Caractérisation transcriptomique spatiale
et ciblage de la mutation activatrice du gene
GNAQ dans les anomalies vasculaires.
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Les anomalies vasculaires sont des pathologies

complexes

* Hémangiomes infantiles, d’autres tumeurs
vasculaires rares

 Malformations vasculaires : veineuses,
lymphatiques, artérioveineuses et capillaires.

* Grande partie congénitale
* Options thérapeutiques sont rares
* Chirurgie n’est pas toujours possible

Boccara O, Maruani A, Léauté-Labreze C, J Bul Can, 2018



malformation capillaire liee a GNAQ
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Prolifération endothéliale

» mutation somatique mosaique et dominante de
GNAQ : p.Arg183Gln

\
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William K et al, 2002 ; Dutkiewicz et al, 2015 ; Jordan et al., 2020




malformation capillaire liee a GNAQ

Hypotheses:

La mutation mosaique est responsable de régulations transcriptomiques
pouvant expliquer la maladie.

L’application d’un siRNA spécifique de la mutation GNAQ p.Arg183Gln, inhibe

’angiogenese dans un modele cellulaire endothélial.




Objectifs

Effet fonctionnel de la mutation et des siRNA
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Modele

Modeéle cellulaire HUVEC

Vecteur psd44 (simplifié) Expression relative de GNAQ
SV40 S
Poly(A) signal )
SLTR HIV-T g g = 3
z e
\ o =
®
1 @ —
3LTR \RRE T § 2-
\m. =
x o
WDRE' E %
psd44-GgQL ,sv4o é E &
o582 pb promoteur E
0-
GNAQ / NT WT mut183
PuroR
hPGK

promoteur

—




Test fonctionnel

Modeéle in vitro : test de tubulogenése

Protocole de tubulogenese Analyse de tubulogenese par WimTube
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Effet de la mutation in vitro
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SIRNA design et sélection

GNAQ WT
GNAQ R1830)

SiNA GNAD 54841
SiNA GNAD 548A.2
SitNA GNAQ 54843
SiNA GNAD 548A.4
SiNA GNAQ 548A.5
SitNA GNAD 54B8A.6
SiRNA GNAD 5484.7
SitNA GNAQ 5484.8
SiRNA GNAD 54BA.9
SiRNA GNAD 5484.10
SiRNA GNAG 5484.11
SiRNA GNAD 5484.12
SiNA GNAD 5484.13
SiRNA GNAD 548414
SiNA GNAD 548415
SiRNA GNAL 548416
SiRNA GNAD 548A.17
SiNA GNAL 548418
SiRNA GNAD 5484.19

c.548G>A

S-ACGECAACAAGATGTGCT TAGAGTT GTOCCCACCACAGGLATCATCGAA-I
S-ACGECAACAAGATGTECT TAGAGTT A TCCCCACCACAGGGATCATCGAA-3
AAGALGUGLULAGAGLILICAUL
AGAUGUGCULAGAGUUCAALL
GALGUGCUUAGAGUUCAAGLIL
AUGUGIUUAGAGLULCAAGULU
UGUGCUUAGAGUUCAAGLICUIU
GUGCULAGAGUUCAAGLICTUL
UGECUUAGAGUUCAAGUCCCUL
GOUUAGAGUUCAAGLICCCCUY
CLUAGAGUUCAAGLICTCCALL
DU AGAGLIVCAAGICCCCACUY
UAGAGULCASGUCCCCATTUL
AGAGUUCAAGUCCCCACCALIL
GAGUUCAAGUCCCCACCATIIL
AGUUCAAGUCCCCACCACALL
GUUCAAGUCCCCACTACAGLIL
LIUCAAGUCCOCACCACAGGLL
UCAAGUCCUCACCACAGLGUL
CAAGUCCOCADCACAGGLALL
AAGUCCCCACCACAGHGALLIL
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Méethode - Ildentification et caracterisation

PCR digitale

v

Amorce spécifique de GNAQREQ

GNAQ Mismatch
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Méethode - Ildentification et caracterisation

Co-marquage
- BaseScope Marquage par BaseScope
- CD3l

Ac anti-CD31
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Résultats — ldentification et caractérisation

Co-marquage d'un échantillon de patient positif pour la mutation en NGS
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Résultats — ldentification et caractérisation

Co-marquage d'un échantillon de patient positif pour Co-marquage d'un échantillon d’'hémangiomatose
la mutation en NGS négatif pour la mutation
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Mutation mosaique causale.
Quelles cellules?

Table 2

GNAQ Mutational Analysis in Capillary Malformation Cell Populations

Mutant Allelic Frequency (%)

Patient
Endothelial Cells PDGFRP+ Cells Stromal Cells CD45+ Cells
5c 11.3 - 0.4 0
10° 17.1 0 46 -
11° 7.6* 0 11.2% 0
12a 41.8 0 2.2 0.3
12b° 429 0 0 0
13 2.8 0 0 0

‘Stur‘ge—Weber syndrome
tp.R183G

(-) = not performed
Gray shaded area indicates multiple CM specimens from the same patient.

Couto JA, Huang L, Vivero MP, Kamitaki N, Maclellan RA, Mulliken JB, Bischoff J, Warman ML, Greene AK. Endothelial Cells from Capillary Malformations Are Enriched for Somatic GNAQ Mutations. Plast Reconstr Surg. 2016



Signal cellules lésion vs adjacent

Sonde GNAQ mut183 Sonde GNAQ mut183
Sur Angiome mutant NGS 3% Sur Angiome mutant tissu adjacent

Import de la technique au labo > cohorte bordelaise angiome et NICH
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