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Résumé

L’HNE et la Lf sont des protéines particulieres car impliquées dans de nombreux processus
physiologiques et pathologiques différents, connues comme des marqueurs de 1’inflammation
(inflammations pulmonaires et maladie de Crohn). Nous avons déterminé leur mécanisme
d’action dans le cadre de la drépanocytose, une maladie génétique particulicrement
polymorphe.

Nous avons montré la présence de mutations inédites des genes codant ces deux protéines
dans le cas de la drépanocytose, mutations pouvant affecter le niveau d’expression et la
structure de ces protéines.

Des études sont en cours actuellement pour déterminer 1’effet de ces mutations.



I - Introduction

L’élastase des neutrophiles humains (HNE) et la lactoferrine plasmatique (Lf) sont deux
protéines secrétées par les neutrophiles, respectivement a partir des granules azurophiles et les
granules secondaires dont le niveau de sécrétion indique 1’activation des neutrophiles (Olsson
et al. 1988; Pham. 2006; Schultz and Kaminker. 1962; Spitznagel et al. 1974). (Belaaoua;j et
al. 1998a; Lee and Downey. 2001; Olsson et al. 1988; Schultz and Kaminker. 1962;
Spitznagel et al. 1974). En plus de leur role dans le systeme inflammatoire, ces protéines
interviennent dans différents systemes, montrant ainsi leur dynamique fonctionnelle (Baveye
et al. 1999; Belaaouaj et al. 1998b; Belaaouaj. 2002; Brock. 2002; Broxmeyer et al. 1978;
Floris et al. 2003; Lorget et al. 2002; Oseas et al. 1981; Owen and Campbell. 1999; Pham.
2006; Shi et al. 2000; Snick et al. 1974; Sonawane et al. 2006; Weinrauch et al. 2002).

Elles sont de plus connues comme marqueurs de maladies inflammatoires pulmonaires (HNE)
et intestinales comme la maladie de Crohn (Lf) (Greene et al. 2003; Kawabata et al. 2002;
Kayazawa et al. 2002; Kodama et al. 2007; Matsuse et al. 2007; Moraes et al. 2003;

Ohbayashi. 2002).

La maladie drépanocytaire se caractérise par un état d’inflammation chronique associé avec
une grande variabilité d’expression clinique. Aussi avons-nous choisi ce cadre pour étudier le
role de ces deux protéines en particulier et pour la premiere fois montrer qu’elles pourraient
étre a Dorigine de la variabilit¢é phénotypique, d’ou une confirmation de leur rdle de
marqueurs dans cette maladie. Pour cela, nous avons choisi de rechercher si les différences
d’expression retrouvées pourraient étre corrélées a différents polymorphismes géniques,
notamment au niveau du promoteur, des introns et/ou des exons décrits dans ces deux genes et

liés a des pathologies (Ancliff et al. 2001; Ancliff et al. 2003; Brock. 2002; Furmanski and Li.



1990; Furmanski et al. 1989; Horwitz et al. 1999; Horwitz et al. 2007; Jordan et al. 2005; Lee
and Downey. 2001; Panella et al. 1991; Penco et al. 1999; Salipante et al. 2007; Siebert and
Huang. 1997; Taniguchi et al. 2002; Teng and Gladwell. 2006; Teng. 2002; Thomas et al.
2006; Velliyagounder et al. 2003).

Ces deux protéines possedent ainsi une dynamique structurale et fonctionnelle particuliere. 11
apparait alors intéressant de déterminer leur mode d’action et de vérifier si les mécanismes

moléculaires passent par un défaut d’expression génique, dans le cadre de la drépanocytose.

II - Matériel et Méthodes

1 - Population d’étude

La population d’étude est constituée de patients SS asymptomatiques, de patients SS ayant
des crises CVO, de patients ayant présentés des infections ainsi que des témoins normaux
volontaires, ce qui représente une population totale d’une cinquantaine de patients.

La crise vaso-occlusive ou CVO est définie comme un épisode de douleur aigue dans
I’abdomen et ou aux extrémités, accompagné de signe d’une augmentation de 1’hémolyse.
Seuls les patients ayant eu au moins deux épisodes infectieux (septicémie, méningite,
ostéomyélite, infection pulmonaire) ont été inclus dans I’étude. Aucun des patients inclus
dans cette étude ne sont sous traitement. Chacun des patients ont donné leur accord selon les
protocoles établis par le Centre de Drépanocytose de 1’hdpital du Lamentin, en Martinique.
Cette étude a obtenue 1’accord du Comité d’Ethique Régional (Projet de recherche
« Polymorphisme de genes de 1'immunité susceptibles d’€tre impliqués dans les

complications majeures de la drépanocytose », projet n°06-02, du 17 Aot 2006).



2 - Echantillons de sang

Les échantillons de sang veineux ont été obtenus de patients drépanocytaires et de volontaires
sains, pour les patients asymptomatiques au cours de visite de routine. Ces échantillons de

sang (EDTA) ont ét¢ immédiatement conservés dans de la glace (4°C).

3 - Amplification génétique de I’'HNE et de la Lf par PCR

L’ADN a été extrait des leucocytes du sang périphérique en utilisant la méthode d’extraction

au phénol-chloroforme (Bienvenu et al. 1999; Sambrook et al. 1989).

Pour HNE, trois fragments d’ADN couvrant les 5 exons d’ELA2 et au moins 15 bases des
régions flanquantes ont été amplifiés par PCR (Ancliff et al. 2001). Parmi les 17 fragments
d’ADN génomique couvrant la totalité de la région codante du géne codant la Lf, nous avons
choisi d’amplifier 7 exons contenant des polymorphismes ponctuels de nucléotides de la
forme SNP (Single Nucleotide Polymorphism), préalablement décrits (Teng and Gladwell.
2006).

Les différentes amorces utilisées (Proligo, France) sont présentées dans les tableaux 1 (HNE)
et 2 (Lf).

La réaction PCR est réalisée dans 25 ul de tampon approprié et complet (PCR Master Mix
2X, Reference M7502, Promega), contenant la Taq Polymérase (0,625 unités), les amorces
(10 uM) et ’ADN (1 pg), selon Ancliff et al. (2001) pour I’HNE et lijima et al. (2006) pour la

Lf.



4 - Séquencage et analyse de mutations :

Les produits de PCR sont séquencés dans les deux sens avec les amorces précédemment
utilisées (Millegen, France). Les séquences obtenues sont alors comparées avec des séquences
connues provenant des banques de données du « National Center for Biotechnology
Information » (NCBI). Les comparaisons de séquences sont effectuées avec deux
programmes, BLAST (Basic Local Alignment Search Tool;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/; (Altschul et al. 1997)) et  ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/; (Higgins et al. 1996)), a partir des séquences références du

gene ELA2 (GenBank accession number AC Y00477; (Nakamura et al. 1987)) et du gene Lf

(GenBank entry NM 002343; (Sabatucci et al. 2007)).

La traduction des séquences nucléotidiques obtenues ont été réalisées en utilisant le

programme «Expasy Translate Tool» (http://www.expasy.org/tools/dna.html). Les séquences

protéiques résultantes ont été comparées avec la séquence protéique de référence (ELA2 :
GenBank accession number AC Y00477; (Nakamura et al. 1987) ; Lf : GenBank entry NM
002343;  (Sabatucci et al. 2007)) en  |utilisant le programme ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/; (Higgins et al. 1996)).

Des prédictions de structure ont été réalisées sur chacune des séquences obtenues, en utilisant
le SWISS-Model (Guex and Peitsch. 1997, Peitsch. 1995; Schwede et al. 2003).

Les prédictions de sites donneurs et accepteurs d’épissage ont été réalisées en utilisant le
programme « Splice Site Prediction » du projet « Berkeley Drosophila Genome Project »

(BDGP) (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html).




IIT — Résultats et discussion

1 - Geéne codant ’'HNE

Les cinq exons du gene ELA2 ont été amplifiés (figure 1) et séquencés (figures 2 et 3).

Apres avoir comparé chacune des séquences d’ADN obtenues avec une séquence référence
comme précisé dans la partie « Matériels et Méthodes », aucune mutation n’a été mise en
évidence dans les parties codantes du gene. Par contre, différentes mutations dans les introns
2, 3 et 4 chez différents patients SS infectieux ont été détectées (figures 2 et 3). Une étude
supplémentaire a permis de rechercher si ces mutations ont lieu au niveau de sites-clés de
I’épissage (figures 4 et 5).

Cela semble étre le cas des mutations situées en fin d’intron 2 (figure 4) et d’intron 3 (figure
5), qui correspondraient a un site accepteur d’épissage. Les autres mutations rencontrées se
situent en amont ou a la proximité de sites d’épissages (figures 2 et 3). Ces résultats n’ont

jamais encore été décrits dans le cadre de la drépanocytose.

2 - Géne codant la Lf

Les 6 exons du gene Lf présentant le plus de polymorphismes de type SNP connus ont été

amplifiés (figure 6) et séquencés (figures 7 et 8).

a) Séquences nucléotidiques

La comparaison de nos résultats avec une séquence de référence montrent la présence de
polymorphismes dans 1’exon 2 (individu témoin et patient SS infectieux) et I’exon 15 (patient

SS infectieux).



L’alignement des séquences obtenues pour I’exon 2 est présenté dans la figure 9. Nos résultats
montrent une mutation représentée par une insertion des trois nucléotides GAA, en position
103, 104 et 105 dans les séquences obtenues a partir des produits de PCR. Deux autres
mutations sont également retrouvées. Elles correspondent a des substitutions, G>A en
position 123 et A>G en position 178. Ces mutations sont les mémes pour les deux séquences
testées.

L’alignement des séquences obtenues pour I’exon 15 est présenté dans la figure 10. Deux
types de mutations sont observés chez ce patient. Une mutation correspondant a la délétion du
nucléotide A en position 1771 et une mutation correspondant a la substitution du nucléotide T
par le nucléotide C, en position 1932.

Ce sont les premiers travaux de ce type dans le cadre de patients drépanocytaires.

b) Séquences protéiques

A partir des séquences d’ADN complete (séquences de référence), les séquences protéiques
de la lactoferrine du témoin AA (mutation dans I’exon 2 ; figure 9) et du patient SS infectieux
(mutations de I’exon 2 et 15 ; figure 10), ont été réalisées avec le programme de traduction
« Expasy Translate Tool) (cf. Matériel et Méthodes).

Les différents changements obtenus au niveau de la prédiction de la protéine sont résumés

dans le tableau 3.

Chez I'individu témoin, les mutations retrouvées dans I’exon 2 aboutissent a la prédiction
d’une protéine mutée de 711 acides aminés. Elle se caractérise par I’insertion de 1’arginine en
position 24 et de deux mutations ponctuelles pour lesquelles I’alanine est remplacé par la

thréonine (A30T) et la lysine est remplacé par I’arginine (K48R) (figure 9).



Chez le patient SS infectieux, les mutations retrouvées dans 1’exon 2 aboutissent aux mémes
prédictions que précédemment, cependant, la protéine mutée obtenue possede 585 acides
aminés. De plus, les mutations générées dans I’exon 15 sont a la base d’une modification du
cadre de lecture aboutissant a la perte de plusieurs acides aminés situés en position C-

Terminale (figure 10).

Le patient SS infectieux présente les mémes mutations ponctuelles dans I’exon 2 que chez
I’individu sain. Par contre, les mutations de 1’exon 15 associées aux mutations de 1’exon 2
sont des résultats inédits chez les patient drépanocytaires. Teng et al. (2006) ont d’ailleurs
décrits les mutations de I’exon 2 (insertion 24R ; A30Tet K48R) ou I'insertion 24R est
retrouvée dans 99% des cas et la référence utilisée (matériel et méthodes) est considérée
comme un allele présent dans 1% de la population, ce qui ne modifie pas le cadre de lecture

(Teng and Gladwell. 2006).

IV — Discussion

Cette différence de comportement des protéines pourrait €tre reliée a des mécanismes
moléculaires a 1’origine de défauts d’expression génétiques et/ou de sécrétion. En effet, de
nombreux polymorphismes exoniques et introniques de I’HNE ont été décrits associés a des
maladies cardiaques (Rudolph et al. 2007; Schonfelder et al. 2007) ou a des neutropénies
congénitales.

Pour le gene de la Lf, de nombreux polymorphismes ponctuels de type SNP ont été mis en

évidence au niveau de certains exons ainsi que dans le promoteur. Ces mutations sont



également associées a la survenue de certaines pathologies (« Turista ») (Mohamed et al.
2007; Yi et al. 2006).

Pour la premiere fois, nos travaux montrent 1’existence de polymorphismes d’HNE et de Lf
chez les patients drépanocytaires. Les mutations mises en évidence pourraient étre associées a
des modifications fonctionnelles a I’origine de la variabilité clinique observée dans cette
pathologie.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence, pour la premiere fois, différents
polymorphismes situés dans des régions ou a proximité des régions présumées sites donneurs
ou accepteurs d’épissage. Ces modifications, correspondant a des substitutions ou a des
délétions de nucléotides feront 1’objet de recherches plus approfondies afin de déterminer si
ces modifications affectent la transcription, le déroulement de 1’épissage ou la maturation de

I’ ARN messager (ARNm) correspondant.

De nombreux polymorphismes ponctuels, de type SNP, ont été décrits au niveau de certains
exons du gene codant la Lf et de son promoteur, associées ou non a la survenue de certaines
pathologies (Mohamed et al. 2007; Yi et al. 2006). Aucune étude n’a encore porté sur les
patients drépanocytaires.

Nos travaux confirment 1’existence de deux mutations ponctuelles de type SNP dans I’exon 2
chez un individu sain (Teng and Gladwell. 2006) et décrivent pour la premiere fois des
mutations au niveau de I’exon 15 chez un malade drépanocytaire. Ces dernieres traduisent une
modification du cadre de lecture lors de la transcription, aboutissant au niveau de la prédiction
protéique, a I’insertion d’un codon stop, et donc a une protéine tronquée dans sa partie C-

Terminale.
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Ce travail offre de nombreuses perspectives, tant sur la compréhension du schéma
physiopathologique de la drépanocytose que sur la dynamique structurale et fonctionnelle de
I’HNE et de la Lf.

Nos résultats pourront étre étayés par des études en cours actuellement concernant la structure
de ’ARNm, sa maturation et sa stabilité, sur la relations entre la séquence génétique et la

traduction protéique ainsi que sur la structure et la fonction de la protéine finale.
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Tableaux

Fragment

Amorce sens

Amorce antisens

5’-CGGAGGGGCAGAGACCCCGGA-3’

5’-CTCGAGCACCTTCGCCCTCAG-3’

5’-CCTGCCCTGCAGGATCCCAGA-3’

5’-AGACCGGGACGCGGGGTCCGA-3’

5’-TCAACGGCCCATGGCGGGTAT-3’

5’-GGAGAGTGTGGGTGTGGGCAG-3’

Tableau 1: Séquence des amorces utilis€es pour l'amplification du geéne ELLA2

D’apres (Ancliff et al. 2001).

Exon

Amorce sens

Amorce antisens

10

12

15

5’-CGCCCTCAGTCAGTGGTTGA-3’

5’-TTGCTGGGTTTGGGTGAGTT-3’

5’-TTTGTCCCTCTTGTCCAGGC-3’

5’-TGTAACCTGCTGTGACCAGG-3’

5’-ATGCAGCCTCACTGTGGTGC-3’

5’-GCCTCCTGGAGGTTAAGACT-3’

5’-CGTGGATGATGCCACCTTCT-3’

5’-TCCATTCAGCTTGGTCCCAA-3’

5’-TAATCCACACAGCTCAGGGC-3’

5’-ACAACTGGAATAGAGCCCCC-3’

5’-TGAGGCCAAGGGACACTTGG-3’

5’-CCATGACCCAGAGGGAATAT-3’

5’-TCCCTAAGGTTCCACAGCAC-3’

5’-GCCCACACAGCTAAGAAAGC-3’

Tableau 2: Séquence des amorces utilis€es pour 1’amplification du gene de Lf.

D’apres (Iijima et al. 2006).
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A)

Exon Individu Type de mutation
Normal - Insertion '“GAA'™
2 - Substitution G123A
SS infectieux
- Substitution A178G
- Délétion T A
15 SS infectieux
- Substitution T1932C
B)
Individu Protéine mutée Type de mutations obtenues
Normal 711 acides aminés - Insertion 'R

- Substitution A30T

- Substitution K48R

SS infectieux

585 acides aminés

- Insertion 'R
- Substitution A30T
- Substitution K48R

- Délétion en CT

Tableau 3 : Mutations du géne et de la protéine Lactoferrine.

A) Mutations au niveau du gene codant la Lf.

B) Mutations au niveau de la protéine Lactoferrine.
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La mutation en rouge est le résultat des mutations retrouvées au niveau de I’exon 15 du gene

codant la Lf.
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b M 1 2 3

3000 —
2000 —
1000
770
800 <— 1740
<— 452

Figure 1 : Migration des produits de PCR du géne codant I’HNE.

Puits : M, Marqueur de migration de 50 pb (Sigma, n° D3812) ; 1, Amplification du fragment
2.; 2, Amplification du fragment n°2. ; 3, Amplification du fragment n°3.

Les fleches indiquent les produits de PCR obtenus ainsi que leur taille en pb.
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ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

ref
2s

GGCCCCGATCCCGTGGGTTCCCGGTGGGGGATCCAGAGGCCCCGTGGCCGGGAGGGGACA

GGGACGACAAGGCGCGGCTGAGCCCCGACCCCCGGGGCCGCCCCTGAGLCCCCGLCTICTCC
————— ANACAGGCGCGGCTGAGCCCCGACCCCCGGGGCCGCCCCTGAGLCLCCCGLCTICTCC

R R R R R R R R I R I I B I I R I I I I I I ]

CTCTTTTGGCAGAAACGTCCGCGCGGTGCGGGTGGTCCTGGGAGCCCATAACCTCTCGCG
CTCCCC-GGCAGAAACGTCCGCGCGGTGCGGGTGGTCCTGGGAGCCCATAACCTCTCGCG

* k% hhkhkhk kA rhkhhhhkhkhkhhhhkhhhkhkhkrrdrhkhkhkrhkhkhrhkhhkhkhkhkhkhrrrhkhkkkx*x

GCGGGAGCCCACCCGGCAGGTGTTCGCCGTGCAGCGCATCTTCGAAAACGGCTACGACCC
GCGGGAGCCCACCCGGCAGGTGTTCGCCGTGCAGCGCATCTTCGAAAACGGCTACGACCC

Ak hhkhk kA Ak hAhhAhkhhdhh kA A Ak Ak A d kA hkhkrhk A hdhhkhhdhdkhhkdkhdkhdkhhkdhkdrkhkh*

CGTAAACTTGCTCAACGACATCGTGATTCTCCAGGTGCCGCCGGGCGGGCGGGGGCGAGG
CGTAAACTTGCTCAACGACATCGTIGATTCTCCAGGTGCCGCCGGGCGGG————— GCGGGG

hhhkhkhhkhkhkdhhhkhkhkhkhhrkhhhhkhkkhkrkrhkhhkhhkhkhkrrrhkhhkhkhkhkrrrkhkkrx *k Kk kx

GGCGGAGGCCAGAGGCCTGGGGAGGGTGGAGGCCTGGGGAGGGTGGAGGCTGCGACGGAG
GGCG————— CAGGGGC————-GGAGGCCAGAGGCCTGGGGAGGGTGGAGGCTGCGACGGAG

* Kk kK * Kk Kk Kk kx * K K Kk k Ak hkhk kA hkhkhkhkhkhkhhkrkhkhkhkrrhkkhhhkkhkhkhxxxk*

GGGCGCGTCGGGGCCGCTCGTGGGGACCTGGGGTGGCATCGTGGGCTGGGTGGTCCCCTC
GGGCGCGTCGGGGCCGCTCGTGGGGACCTGGGGTGGCATCGTGGGCTGGGTGGTCCCCTC

Ak hhhk kA hAhk kA rhAhkhhdhkhhdA A hdhkh kA hk kv hkhkhdhhkhhdhdkhhkdhdkhkdkhhkdhkhrkhkh*

TCCGCGCCTCGGTCTGCACCTCTGTGAAACGGGAAAATACCCGCCATGGGCCGTTGAGGG
TCCGCGCCTCGGTCTGCACCTCTGTGAAACGGGAAAATACCCGCCATGGGCCGTTGAA-—

khkhkkhkhkhk Ak Ak hkhkhkhk kA A Ak hhhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkrhkhkhhkrkkhkhkhkrrhkhkhhhkhkkkhkxkxkx*x

GTTAAATGAGATCCTGCAGGGAGGCCCCGATCTIGCTGTCAATCAACAAACTTACTGAGAA

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160
55

2220
114

2280
174

2340
229

2400
280

2460
340

2520
398

2580

Figure 2 : Alignement de séquences nucléotidiques correspondant a la partie 2 utilis€e pour

I’amplification du géne ELA2.
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Ref : référence ; 2s : patient SS infectieux. La séquence de I’exon 2 est en surbrillance en vert et celle de I’exon 3

en surbrillance bleue. * : alignement parfait. Les mutations sont soulignées en rouge.
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ref AGAACCACAGTGGAACCTGAGATGGGGAAACTGAGGCCCGGAGAGGGGAGGGTCATCATC 4440

3s e GGGGAACTGAGGCCCGGAGAGGGGAGGGTCATCATC 36
Khkk hAA Ik hA A Ak A Ad A A A AR h A AR A A A AR AR A AKX

ref ACTGCCCCGTGTGACGCGCTGACGATCTGTCCCCACCGCCACAGCEICARCECENOEEO0R 4500

3s ACTGCCCCGTGTGACGCGCTGACGATCTGTCCCCACCGCCACAGCTCAACGGGTCGGCCA 96
KA AR A A A A A A A AR A A AR A A A A A A AR A A A A AR A A A A AR A AR AR AR AR A R AR A A ARk Kk

ref CCATCAACGCCAACGTGCAGGTGGCCCAGCTGCCGGCTCAGGGACGCCGCCTGGGCAACG 4550

3s CCATCAACGCCAACGTGCAGGTGGCCCAGCTGCCGGCTCAGGGACGCCGCCTGGGCAACG 156
KA AR A A A A A A A AR A A AR A A A A A A AR A A A A AA A A A A AR A AR AR AR AR AR AR A AR ARk Kk

ref GGGTGCAGTGCCTGGCCATGGECTGRGECCTTCTGGECAGGAACCETCAGATCGCCARE 420

3s GGGTGCAGTGCCTGGCCATGGGCTGGGGCCTTCTGGGCAGGAACCGTGGGATCGCCAGCG 216
KA AR A AR A AR AR AR A A A A AR A A A A A A A A A A KA A A A A A A AR A A A AR A A A A A A A A A A A h Kk ko k%

res TCCTGCAGGAGCTCAACGTGACGGTGGTGACGICCCTCTGCCGTCGCAGCARCGTCTGCA 1401

3s TCCTGCAGGAGCTCAACGTGACGGTGGTGACGTCCCTCTGCCGTCGCAGCAACGTCTGCA 276
KA AR A AR A A AR AR A A A KR A A A AR A AR AR A A AA A A AR AR A AR AR AR A A AR A A AR A Rk k Kk

ref SN - - G TGCCCTGGGTGICCCTCTGE 4740

3s CTCTCGTGAGGGGCCGGCAGGCCGGCGTCTGTTTCGTACGTGCCCTGGGTGTCCCTCTGC 336
KA AR A AR A A A AR AR A A A KR A A A AR A AR A A A A AR A A A A AR A AR AR AR AR AR A A A ARk kk

ref TCCCCACCCGCTCCCAGCCCGGTACTGCAGCAACAGGCACCGTGGCTAGACCCTAGGATG 4800

3s TCCCCACCCGCTCCCAGCCCGG-ACTGCAGCAACAGGCACCGTGGCTAGACCCTAGGA-G 394
KAIAKAKAIAAKAAA KA AR AR A AR A K, AAAAA A KRR A AR A AA A A AR A A A A A A A A A A A A A h A h K, %

ref GGACTTCCCAACCCTGACACGTCGGCGGGCAGGTGGGCAGGGCCTCGCAGTCCAGCTTCC 4860

3s GGACTTCCCAACCCTGACA-GGCGGCGGGCAGGTGGGCAGGGCCTCGCAGTCCAGCTTCC 453
KAKKKAKAAXAAXAXAAKANAXAA KN AR * A A KA A IAAAA A A AR AR A AR AR AR AR AR A A A AR R Xk Kk

ret ccacerTeTcTccTecAc R - 20

3s CCACCTTGTCTGCCTCCACAGGGGGACTCCGGCAGCCCCTTGGTCTGCAACGGGCTAATC 513
KA AR A AR A A AR AR AR AR A AR A A A A A A A A A A AR A A A A A AR A A A AR A A A A A A A A A A A h Ak ko k%

ref CACGGAATTGCCTCCTTCGTCCGGGGAGGCTGCGCCTCAGGGCTCTACCCCGATGCCTTT 1%

3s CACGGAATTGCCTCCTTCGTCCGGGGAGGCTGCGCCTCAGGGCTCTACCCCGATGCCTTT 573
KA AR AR A A A A A A AR A A A A A A A A A A AR A A KA A AA A AA A AR A AR A A AN AR A A A AN A A XA A AR XXX

res 6CCCCGGTGRCACAGTTTGTARACTGGATCGACTCTATCATCCARCGCTCCGAGGACAAC

3s GCCCCGGTGGCACAGTTTGTAAACTGGATCGACTCTATCATCCAACGCTCCGAGGACAAC 633
KA AR AR A A A A A AR AR A A A A A A A A A A AR A A KR A AA A AA A AKRA A KA A A AN AR A A A AN AR XA A XA XK

ref CCCTGICCCCACCCOCGaRACCOGGACCCGACCAGCAGRACCCACTGH i o+ 1

3s CCCTGTCCCCACCCCCGGGACCCGGACCCGGCCAGCAGGACCCACTGAGAAGGGCTGCCC 693
KA AR A A A A A A A AR A A A KR A A A A A A AR A AR A AA A A AR AR A AR AR AR A A AR A A A AR h Ak k

ref GGGTCACCTCAGCTGCCCACACCCACACTCTCCAGCATCTGGCACAATAAACATTCTCTG 5160

3s GGGTCACCTCAGCTGCCCACACCCACACTCTC———————————————————————————— 725
R R b b b b b b b b b b b b S b 2 e b S S S S

ref TTTTGTAGAATGTGTTTGATGCTCCTTGGCTGTGTGATTGGGTGTTGAAAATGGTCAGTA 5220

35 e

Figure 3 : Alignement de séquences nucléotidiques correspondant a la partie 3 utilis€ée pour

I’amplification du géne ELLA2. Ref: référence ; 3s : patient SS infectieux. La séquence de 1’exon 4 est en

surbrillance en violet et celle de I’exon 5 en surbrillance rouge. *: alignement parfait. Les mutations sont

soulignées en rouge.
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Splice site predictions for 1 sequence with donor score cutoff 0.40, acceptor
score cutoff 0.40 (exon/intron boundary shown in larger font):

Donor site predictions for ref :

Start End Score Exon Intron

29 43 0.52 actgaccgtgagcct
45 59 0.80 ggtgaaagtgagttc
270 284 0.87 ttgegcaQlgagtge
612 626 0.98 acgctcggtaaatct
629 643 1.00 atttcggQtaagtat
782 796 0.85 ctgggaggtgaggca
805 819 0.64 acccgagQicagctg
889 903 044 gaggcagQtgcotgt
1347 1361 0.92 ctgggggQtgagttt
1585 1599 0.61 agtccagQtctgtct
1767 1781 0.89 gcacccgQtgtgtee
1936 1950 0.89 cgaatgtgtgagtag
1991 2005 0.69 ctgtgagQtgggtag
2308 2322 050 tctccaggtgocgec
3147 3161 0.73 tcacgagQtcaggtg
3522 3536 0.76 accacagQlgccacc
3860 3874 0.40 ctcccagQttcaage
3892 3906 0.40 ctcccaggtagctgg
4709 4723 0.65 ctgtttcgtacgtgc
4826 4840 0.48 cgggcagQlgggcag

5207 5221 0.85 gaaaatgQtcagtag

Figure 4 : Prédiction des différents sites donneur d’épissage au niveau du gene ELA2.




Acceptor site predictions for ref :

Start End Score Intron Exon

295 335 0.65 tgcatgtggccggtatcacagggcecctgggtaaactgagge
348 388 0.65 tgcatgtggccggtatcacaJggcecctgggtaaactgagge
401 441 0.65 tgcatgtggcoggtatcacagggecctgggtaaactgagge
454 494 0.65 tgcatgtggceggtatcacagggecctgggtaaactgagge
5567 597 0.91 cacccccatcaagtcectcaggtcetaggtttggeccaggttt
1146 1186 0.41 tttcatcaacgcctgtgccaggggagaggaagtggagggeg
1206 1246 0.68 tgcaacggectcccagcacadggctataagaggagecggge
1399 1439 0.97 tctgttcccacctctccataJagggcecccaccagtgtggat
1434 1474 0.93 gtgggtccctcatecctcacaJgggaggtgccagetgggaca
1630 1670 0.64 cittgectetecgtgectcaJtitectcatctgaacaacag
1765 1805 0.91 ccgcacceggtgtgtccccaggeaccgegcetggectcggag
1842 1882 0.50 cccttcatggtgteectgcagctgegeggaggcecacttcty
2065 2105 0.93 ctegagcaccttcgecctca(gceccgtcgecggatggggac
2152 2192 0.95 cgectctecctcttitggcaJaaacgtcegegeggtgegag
2294 2334 0.82 aacgacatcgtgattctccaggtgccgeegggegggeggag
3407 3447 0.96 tgtcactaagtttictcata(ctctcacccagtgcagtgge
3799 3839 0.58 aagtctegctetgtcgecccadgcetggagegeagtgcacaat
3846 3886 0.91 cactgcacctecegectccca(gttcaagegattcteetgee
3870 3910 0.59 caagcgattctectgectca{cctcccaggtagetgggact
3878 3918 0.90 tctectgectcagectcccagtagetgggactacaggege
3937 3977 0.42 aatitttggtattgttagtaJagacggggtttaaccatgtt
4072 4112 0.99 fttitttttattatttttgtaQacatggggctttgccacatt

4294 4334 0.62 gtgacggctcecactctacaJatggggaaaccgaggettge
4354 4394 0.82 ggtgggtatcctgecctgcaggatcccagaaccacagtgga
4464 4504 0.50 gatctgtcceccaccgecacactcaacgggtcggecaccat
4649 4689 0.54 gacgtccctetgeegtcgcaJcaacgtctgeactctegtga

4737 4777 0.51 ctgctccecaccegctcccacccggtactgcagcaacagg

Figure 5 : Prédiction des différents sites accepteur d’épissage au niveau du gene ELA2.
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Figure 6 : Migration des produits de PCR des exons 2, 4, 5,10, 12 et 15 du gene codant la Lf.

Puits : M, Marqueur ; 1, Amplification de 1’exon 2; 2, Amplification de I’exon 4.; 3,
Amplification de I’exon 5 ; 4, Amplification de I’exon 10 ; 5, Amplification de ’exon 12 ; 6,
Amplification de I’exon 15.

Les fleches indiquent les produits de PCR obtenus ainsi que leur taille en pb.
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CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

18e2s = ——-——m—mmmm oo T oo — oo
1% 2s 0 —o oo o mm oo oo
ref AGAGCCTTCGTTTGCCAAGTCGCCTCCAGACCGCAGACATGARACTTGTCTTCCTCGTCC 60
18e2s  mmmmmmmm - CNCTCTCNGGACTGTGTCTGGCTGECCETRGEAGRAGGRGTGTTCAGT 48
18eZs mmmmmmmm - GRCTGTGTCTGECTEECCETAGGAGRAGGRGTGTTCAGT 38
ko Eh T A oA AT oA Ak h b doh kS ok ok d ko o ko
18e2s GGTGCACCGTATCCCAACCCGAGGCCACAARATGCTTCCAATGGCAAAGGARTATGAGRR 108
18e2s GETGCACCGTATCCCAACCCGAGGCCACAARATGCTTCCAATGGCAARGGARTATGAGAR 89
zef G6TGCGCCGTATCCCAACCCGAGGCCACAAAATGCTTCCAATGGCARAGGARTATGAGAR - 11
dd kR E F R A A A A A A A A A AL IS A A A SIS A A IS A S A A A oA A b od ok ok od
18e2s GAGTGCGTGGCCCTCCTGTCAGCTGCATARRGAGAGACTCCCCCATCCAGTGTATCCAGE 168
18e2s GRGTGCETGECCCTCCTGTCAGCTGCATAARGAGRGRCTCCCCCATCCAGTGTATCCAGE 159
res AR GTGOGTGECCCTCCTGT CAGC TGCAT A G AGAGACTCCCCCAT CCAGT GTATCCAGE 237
LA LA L LR R L LA LELELELRLELARLLELELELELALLERELAELELERRLELELELEEELEL
18e2s CCATTGCGGTGRA-———- GTCRATGCCG-GGTGTTGET TGEEACCAAGCTGARTGEAR-—— 210
18e2s CCRTTGCGGTGRA-———- GTCRATGCCG-GGTGTTGET TGEEACCRAGCT GARTGERR-—— 210
ref EERT T8 rrn CRGEGCCERTGCTGT GACCCT TEAT GETGETTTCATATACGAGGCAG 287
el ok ok o o - & ok E Rk % W LA - - &
1Be2s = —o o oo oo
B T
ref GCCTGECCCCCTACARACT GCGRACCTGTAGCGGCGEAAGTCTACGGGACCERRAGACAGE 357

Figure 7 : Alienement de séquences nucléotidiques correspondant a 1’exon 2 du gene codant

laLf.
Ref : séquence de référence ; 18e2s : patient SS infectieux ; 19e2s : individu témoin.
La séquence de I’exon 2 est en surbrillance en vert. * : alignement parfait. Les insertions de

nucléotides sont soulignées en rouge.
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ref
23el5s

ref
23el5s

ref
23el5s

ref
23el5s

ref
23el5s

CTGTCTTGCAGAACACTGATGGAAATAACAATGAGGCATGGGCTAAGGATTTGAAGCTGG
——————————————————————————— ACA-TGAGGCATGGGCTAAGGATTTGAAGCTGG

khk hhkrkhkhkhkhkhkkhkhkhkrkrhkhkhkhkhkkhkkhkkhhrrxkx*

CAGACTTTGCGCTGCTGTGCCTCGATGGCAAACGGAAGCCTGTGACTGAGGCTAGAAGCT
CAGACTTTGCGCTGCTGTGCCTCGATGGCAAACGGAAGCCTGTGACTGAGGCTAGAAGCT

KA AR A AR A AR AR AR AR A A A A A A A A A A A A A A A KA A A AA A A AR A A A AR A A A A A A A A A A A h ok hk %

GCCATCTTGCCATGGCCCCGAATCATGCCGTGGTGTCTCGGATGGATAAGGTGGAACGCC
GCCATCTTGCCATGGCCCCGAATCATGCCGTGGTGTCTCGGATGGATAAGGTGGAACGCC

KA AR A AR A A AR AR AR AR A AR A A A AR A A A A A KR A A A A A A AR A A A AR A A A A A A A A A A Ak hk %

TGAAACAGGTGTTGCTCCACCAACAGGCTAAATTTGGGAGAAATGGATCTGACTGCCCGG
TGAAACAGGTGCTGCTCCACCAACAGG————~— TATGGACCACAGGGCTTCTAGTGCTTTC
hkkkkkk ok kk ok Kok kok ok kok kokok ok ok ok ok ok *  kokk * x kx K * kokk

ACAAGTTTTGCTTATTCCAGTCTGAAACCAAAAACCTTCTGTTCAATGACAACACTGAGT
TTA-GCTGTGTGGGCA ~— === = — e

*x Kk kK k%

1800
32

1860
92

1920
152

1980
207

2040

Figure 8 : Alignement de séquences nucléotidiques correspondant a I’exon 15 du géne codant

la Lf.

Ref : séquence de référence ; 23e15s : patient SS infectieux.

La séquence de I’exon 15 est en surbrillance en bleu.

* . alignement parfait. Les mutations sont soulignées en rouge.
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CLUSTAL W

ref
echl9

ref
echl9

ref
echl9

ref
echl9

ref
echl9

ref
echl9

ref
echl9

ref
echl9

ref
echl9

ref
echl9

ref
echl9

ref
echl9

(1.83)

multiple sequence alignment

MKLVFLVLLFLGALGLCLAGRRR-SVQWCAVSQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRD
MKLVFLVLLFLGALGLCLAGRRRRSVOWCTVSQPEATKCFQWQRNMRRVRGPPVSCIKRD

AAAAk A ARk A AKX A AAAAAAAAKAA A, hhhkh ko hhk kA hhkdhhhkhkhAhkrhh ke khhkrhkhkhkhkxhx*k

SPIQCIQATAENRADAVTLDGGF IYEAGLAPYKLRPVAAEVYGTERQPRTHYYAVAVVKK
SPIQCIQATAENRADAVTLDGGF IYEAGLAPYKLRPVAAEVYGTERQPRTHYYAVAVVKK

LR R R I S I I S S I S S I I I I I b S I I S I S I S Sh b I R I S S S SE b b 2E b b S S S Y

GGSFQLNELQGLKSCHTGLRRTAGWNVPIGTLRPFLNWIGPPEPIEAAVARFFSASCVPG
GGSFQLNELQGLKSCHTGLRRTAGWNVPIGTLRPFLNWIGPPEPIEAAVARFFSASCVPG

Ak hkhhkhkhkhkhkhhhkhkhkhhhhkh bk kv hkhhkhkhkhkhrrhkhk bk hkhkhkhdrhkhkdk vk hkhkhkhhkhkrhkkhkrxkx*

ADKGQFPNLCRLCAGTGENKCAFSSQEPYFSYSGAFKCLRDGAGDVAF IRESTVFEDLSD
ADKGQFPNLCRLCAGTGENKCAFSSQEPYFSYSGAFKCLRDGAGDVAF IRESTVFEDLSD

Ak hkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkh bk hkrhkhhkhkhhkhrhhkhk bk hkhkhkhrhkhkdk vk hkhkhkhhkhkrhkhkrxkx*%

EAERDEYELLCPDNTRKPVDKFKDCHLARVPSHAVVARSVNGKEDAIWNLLRQAQEKFEFGK
EAERDEYELLCPDNTRKPVDKFKDCHLARVPSHAVVARSVNGKEDAIWNLLRQAQEKFGK

Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhhkh bk kv hkhhkhkhhkhrr bk bk hkhkhkhrhkhdkhrhkrkhkhkhhkhkrhkhkrxkx*k

DKSPKFQLFGSPSGOKDLLFKDSAIGEFSRVPPRIDSGLYLGSGYFTAIQNLRKSEEEVAA
DKSPKFQLFGSPSGQKDLLFKDSAIGEFSRVPPRIDSGLYLGSGYFTAIQNLRKSEEEVAA

LR R R I I I S S I S S I I I S I S S I I S I S I S Sh b I I I S S SE b b SE b b S S S Y

RRARVVWCAVGEQELRKCNQWSGLSEGSVTCSSASTTEDCIALVLKGEADAMSLDGGYVY
RRARVVWCAVGEQELRKCNQWSGLSEGSVTCSSASTTEDCIALVLKGEADAMSLDGGYVY

Ak hkhrkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhhkh bk hkrhkhkhkhkhhhrh bk hk bk hkhkhkhdrhkhkdk vk hkhkhkhhkhkrhkhkxxkx*

TAGKCGLVPVLAENYKSQQSSDPDPNCVDRPVEGYLAVAVVRRSDT SLTWNSVKGKKSCH
TAGKCGLVPVLAENYKSQQSSDPDPNCVDRPVEGYLAVAVVRRSDT SLTWNSVKGKKSCH

Ak hkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhhhhhkh bk hkrhkh bk hkhhkhrhhkhk bk hkhkhkhdrhkhkdk vk hkhkhkhhkhkrhkhkrxkx*k

TAVDRTAGWNIPMGLLENQTGSCKEFDEYFSQSCAPGSDPRSNLCALCIGDEQGENKCVPN
TAVDRTAGWNIPMGLLENQTGSCKEFDEYFSQSCAPGSDPRSNLCALCIGDEQGENKCVPN

Ak hkhhkhkhkhkkhkhkhhkhkhhkhhhkh bk kv hkhhkhkhhhrhhkhk bk hkhkhkhrhkhkdk vk hkhkhkhhkhkrhkkkhkxxkx*k

SNERYYGYTGAFRCLAENAGDVAEFVKDVTVLONTDGNNNEAWAKDLKLADFALLCLDGKR
SNERYYGYTGAFRCLAENAGDVAEFVKDVTVLONTDGNNNEAWAKDLKLADFALLCLDGKR

LR R R I R I I S S I S S I I S S b b i S S I S S S b b I I I S S SE b b 2E b b S S Y

KPVTEARSCHLAMAPNHAVVSRMDKVERLKQVLLHQQAKFGRNGSDCPDKE CLFQSETKN
KPVTEARSCHLAMAPNHAVVSRMDKVERLKQVLLHQQAKFGRNGSDCPDKECLFQSETKN

LR R R I R I I S S I S S I I I S I b S I I S I S S b S b b I I I S S SE b b 2h b b S S S Y

LLENDNTECLARLHGKTTYEKYLGPQYVAGITNLKKCSTSPLLEACEFLRK 710
LLENDNTECLARLHGKTTYEKYLGPQYVAGITNLKKCSTSPLLEACEFLRK 711

LR R R I I I I S I S e I I S S S SE e S S I S S Sh dh I Sh S S S S b 2

Figure 9 : Alignement de s€quences protéique de la Lf chez 1’individu normal.

Ref : séquence de référence ; ech19 : témoin sain.

* . alignement parfait. Les mutations sont soulignées en rouge.
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multiple sequence alignment

MKLVFLVLLFLGALGLCLAGRRR-SVQWCAVSQPEATKCFQWORNMRKVRGPPVSCIKRD
MKLVFLVLLFLGALGLCLAGRRRRSVOWCTVSQPEATKCFQWQRNMRRVRGPPVSCIKRD

Ak hkhrkhkhkhkkhkhkkhhkhkhkhkhhhhkhkkhkrkh hhrkhkkoehhkhhrhkhkhkhhkhkhkrhrhhk o khkhkhkhxkhkxkkx*k

SPIQCIQAIAENRADAVTLDGGFIYEAGLAPYKLRPVAAEVYGTERQPRTHYYAVAVVKK
SPIQCIQAIAENRADAVTLDGGF IYEAGLAPYKLRPVAAEVYGTERQPRTHYYAVAVVKK

Ak hkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhhh bk hkrhkhhkhrhkhkhkhhkhkrhkhkhkhkhkhkhkrkh vk hkhkhkhkhkhkrhxkxkkx*

GGSFQLNELQGLKSCHTGLRRTAGWNVPIGTLRPFLNWIGPPEPIEAAVARFFSASCVPG
GGSFQLNELQGLKSCHTGLRRTAGWNVPIGTLRPFLNWIGPPEPIEAAVARFEFSASCVPG

LR R i R I I I S S I b S I I I S S S R I S I S S Sh S S b b e S S S b b 2R b b S S e S S S 4

ADKGQFPNLCRLCAGTGENKCAFSSQEPYFSYSGAFKCLRDGAGDVAF IRESTVFEDLSD
ADKGQFPNLCRLCAGTGENKCAFSSQEPYFSYSGAFKCLRDGAGDVAF IRESTVFEDLSD

LR R R i I I S S S S S I b S S S R I S I S I Sh S S b b S S S Sh b b 2h h b S S e S S i S

EAERDEYELLCPDNTRKPVDKFKDCHLARVPSHAVVARSVNGKEDAIWNLLRQAQEKFEFGK
EAERDEYELLCPDNTRKPVDKFKDCHLARVPSHAVVARSVNGKEDAIWNLLRQAQEKFEFGK

LR R R i I I S S S I S S S I I I S S S e R I S I S I S S S b b S S S S b b 2R b b S S S S S S

DKSPKFQLFGSPSGQOKDLLFKDSAIGEFSRVPPRIDSGLYLGSGYFTAIQONLRKSEEEVAA
DKSPKFQLFGSPSGQOKDLLFKDSAIGEFSRVPPRIDSGLYLGSGYFTAIQONLRKSEEEVAA

LR R i R I I S S I S S S I S I S S R S R I S I S S Sh S S R b S e S S S b b b b b S S I S S S S

RRARVVWCAVGEQELRKCNQWSGLSEGSVTCSSASTTEDCIALVLKGEADAMSLDGGYVY
RRARVVWCAVGEQELRKCNQWSGLSEGSVTCSSASTTEDCIALVLKGEADAMSLDGGYVY

LR R i I I S S I S S S I I I I S S S S R I S I S S Sh S S R b S e S S Sh b Sh 2R b b S S I S S 4

TAGKCGLVPVLAENYKSQQSSDPDPNCVDRPVEGYLAVAVVRRSDTSLTWNSVKGKKSCH
TAGKCGLVPVLAENYKSQQSSDPDPNCVDRPVEGYLAVAVVRRSDTSLTWNSVKGKKSCH

LR R I I I S S S S S I I I S S S R I S I S S Sh S R b S e S S Sh b b 2R b b S S I S S S S

TAVDRTAGWNIPMGLLENQTGSCKEFDEYFSQSCAPGSDPRSNLCALCIGDEQGENKCVPN
TAVDRTAGWNIPMGLLENQTGSCKEFDEYFSQSCAPGSDPRSNLCALCIGDEQGENKCVPN

Ak hkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhhhkh bk hkrhkhhkhrhkhkhkhdkhkrhkhkhkhhhkhkrh vk hkhkhkhhkhkrhxkxkkx*

SNERYYGYTGAFRCLAENAGDVAFVKDVTVLONTDGNNNEAWAKDLKLADFALLCLDGKR
SNERYYGYTGAFRCLAENAGDVAFVKDVTVLONTDGNN---MRHGLRI ——=————————~

Ak hkhrhkhkhkkhkhkhhkhkhkhkhhrhrkkhkrhhkhkhrhkhkhkhxkhkxkkx* e ke .

KPVTEARSCHLAMAPNHAVVSRMDKVERLKQVLLHQQAKFGRNGSDCPDKEFCLFQSETKN

Figure 10 : Alignement de séquences protéique de la Lf chez le patient SS infectieux.

Ref : séquence de référence ; ech9912 : patient SS infectieux.

* . alignement parfait. Les mutations sont soulignées en rouge.
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