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Le laboratoire s'intéresse a la synthése et le transport des protéines a ancre
GlycosylPhosphatidylinositol (GPI-AP). Des mutations héritées dans les génes codant pour ces
protéines ménent a plusieurs symptdmes comme |'épilepsie et la déficience intellectuelle. A
travers le séquencage d'exomes de patients avec des phénotypes similaires, il a été possible
d'identifier des nouvelles maladies causées par des mutations de genes dans la voie de la synthese
(GPAA1, PIGP) ou encore du transport de ces protéines pour lequel peu de génes ont été
identifiées a ce jour.

L'objectif de ce projet est d'identifier certains des génes importants pour ce transport. Pour cela,
il faudra identifier par criblage des cellules humaines contenant des défauts génétiques menant
a la diminution de protéines a ancre GPI 3 la surface cellulaire. A partir des génes identifiés, ceux
pouvant affecter le transport vésiculaire seront sélectionnés selon leurs domaines protéiques ou
leur fonction connue, pour ensuite confirmer et caractériser leur réle précis dans le transport des
GPI-APs. Le criblage sera effectué en utilisant des cellules haploides afin d'abolir completement
les fonctions protéiques avec une seule mutation. Les génes de tout le génome vont étre mutés
aléatoirement en utilisant une librairie CRISPR disponible via Addgene. Puis, les cellules avec une
diminution d'expression des GPI-APs a leur surface seront sélectionnées par cytométrie en flux
avec le marqueur FLAER. Les ARNs guides CRISPR dans ces cellules vont étre séquencés et la liste
de genes obtenue sera analysée pour leurs fonctions. Les efforts vont étre concentrés sur les
protéines dont leur réle dans la synthese des ancres GPI n'est pas connu
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Pour ces protéines, les effets sur le transport vésiculaire vont étre répliqués dans les cellules
haploides grace a différents ARNs guides pour le méme géne et confirmer la diminution en surface
de ces protéines, en plus de corriger le défaut grace a un cDNA pour ce géne. Dépendamment des
protéines identifiées, la localisation cellulaire sera étudiée en utilisant I'immunocytochimie
confocale, ainsi que les interactions avec les GPI-APs et autres protéines de transports par co-
immunoprécipitation.

Ce projet est important pour comprendre un processus biologique peu étudié, ainsi que des

maladies humaines avec l'identification potentielle de mutations dans ces nouvelles protéines de
transports.

Epilepsie, CRISPR, génétique.



