ORF Finder results
Results for 444 residue sequence "Untitled" starting "ATGGTGCATC"

>0RF number 1 in M ng frame 1 on the direct strand extends from base 1 te b
ATGGTGCATCTGACTCC I-EC—_EJ-LC—T CTGCCGTTACTGCCCTGTIGGEGCAAGETGAAC
GIGGATCAACTTEE TG TR -CCCTEGECAGGCIGCTGETGETCTACCCTTGRACCCAG
AGSTTCTTTGAGTCCT T TGGEGATCTGTCCACTCCTGATGCT T TAT GEGCARCCCTARG
GTGAAGGCTCATGGCARGRARAGTECTCGGTGCCTTTAGT GATGEGCCT GECTCACCTGGAC

AT ARG A CTT TG CACACTCAGT GAGCTGCACTCTCACARGCT GCACETGEAT

CCTEAGRAACTTCAGGCT CCTEGECARCGTGCTGGTCTGTGTGCTGEGCCCATCACTTTGEC
ARAGARTTCACCCCACCAGTGCAGGC TGCCTAT CAGRRAAGTGET GGCTGETETGECTAAT
GCCCTGGCCCACARGTATCACTAR

MVELT ESAVIALWGEVNVDEVGGEALGRLLVVYPWTQRFFESFGDLSTEDAVMGH PR
VEAHG LEAFSDGLAHLDNLEGTFAT LSELECDRLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHEFG
EEFTPEVOARYQEVVAGVANALAHEYH

.‘:CranE:i:un of ORF number 1 in reading frame 1 on the direct strand.

]

Mo ORFs were fcound in reading frame

Mo ORFs were found in reading frame 3.

Figure30 : Traduction de la séquence HBB sans le variant
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Cette figure montre bien le variant responsable de la drépanocytose au niveau du codon 6 :

(c.20A>T (p.Glu6Val)

ORF Finder results
Results for 444 residue sequence "Untitled" starting "ATGGTGCATC"

FACALCTCTGCCEITACTGCCCTGIGEEECAAGETEALC
GCCCTEEECAGGCTGCTIGETGETICTACCCTIGGACCCAG
AGGTTCITTCEAGTCCTTTGGEGEAT! TCCACTCCTGATGCTECTTATGEECAACCCTALG
CTGRAGECTCATEGCAMAGARRGTECTCGETGCCTITAGTGATGEGCCTGECTCACCTEEAC
AR CTCRAGEGCACCTTTGCCACACTCAGTGAGCTGCACTETGACAAGCTGCACETGEAT
CCTEAGRACTTCAGGCTCCTEGECARCGTGCTGETCTETGTGCTGECCCATCACTTTGET
LA CGARATTCACCCCACCAGTEGCACGGCTGCCTAT CAGRRAGTGETGECTEGETETGECTAAT
GCCCTGEECCCACRAGTATCACTRAR

ATGGETGCATCTIGRCTCC
GCTGEATCRACTTCEETGGET

MVHELT FEAVITALWGEVNVDEVGGEALGRLLVVYPHTQRFFESFGDLSTPDAVMENPE
VEAHGKEVLCAFSDELAHLDNLEGTFATLSELHCDELHAVDEFENFRLLGNVLVCVLAHERE
EEFTPEVOALYORVVAGVANATLAHEYHY

a3

No ORFs were found in reading frame

i

No ORFs were found in reading frame

>0ORF number 1 in ng frame 1 on the direct strand extends from base 1 to bass 444.

y:ranﬁ:i:jn of ORF numker 1 in reading frame 1 on the direct strand.

Figure31 : Traduction de la séquence mutée

La substitution du nucléotide A en T du codon 6 dans I’exon 1, est traduite par une

substitution de 1’acide aminé acide glutamique par I’acide aminé valine dans la séquence

protéeique.
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1.4. Résultat de SWISS-PROT

P68871 (HBB_HUMAN) Homo sapiens (Human)
Hemoglobin subunit beta s uniProtkB® InterPro® STRING®

147 aa; Sequence (Fasta) [ Identical sequences: Homo sapiens: DOYZUS; Pan troglodytes: P68873; ADABG3DJ46; ADA2JBPES
ADA341B6I9

X-ray Diffraction, 1.76A

PE&ET1
[X-RAY) heteromer; 2-1471

BEBE "Crystal Structure of Carbonmonoxy
Sickle Hemoglobin in R-State Conformation™

Released: 2015-10-25
Coordinates: %

4 x CARBON MONOXIDE B

4 x PROTOPORPHYRIN [X CONTAINING FE
)

4x TOLUENE B

2 x PHOSPHATE ION B

RCsB” PDBe” PDE|” PDBsum”

Sequence Features v
Metal binding Site
Natural variant InterPro

Figure32 : modélisation moléculaire représentant I'hnomologie de structure protéique entre

la protéine normale HBB et la protéine mutée HBS

Pour la modélisation par ’outil SWISS PROT nous avons utilisé I’ARNm du géne HBB.
Cette modélisation a générée 1’identifiant : P68871. (Fig.32) ci-apres montre la représentation
topographique des différents isoformes du geneHBB. Nous pouvons voir ainsi, les
caractéristiques de la séquence du géne HBB et les différents motifs de la molécule qui sont
mis en évidence par un code couleur qui permet de distinguer chaque domaine et de comparer

son absence/présence au niveau des autres protéines.
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1.4.1. Séquence protéique du gene HBB

Seguence Alignments ~

Hemoglobin subunit beta PB8871 UniProtkB™ InterPro™

Toggle Identical (BD)

#  recc7l S D E N G CEA DGR LV VY PHIORFFESFGDLSTPDAVMGNPEVKAHGKKVLGE 7L
se¢e. (2D [N RNV DEVGGEALGRLLVVYPHTORFFESFGDLSTPDAVMGN PKVKAHGKRKVLGE 72

PE2E71FSDGLAHLDNLKGTFATLSELECOKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEF TEEVOREYORVVECHANE 21
Sefe. (BD) FSDGLAHLDNLKGTFATLSELHCDKLHVDEENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEF TEEVORENORVVECHENE 10

pase 7] [ 147
Sefe. (BED) EEEEEE 146

Figure33 : Séquence protéique du géne HBB

1.4.2. Structure tridimensionnelle de la protéine HBB

== Cartoon = = | = - | - |

Figure34 : Structure 3D de la proteine du géne HBB
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1.4.3. Structure tridimensionnelle de I’hémoglobine

& Cafoona B  p | A

Q

Figure35 : Structure 3D de I’hémoglobine

La couleur bleu représente la proteine du géne HBB dans la structure 3D de I’hémoglobine
(fig35).

Pour savoir la position d’un n’importe quel acide amine sur la structure Tridimensionnel

(Fig33) on clique sur I’acide aminé, il va apparaitre sur la structure.
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1.4.4. Alignement de la séquence protéique (HBB) le variant (HBS)

Sequence Alignments A

Hemoglobin subunit beta P68871 uniprotks® InterPro™

Toggle Identical (BD

Q PeEET1VHLT KSAVIALWGKEVNVDEVGGEALGRLLVVYPWIQRFFESFGDLSTPDAVMGNPEVEAHGKEVLGAFSDGL 7€
Sege. (BD) VHLT KSAVIALWGEVNVDEVGGEALGRLLVVYPWIQRFFESFGDLSTPDAVMGNPEVEAHGKEVLGAFSDGL 75

PeEET] AHLDNLEGTFATLSELHCDKLHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPPVQARYQKVVAGVANALAHEYH 147
Sege. (BD) AHLDNLEGTFATLSELHCDELHVDPENFRLLGNVLVCVLAHHFGKEFTPEVQRAYQKVVAGVANALAHKYH 126

Hemoglobin subunit alpha P69905 UniProtkB® InterPro™

Toggle Identical (AC)

Q PE9S0S VLS PADKTNVERAWGKVGAHAGEYGAEALERMFLSFPTTETYFPHFDLSHGSAQVEGHGKEVADALTNAVRAHVDD 7€
Sege. (AC) VLSPADKTINVEAAWGKVGRHAGEYGAEALERMFLSFEFTTKTIYFPHFDLSAGISAQVEGHGEEVADALTNAVARVDD 73

PE9903 MEPNALSALSDLHAHKLRVDPVNFKLLSHCLLVI LARHLFPREFTPAVHASLDKFLASVSIVLISKYR 12z
Sege. (AC) MENALSALSDLHAHKLRVDPVNFELLSHCLLVILARHLFAEFTEFAVHASLDKFLASVSTIVLISKEYR 121

Figure36 : Alignement de la séquence protéique du gene HBB et HBS

L’alignement a détecté le changement de ’acide aminé E (acide glutamique) en V (Valine) ce
qui confirme que la mutation A en T est effectivement responsable de la maladie (SCD)
nous apercevons aussi qu’il y’a une homologie entre la séquence HBA de 1’échantillon

malade ce qui affirme que le géne HBA n’est pas responsable de la maladie.
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Juste apres avoir visualisé les structures protéiques en 3D, nous allons passer a plus

d'informations dans la méme plate-forme mais avec un autre outil : Swiss-prot

=2 € @ webexpasy.org/variant_pages/VAR_002863.html?fbclid=IwAR22RnCyohzBIvKCkOAdgLkmIYNQx27FddSIUZ40MylzGtGSNC8BRAwyil B B * 0

UniProtKB/Swiss-Prot PG8871: Variant p.Glu7Val

Hemoglobin subunit beta
Gene: HBB

Feedback/Comment?
Variant information Variant information
Sequence information Variant position: ? 7
Literature citations Type of variant: 7 Disease [Disclaimer]
Al Residue change: # From Glutamate (E) to Valine (V) at position 7 (E7V, p.Glu7Val).

Physico-chemical properties: # Change from medium size and acidic (E) to medium size and hydraphobic (V)
BLOSUM score: ? -2

Involvement in disease. ? Sickle cell anemia (SKCA) [MIM:603903]. Characterized by abnormally shaped red cells resulting in chronic anemia
and periodic episodes of pain, serious infections and damage to vital organs. Normal red blood cells are round and flexible and flow easily
through blood vessels, but in sickle cell anemia, the abnormal hemoglobin (called Hb S) causes red blood cells to become stiff. They are C-
shaped and resembles a sickle. These stiffer red blood cells can led to microvascular occlusion thus cutting off the blood supply to nearby
tissues. {ECO:0000269|PubMed 1195378, ECO:0000269|PubMed: 13464827, ECO:0000269|PubMed: 16001361,

ECO:0000269|PubMed 24100324, ECO-0000269|Ref 10} Note=The disease is caused by mutations affecting the gene represented in this
entry

Variant description: 7 In SKCA; Hb S; at heterozygosity confers resistance to malaria
Other resources: ?

» Variant rs334 [ dbSNP | Ensembl ]

Figure37 : Informations supplémentaires du variant (HBS)= E7V=E6V

Le variant E6V se situe a la position 7 (plus le codon d’initiation) acide glutamique en
valine qui conduit a une maladie qui s’appele la drépanocytose qui est caractérisé par une

structure anormale des globules rouge (la forme faucille).

La forme hétérozygote de ce variant confére une résistance contre la malaria.
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1.5. Résultats de STRING

La derniere étape consiste a présenter une vue générale des différentes interactions de la

protéine HBB grace a STRING sur la méme interface (expasy).

Nodes:
Network nodes represent proteins Node Color Node Content
sphice isolomns or posl leasklionalmodilications AT £ cmpty nodes.
ave colapsed, i e. each node represents oif the query proteins and first sholl of interactors \__/ pwtcins of unknown 3D structurc
soleins produced by a single, prolein coding gere
e el ol £  whitc nodes: £ filicd nodes.
S \J sccond shell of intcractors " somec 3D structurc is known or prodicted
Edges represent protein-protein Known Interactions Predicted Interactions Others
associations p =
A8 from cursted databsscs A gene neighborhood - Y textmining
associations ae meant lo be specific and = 2 o o 5 ot e = -
b —fA  cxperimentally determine —_  gence fusions —~) co-cxpression
et gene co-occurrence #n—s  potein homology

they are physically binding each olfer.

© Viewers > _ ¥ Settings > 3 Analysis > EE Exports > &3 Clusters > @ More © Less

Figure38 : Intéraction du géne HBB avec d’autres génes

On peut visualiser les différentes Interactions gene-genes ou bien protéines-protéines, chaque

couleur représente un composant et/ou une interaction spécifique
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-1l est possible aussi d’acquérir une prédiction du réle de ces interactions

Résultats et discussion

@® HBB

& HBA1
® HBA2
® HP
@ HBZ
£ GATA1
@ CAMP
@ HBQ1
@ HBG2
@ NFE2
® APOA1

Your Input:

Hemoglobin subunit beta; Involved in oxygen transport from the lung to the various peripheral tissues; Belongs to the globin
family (147 aa)

Predicted Functional Partners:

Hemoglobin subunit alpha; Involved in oxygen transport from the lung to the various peripheral tissues; Belongs o the globin fa...
Hemoglobin subunit alpha Z; Imvolved in oxygen transport from the lung fo the various peripheral tissues; Hemoglobin subuits ...

Haptoglobin; As a result of hemolysis, hernoglobin is found to accumulate in the kidney and is secreted in the urine. Haptoglobi..

Hemoglobin subunit zeta; The zeta chain is an alpha-type chain of mammalian embryonic hemoglobin (142 aa)

Erythroid transcription factor; Transcriptional activator or repressor which probably serves as a general switch factor for erythr...

Cathelicidin antimicrobial peptide; Binds to bacterial lipopolysaccharides (LPS), has antibacterial activity; Endogenous ligands (..

Hemoglobin subunit theta 1 (142 aa)
Hemoglobin subunit gamma-Z; Gamima chains make up the fetal hernoglobin £, in combination with alpha chains; Belongs to Ih...
Transcription factor NF-E2 45 kDa subunit; Component of the NF-EZ complex essential for regulating erythroid and megakaryo...

Apolipoprotein A-[; Participates in the reverse transport of cholesterol from tissues to the liver for excretion by promoting chol...

Neighborfiood
Gene Fusion
Cooccurence
e e Coexpression
e o o e Experiments
e e e 8« o @ o o o e Databases

e e Textmining
e e [Homologyl

Figure39 : Prédiction du role des interactions de la protéine HBB

HBB est primordial pour le transport d'oxygene des poumons jusqu'aux tissus périphériques,

sur la figure est représenté les prédictions des fonctions du reste de la famille des sous unités
d’hémoglobine
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1.6. Résultats de Benchling

1.6.1. Design des ARN

guides

Résultats et discussion

Apres avoir eu la sequence il faut commencer le design des ARN guides, (DESIGN
AND ANALYZE GUIDES), les deux ARN guide qu'on va construire doivent étre
complémentaires a la la région d'intérét, L'outil du design va nous prédire tout les guides

possible de la séquence HBS de taille 543pb (qui cause la drépanocytose).

Tableau IX : les résultats du design des ARN guides.

Résultat de du design des ARN guides

=] + Copy FPOF &+ Q
Bs1HKAI

Plel

NIy BeeAl

Apall  Hinfl Mol

ptegtecacctgactcotgtzgageagtotzocgtiactzeectgtparcaagytzaacyt

taccacgtzzactzags cttcagacggeaatgacggzacaccoogticeactizca

HEB DS (hemoglbin beta chain variant Hb S-Wake]

source %
HBB gene "
T T T T T T
] b k] 4@ 5 i
BslI
Bts(l Eco01091 Styl
FcoP15I  FokI | PasI Aecl | Avall

gratgaagtigetstearpocctpaagzetgetgatatetaccot tyzaccoagagst
cetacticaaccaccactecgggaccegtocgacgaccaccagataggaaccizggtcteca
v BB CDS (hemoglobin beta chain variant Hb S-Wake) — ©

£l source EH
= HBB zene EH
T T T T T T
1] ] % 120 1 120

titre
- + PF 8- Q
AY136510 (534 bp) .
Hpy 88111 Sélection du design
DprI
Sauil ~ de I’ARNg.
DprI OpnII -
SaudAl BstYI
DpnII BfuCt 0 (DES IGN AND
BstiT fani] ANALYZE
tvall HoyAV BpuEl Mol
StyI| Hoy1 88111 BspCNI  Hpyl88T  Mmel - GU|DES)
Mool  Accl Sfal  Bel  EsaAl  TspSROI Barl =
BeeAl  Bsll BfuCT Banl  HpwCHAIII |Bsrl Borl
Hllnfl PasL s 4
BsiHCAL Ecoll10¢
Rlel  Fokl
Ilyl  Bts(T H DESIGN AND ANALYZE GUIDES 0
Apall Ecof151
Saved Guide Analyses
10 No guide analyses.
[
HBE S (hemog
—
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Chapitre 3 Résultats et discussion

Design CRISPR Guides: Guide parameters

Single guide

Wild-type Cas3, single gRMA (higher efficiency)

Paired guides

Double Cas9 nickase, two gRNAS (lower off-target effects)

Guides for "base editing” (Komor et al., 2016)
C->T (or G > A) substitution, no dsDNA breaks

Insertion des
coordonnes du design

GRCh38 (hg38, Homo sapiens) -

Don't see the genome you're looking for? We may be able to Import It, just H
oon des guides

NGG (SpCas9, 3’ side}

Advanced Settings

Save these as my default CRISPR settings Finish

SEQUENCE AP LNEARMA?  DESIGNCRISPR X METADATA  DESCRIPTION
= Copy FPOF @+ Q | United Save Setiings
r . .
BsiAI Ciblage de la
Plel i -
To get started, create 4 target region by selecting it on the sequence map P s LA
Iyl Boedl Y séquence intérét et
I Hinf Iwol L . .
I | création des guides

ptegtgcacctgactoctytpgagaagtatpoogtisctgocctytpgaacasgptpaacgt
taccacgtzzactzagzacaccicticagacggeaatzacgggacaccecgttccactigea Target 1 444 n

|-|-‘

BslI

Bl EcolOO] Syl
rlmcl ‘ hvall

ﬂm ‘Fokl‘ Fal ‘
sgatgasgiizgiggigaggocetgpgeaggigetggiptotaccotipgacceagaggt
cctacticaaccaccacteegggaccegtocgacgaccaccagatgzaacctggatetoca
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Résultats et discussion

SEQUENCE MAP LINEARMAP  DESIGN CRISPR METADATR  DESCRIPTION ‘rl:l‘
=t (AGITCRM Copy POF 8+ Q| s Crisprdesign Save Setings
f .
BsiHKAT Position On-Target  Off-Taget
Plel A Strand  Sequence PAM Score  Score
L - -
PR g - Affichage de la liste
iy ® - cagacttctccacaggagtc agg W4 608 )
3 des ARNg potentiels
2 - gtaacggcagacttctocac agg 65 556
EH
Btgptacacctgactcetgtogagaastetgectiactgecetytopancaazptaacet % - ctigecccacagggeagtaa cgg 95 5
taccacgtzgactgageacaccict teagacageaatyacggeacaccecg ticeactiea
i 8 8] 4 + aglctgeegtiactgeccty tgg 668 363
b 4 4 £ Fg
cigecgttactgecctgt 65 36
HBB (DS (hemoglobin beta chain variant Hb S-Wake)  »¢ BUCpLCgLiauiguecte s6t
souree ”" a
B gene B |® +  fetgecgttactgeectgty ggg 667 %
T T T T T T i
10 u ) ) % w ¥ - cacgitcaccttgecccaca ggg 6 272
O Ave510
SEQUENCE MAP LNEARMAP  DESIGNCRISPR X METADATA  DESCRPTION |E\ \a
=) + Copy PDF #v Q | ppsCrisprdesign Save Sengs p
Bsi‘KAI o
Plel
Myl | Beal — ﬂ *
Apall  |HinfI 0l
M - Choix  des  deux
: Fostion On-Target - Of ARN
[E m =1 Strand  Sequence PAM  Score 50 g
atggtgeaccizactcetgiggagaagtetgecgitagizecetgtyaarcaaggtzaacgt
taccacgtggactgaggacaccicticagacggeaatapcgzgacaccecg ticeactigea ¥ 15 - cagacttctecacaggagtc agg 504 60
cacctcticagacggoasts =
..... LA - gtaacggcagacticiccac agg 615° 55
ktesggecacctcticagad
; 0 3 - ctigeeccacagggeagtaa cgg 485 x ¥
0 60 ol 55 il
b 0 s + agtcigeegttactgecety tgg 658 3 0
HBB (PS (hemoglobin beta chain wpriant Hb S-Wake g
[ source % [ + stetgecgttactgecetgt ggg 465 31
[ HBB gene B
T T T T T T 0= +  teteccgttactscectat 867
19 » 3 % 50 50 cleccetiaciscecits Bes

Les ARN guides sont essentiels car leurs roles est d'orienter la Cas9 pour cibler la

séquence d'intérét dans le génome, sans eux il sera impossible de la trouver, ils doivent étres
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complémentaires et sont choisis selon un nombre maximal de off targets et on targets, pour
que I'enzyme coupe exactement la ou nous voulons, et pour que la Cas9 ne fasse pas de faute
qui peuvent engendrer des défauts de cadre de lecture. Nous avons choisis deux régions des
guides proches et qui englobe notre mutation. Sans oublier la séquence PAM qui est capital
pour la reconnaissance du début de notre région d'intérét, nous avons choisis NGG car elle

propose une reconnaissance optimale avec la Cas9

1.6.2. Conception du plasmide

Aprés avoir sauvegardé on clique sur Assemble.

-ici nous choisirons d’importer un plasmide, le px330 qui est le plus travaillé chez les

mammiferes.

Le px330: pX330 Plasmide de laboratoire de Zhang pour exprimer un ARN guide
chimeérique (ARNg) avec Cas9, pour les codons humains. Aussi connu sous le nom de pX330-
U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9.

Tableau X : résultat du design du plasmide.

Résultat Titre

EXPORT = m
Initiation de
Assemble
I’assemblage des

. guides
Fosition On-Target  Of
= A Strand Seguence PAM _E_n:_n:i re 5:
LA - cagacttctccacaggagtc agg 504 60
LA - gtaacggcagacttctccac agg 615 55
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Résultats et discussion

O avessio
SEQUENCE MAP LINEARMAP  DESIGN CRISPR ASSEMBLE CRISPR METADATA
BsJ&AI Y .
' Select Expression Vector
Plel
M1yl BeeAl
Apgll  |Hinfl Hpol Vector Source Select one of the bookmarked
Em plasmids
D:| Choose a plasmid from your
EE l:m Benchling folders
atggtgcaccifzactectgtggagaagtctgecgtiadigecctgtggggcaaggtgaacgt #® Upload a new plasmid
taccacgtggartgaggacaccteticagacggeaatgacgggacaccoegticeacttgea Sequence Name
poa]
E
EX] G 4815 Fotder
) HBS
HEB PS (hemoglobin beta chain vjariant Hb S-Wake)
[ source »%
‘ HEE gene 7
T T T T T T
il 20 kL] 40 ] 68
BslI
BtsCT Fco01091 Styl Choose afile
EcoP15I  FokI | PasI Accl Avall
izg 22 WlEe o | FEn

o)(e

&

Choix du
plasmide et les
régions d’insert

et de terminaison

pol IIT terminator,(MV_enhancer, ¥bal, AccB5I, KpnI, NdeI, SnaBI, Neol
U6 _promoter,

. gBlA_scaffold Ndel BbsT,BbsI
AFITIT Peil

ori
Acul

Sacll
BpmI

FspI
AmpR, BtsI,Btsal, BtsI, Btsal, Pvul
Begl
Acul

Anpf
AmpR_promoter, $spl
BsmEI
BsmBI
Psil, Sspl
f1 _ori,Dralll
TspMI, Xmal, Smal, SrfI, TspMI, Xmal, Smal, 5rfl, 5bfl KasI,NarI, Sfol P1uTI

AAV2 TTR
bGH paly(A) signal EcoRT,Eco53kI, SacI, SphI, Eagl Notl
nucleoplasmin NLS, Acul Xeml, Fsel
Acul, AcuI, KF1I,BarI, BsaBI, Xeml, Eagl, BamI

hybrid intren, ATG, BseRI Aarl Bpml Agel Neol

3xFLAG, 5V48 NLS BstXI
Acul, Acul, BglIT PFIMI

EcoNT, BmgBI

BstXI

EcoNI

BstAPI

Acul
PspOML, Apal
BstAPI
Barl
Pasl
EcoRV
Acul
Acul, Ajul,Begl
Eco53kI, Sacl
Dralll
PFIML
Acul
Acul, CspCT, Pm1T, BspEI
BmgBI, Ajul,BspEl
Sphl

Visualisation
circulaire du
plasmide et ces

composants

Le plasmide comporte tout nos composants essentiels: 2 enzymes Cas9, 2 ARN guides,

et différents enzymes importantes a I'édition du génome, donc sa conception doit y étre, parce

qu’il est essentiel pour la transfection, bien entendu aprés avoir sauvegardé notre plasmide,

nous pourrons ensuite le commander dans un kit complet des laboratoires spécialisés (zhang

lab).
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1.6.3. Conception des primers (les amorces)

Résultats et discussion

Apres la conception des plasmides nous passerons a la conception des primers (les amorces).

Une fois le plasmide acquis il doit étre amplifié pour un maximum de rendement, et

obtenir les résultats souhaités, cela grace aux amorces, qui permettent le clonage des

plasmides a partir d'un seul, les primers aussi font partie du kit commandé.

Tableau XI : design des primers (sens et anti sens)

Résultat

titre

¢

(i benching comhourffib Ke2VDL-hbs vriantfseq pX20nCHP-ayT36510)ecit

T I8

Create Annotation

:i Creste New Part
1 Create DNA Sequence

Create Transiton.
b}

i

Create A Sequence

RunPimez3
Oligo Anglyss..
NCBIBLAST

Anafyze &s Transiztion

o
BASES 53¢ START12 END) Ontmaze Codors

MELTING TEMP 621°C

! Create rimer.. } Foward
i 05 L

L

UERIP  DESGNCREFR X OESCRFTON )

= Position A

B - cagactictocacaggagte
2 - gtaacggeagactictocac
0= - cttgoeccatagaagiaa
0 s + agtetgeegttactgecets

a

@80

4 504

.

ez &k

ASSEMBLY WIZARD &

SPLIT WORKSPACE

Conception pour la création du
brin sens (forward) et le brin

anti sens (reverse).

54




Chapitre 3 Résultats et discussion

C @ benchling.com/houari/f/lib_Ke2IVkDI-hbs-variant/seq_wznZf0Dd-ay136510/edit v B w3 ° H
LINEARMAP  DESI R DESCRIPTION
Copy FPDF 8+ Q | SingiePrimerv. Jump to Primer n , . .
Y Représentation  du  primer
Pasl Swand @ Fowerd () Reverse N
BeeAl BtsCT Eco1B0I ’ H
infl Mo EcoP1SL o] [ (amorce) du brin sens
g o o]
[ 4] Saved primers evit it the same bases:
Jis 2ol ) EE CRER
forward primer (houari | HBS VARIANT) c]
&
strtcaccifzactee tocegttackgecctatagapeasgutpaacytyatyas; 99tgsgecce =
taccacgtppAtpape: ACEPCAAT ARCOEPACACCCCETCCAC TERCALCTA teepgp T Loation k)
Ovehang | 0 +
W e n v GaNTC o
6 . )
b
HEB (05 in befa chain variant Hb S-ake) » ®
souree E
= Verify Check Secondary Stucwre & 37 °C
T T T | T T T T T
@ 5 f E
12| 2 2 2 2 e 2 Tmf .
1 GC Content 5806%
oy Length 31bp o
BstVL
BASES 534 STARTI2 END3 LENGTHZ7 GCTE56%  MELTINGTEMPELIC ASSEMBLYWIZARD »  SPLITWORKSPACE
€ 5 C & benchling.om/houariffio Xe2VkDI-tos-variant/seq wanZf0Dd-ay13651(0)/edit R El e ;
LINEAR AP DESIGN CRISPR DESCRIPTION |E e
- —¢ .bnarfze' Copy POF 87 Q  SogePrinerv ULy SetionScecin [
Faidil [ R
lel PasL
L1178 Beedl Saved primers edst with e same Dases :
tpadl  Hinfl Mol i Fo A H H
o - Représentation ~ du  primer
m Teverse primer vz | HE5 VARIA m -
5] (amorce) du brin anti-sens.
EB M R EBER
; Tloctn 8 ¢
segactectgtppapaapteigcctta]
atggtechicetpactectytepagaaptetacepttadtaccetotapprcasgtgsacatapatpsagtigetoptuagpece Owetang 0 z
sccacefgpactaappacacchetteapacppesatecpapacaccecyttecacttpcacctactteaseeaceactecpey
e s Vo T GONNNNNGE
L +
E00VE 1D I0gs
]
Very Check Secondary Suctre & 37 €
]
174 23
»
% GC Content B143%
T T T | T T T T T Length 3o
] ] 3 E 2 ] ] ]
. Save
el
Saudal
MELTING TEMP 656°C ASSEMBLY WIZARD & SPLITWORKSPACE
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@ @ benchling.com/houari/fiib_Ke2IVkDI-hbs-variant/seq wznZf004-ay136510/edit t D% o H

+ S setngs g
Target Region ] 2 n
Hlyt
pal! L of150  Fokl
]] Stat End  Annatations Genome Region _
—:D i o TosH A glodin beta cha 4 H Z
CHEE BN BN CHER , Représentation sur le schéma
E;|:.zact:ctétneaéaez(‘ctmétl% d 2 H
) B €s Z primers (amorces).
ateptecpeeteactertotopagaantctpeest tactprf totpopucasoetyaacotppatyaagt tpoteptaanee =
taccecgrgracigaggacaccic eebacaccoegticeacttgraceiacticaaccaccactoryey 8 genome region set above es ther site: spumiL e
+
cigsggscaccicticsat
tgaggacaccicttcagacggcaatgeas ‘ i}
2 sl 3 B BB .
Ilii 05 (hemoglobin beta cfain variant th S-¥ake)
e
185 fene
T T T
E L] & i ]
A o o
BASES 534 | STARTE END42 LENGTH35 GCS7M%  MELTING TEMP B0 C ASSEMBLY WIZARD o~ SPLIT WORKSPACE

Comme il a été décrit précédemment le r6le des amorces (sens et anti sens) est
d'amplifier les plasmides pour plus de rendement, donc leur conception est primordiale pour
I'expérimentation, Tout d'abord nous allons rajouter a I’extrémité 3' (AAAC) pour diminuer
I’activité hors cible, puis a I'extrémité 5' aussi ajouterons (CACC) pour le clonage, cela
améliore la transcription mediée par le promoteur U6

(https://benchling.com/protocols/5DmgRd/crispr-mediated-gene-disruption-in-
ch12f3-2-cells/shs)

Tableau XI1 : les sequence des 2 amorces

Ce tableau montre les séquences des amorces des deux brins :

Les amorces La séquence

Brin sens 5’CACCGACTCCTGTGGAGAAGTCTGCCGTTAC’3

Brin anti-sens | 5’CAAAGTAACGGCAGACTTCTCCACAGGAGTCAGGT’3
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Chapitre 3

1.6.4. Design de ’ADN recombinant

Résultats et discussion

Vers la fin la séquence coupée par la Cas9 possédant le codon muté (GTG) doit étre

remplacé par un recombinant homologue possédant le codon sain (GAG), pour cela benchling

offre un outil de conception de ce dernier, grace a la barre a droite nous choisissons le design
des homologues recombinants. (DESIGN HR TEMPLATE) (SSODN=single-stranded donor

oligonucleotides)

Tableau XI11: design de I’ADN recombinant

Résultat

titre

0 aysesio

SEQUENCE MAP

=) + Copy POF 8+ Q  Uniitled

Bsi“m
Plel
M1yI BeeAl
Apall  [Hinfl il
CH
EH 8

atgztzcaccipacteetgtyzagaagtetgecgttadigecctytgzrzeaagrtzaacgt

taccacgtgzgetzaggacaccicticagacggeaatghcgzracaccecgttceacttgea

cacetettoagacggeaaty
;tg;aggacaoétcttcagac
EX] B il 7
[‘
HBE (S (hemoglobin beta chain vriant Hb S-Wake B
[ source o
[ HEE gene 0t
T T T T T T
19 n W 4@ H 0
BslI
Bts(I Eco01691 Styl
EcoP15I  FokI | Pasl Acel | Avall
e . ]

FuunugguUgy wuun ugg

UNERMAP  DESIGNCRISPR X DESCRRTION  METADATA |6 e
Save Settings n
sites such as crispr.mit.edu. Benchling uses the genome re
your target region and to ignore potential off-target sites in that part of the
genome. X , .
sélection de la
- création des
The Doench, Fusi et 4l. (2016) paper publishes twa madels for scoring .
guides - one that includes the position of the cut within the trenslated gene recomb Inants
and a simpler model that looks only at the guide sequence. o] homolo ues
Scores marked with an * below indicate that they were computed using the g
model without gene position information. To use the mode| that includes _
gene position in the scoring function: =
+ the guide's cut must be within a franslated region of the sequence
+ &l of the transh
! 4
group
DESIGN AND ANALYZE GUIDES )
EXPORT
Saved Guide Analyses
Untitled 14107/202013:37
Pasition .
8 a 5 Untitled 1410712020 14:06
¥ 15 S ———
DESIGN HR TEMPLATE (SS0DN)
¥ 2 - u (ST --
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- L B Crople * Copy POF 8- Q
BsiHKAT A
Plel
Myl BepAl
Apall  HinfI Hwol
6 34

Settings

Step T: Introduce Desired Edits

Select and type in the Sequence Map to introduce the changes (e.0. point
mutations, insertions, deletions) you want to make to the genome.

Silent mutations fo remove the target site will be odded in o Jater step. sélection du
atggtacaccigacteciptagragaagtcigecgtiactgoectgtagzacanggignacet codon muté
t tgzact tott t ticcactt
accacgtgzactzags _ﬂ_r‘ c_ cagacg%caa _gacgggacaccccg ceactiges Knockn Edits
(] h‘H‘r‘aBac-ggcaatg‘l
| _‘_‘ i No edits introduced yet.
ctgaggaeadeteticagac
0 a1 55 m
p
I HBB CDS (hempglbbin beta chain variant Hb 5-Wake) 2%
[ surce ”F
[ HEE gene %
T I I I T T
18 i ki L ] b@
=l L Crete * Copy POF &+ Q Settings
BaiHKAT 1Y
Plel Step 1: Introduce Desired Edits
Lyl Begdl
Apall  Hinfl Mwol
Select and type in the Sequence Map to introduce the changes (2.g. point
mutations, insertions, deletions) you want to make to the genome.
| EE Silent mutations fo remove the torget site will be added in a later step. deletlon dU
atggtecaccigactocty Copy :ctgtggggcaaggtgaacgt codon muté
taccacgtggactgagga_ Cony Specia. gacacceegttecactigea Knockn Edits (GTG)

Change Case...

bgg@gg_ Delete Bases

Create Annotation

nt Hb 5-Wake e

Create Primer.
[ =
el
—_— Create DNA Sequence —_—T
18 50 6

¢ Create Translation...

Create AA Sequence...

No edits introduced yet.
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SEQUEMNCE MAP

- e} + Copy PDF =~ Q
BsiHKAT
Plel
HlyI BoeAl
Apal T HinfL Mwol
atggtgocacctgactoctgagaagtctgococgttactgococtgtggggoaaggtgaacgtigsa
taccacgtggactgaggcaccccgttccacttgcacct
P
E_E%‘?Eg.a Insert Part
- |
| HEE CDS (hemoglobin beta chain wvariant Hb S-Wake) e
[ source o
[ HEE gene e
I I I T T T
182 28 38 48 58 68

insertion du
codon
(GAG)

corrigé

SEQUENCE MAP LINEARMAP  DESIGNCRISPR ¥ DESIGNHRTEMPLATE  DESCRIPTION |er
== B Creotc* | Anglyze * [V R Setings
BaiHKAL A
Pl Bpuil Step *:Introduce Desired Edits
Myl Beghl Mol
Apall  Hinfl Befl
l T Selectand type in the Sequence Map to introduce the changes (g.g. point
mutations, inserfions, deletions) you want to make to the genome.

5 [ i |

Silent mutations to remove the target site will be added in @ later step.

atggtacaccigactecigagmageagtetgecgttactgocetgizezgeaaggizaacgt

taccacgtgzactgagzaetarictcagacezeaatzacgzracaceeegticeactizes

Knock-in Edits
P N e ,
cigagereacricticagaq
I Changedttoaat 20
50 60] 61 s
#B8 C0S (hempzlpbin bets chain variant fb S-Wake) M
[ s0Urce I
| 28 gene %
T T T T T T
1 b k] ] 0 ]

1n

e

sauvegarde de
la substitution

pour le design
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SEQUENCE MAP LINEARMAP  DESIGN CRISPR DESIGN HRTEMPLATE  DESCRIPTION ‘FEI B
- +/ Copy FOF 8+ Q Setngs
/ .
BsiHKAL .
P Step 2: Adjust HR Ams
Ny BeeAl Mol ¥
Apall  HinfI BseRI
Adjust the region to use as the HR template by clicking and dragging the R R
[m ends of the selection on the Sequence Map. = Insertion des
46 37] L
[E A 200 bp region around your mutations has already been selected. At least deux regions
50 bp on each side flanking the mutations is recommended. 0
ptggtgcacctzacteetzaggagasgtetpcegtiactpecctgtygapcaaggtyaacyt flanquant
taccacgtgzactgagzactecteticagacgreaatgacgagacaccecgtceacttgea
g, T o
é‘
D] D] 1 200 Reset to Default 4
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Une fois que le CRISPR a réalisé les deux coupures double brins, la séquence sélectionné
possédant le codon muté GTG, sera remplacé, et donc une séquence homologue possédant le
codon GAG sain, sera inséré dans la méme région, et cela grdce aux (recombinant
homologue) (HR template), qui est une séquence de 200pb, constitué d'une séquence saine, et
de deux séquences flanquant complémentaires a ce qui est en amont et en aval de la séquence

excisé, pour l'insertion exacte des recombinants.

Remarque : Aprés avoir fini et sauvegardé les conceptions sur benchling, il sera possible
d'exporter le protocol, grace a un e-mail envoye de I'équipe benchling. Ces coordonnés seront
nécessaire pour faire la commande du kit complet des composants nécessaires de l'édition
génétique par CRISPR Cas9, pour la suite de I'expérimentation in-vitro, un des laboratoires

les plus renommeés faisant ces commandes est Zhang lab.
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2. Discussion

Les cellules souches pluripotentes induites par I'nomme (iPSC) et I'édition du génome
fournissent un moyen précis de générer des cellules a correction génétique pour la
modélisation des maladies et les thérapies cellulaires. Les iPSC humains générés par des
patients atteints de drépanocytose (SCD) ont une mutation ponctuelle homozygote dans le
géne HBB codant pour les protéines B-globines adultes et sont utilisés comme systéme
modeéle pour améliorer les stratégies de thérapie génique humaine. Le system CRISPR / Cas9
est beaucoup plus efficace pour stimuler le ciblage génique du locus HBB endogene pres de la
mutation ponctuelle SCD dans les iPSC humains que les nucléases a doigt de zinc et les
TALEN. En utilisant un ARN guide spécifique et Cas9, nous avons facilement corrigé un
allele du géne SCD HBB dans les iPSC humains par recombinaison homologue avec une
matrice d’ADN donneur contenant 'ADN HBB de type sauvage et une cassette de sélection

qui a ensuite été retirée pour eviter une éventuelle interférence de HBB.(Huang et al., 2014)

Dans notre étude grace aux outils bioinformatique, nous avons pu réaliser une
conception complete de tout les composants nécessaire pour débuter la manipulation
expérimentale, bien entendu nous avons été limité par les conditions de I'expérimentation
pratiquement inexistantes; ce qui nous a obligé de faire un travail purement in-silico. En
revanche les résultats obtenus ont été conformes a nos attentes et cela grace a la présence des
séquences PAM sur deux régions en amont et en avale de notre mutation au niveau de I’exon
1 du géne, ce qui nous permettra de faire deux coupure double brins et éventuellement couper
un morceau du gene et le remplacer par un oligonucléotide identique possédant une Adénine
au niveau du sixieme codon au lieu d’une thymine et donc réparer la mutation du géne HbS

pour qu'il devient HBB.
1. Un groupe de chercheurs avaient réussi a traiter la drépanocytose, D'aprés eux :

1.1." Les cellules SCD HEL ont été congues pour convertir 'HBS / HBS en HBB /
HBS, ce qui correspond a la conversion de SCD en génotype SCT. Les études de validation
mentionnées ont démontré la reproductibilité, I'efficacité et la faisabilité de cette approche
CRISPR / Cas9 pour les études cliniques™ (Wen et al., 2017)
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- Ce qui concorde avec notre vision sur I'expérience Il est effectivement possible de faire

I'édition génétique par CRISPR / Cas9 sur le géne HBS pour le convertir en gene sain HBB.

1.2." bien que les deux sites de mutation soient distants de plus de 10 nucléotides. Ces
résultats indiquent qu'il est possible d'éditer simultanément deux sites cibles séparés dans le
méme géne par I'approche CRISPR / Cas9. L'édition simultanée du génome de deux sites
cibles peut étre utile pour traiter des maladies portant deux ou plusieurs sites de mutation
ponctuelle proches I'un de l'autre™ (Wen et al., 2017)

-cela confirme notre approche d'utiliser deux ARN guides produisant deux coupures double

brins.

1.3." I'individu avec SCT peut avoir des phénomenes pathologiques dans des
circonstances extrémes. Ainsi, la correction des HSPC des patients SCD du génotype Hbs /
HDbS au génotype HBB / HBB est toujours préféree dans la future étude " (Wen et al., 2017)

- Coincidant avec notre but de la recherche ; ceci prouve qu'il est idéal d'éditer les deux

mutations homozygotes et non pas un seul alléle pour la guérison totale des patients.

2. d’aprés Christopher Vakulskas et son équipe qui ont voulue traiter la drépanocytose ; mais

en ayant le minimum de régions hors cible :

"Ils ont congu un écran bactérien non biaisé, et ’ont utilisé pour isoler une Cas9 de haute
fidélité qui dépasse la spécificité de ciblage et correspond a I’efficacité d'édition cible de Cas9

de type sauvage." (Vakulskas, 2020)

-Ce groupe a développé une nouvelle technique qui nécessite plus d’essaies ; en mettant
I'accent sur la Cas9 de Streptococcus pyogeénes et Cas12a (Cpfl) de I'espece
Acidaminococcus pour la réduction des évenement hors cible du clivage, alors que nous
avions choisis le type classique et plus fiable qui est la Cas9 sauvage (Wild cas9) (Vakulskas,
2020)
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CONCLUSION

Le géne HBB est situé sur le bras court du chromosome 11, la mutation 6A>T (Glu6>Val)
entraine la drépanocytose, plusieurs outils et logiciels ont été utilisé pour étudier la maladie au
niveau génétique et moléculaire (présentation en 3D des protéines issu des génes mutés et
sains, et leurs alignement pour cibler la position exacte du polymorphisme nucléotidique)
pour bien sur traiter cette pathologie, c'est ici qu'un protocole de conception prédictif du
CRISPR-Cas9 et de ces composants (conception de I'ARN guide, du plasmide, du primer et
du recombinant homologue) a été mis en place comme premiére étape cruciale pour ensuite
passer a I'expérimentation in vitro sans rencontrer des difficultés majeurs pendant la

manipulation génetique.

Apres avoir construit tout les éléements essentiels in-silico, nous obtiendrons le kit complet des
composants d’un des laboratoires spécialisés en édition par CRISPR (Zhang lab est le plus
renommé) pour debuter la thérapie génique d'un individu souffrant de drépanocytose, et

confirmer que notre approche est fiable comme traitement.
En perspectives il est intéressant de:
-travailler concretement avec des cellules de sujets atteints de drépanocytose.

-cloner différents cellules souches de différentes régions pour connaitre si cela a une influence

sur les résultats.

-obtenir plus d'échantillons malades pour savoir I'impact de la variabilité génétique des

individus sur la recherche.
-tester différents vecteurs et savoir si cela affecte I'édition.
-introduire des enzymes pour tenter de minimiser les régions hors cible.

-utiliser d'autres outils d'analyse et conception de CRISPR-Cas9, pour savoir si cela retentit

sur les donnés
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