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Résumé

Introduction : Dans cette étude, nous avons réalisé des analyses in silico des Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) ayant des conséquences fonctionnelles sur les protéines
CTLA-4 et SRC dans le contexte du cancer colorectal. Nous avons réalisé des prédictions des
modifications post-traductionnelles associées aux SNPs identifiés comme potentiellement
délétéres, ainsi que la modélisation moléculaire des structures tridimensionnelles des
protéines pour une visualisation plus précise des altérations.

Matériels et méthodes : Nous avons exploité plusieurs outils bioinformatiques tels que
GPS6.0, MusiteDeep, NETPhos 3-1, GPS-MSP, GPS-UBER, PRmePRed, GPS.PBS, CarSite-
I, GPS-YNO2 et GPS-SNO 1.0 pour prédire les modifications post-traductionnelles. Ensuite,
nous avons utilisé les logiciels Phyre2 et SWISS-MODEL pour réaliser la modélisation
moléculaire de ces protéines mutées et ERRAT/PROCHECK pour évaluer la qualité de nos
résultats.

Résultats : Nos résultats indiquent que certaines variations dans les protéines CTLA-4
(T721, T147A, N145S) ainsi que c-SRC (P510S, P136R, A296S, T460K), peuvent
potentiellement induire diverses modifications post-traductionnelles telles que la
phosphorylation, la méthylation, 1’ubiquitination ou la carbonylation, aussi induit un
changement dans la structure de la protéine.

Conclusions : Notre étude in silico fournit une base préliminaire intéressante concernant
I'impact possible de certains SNPs sur CTLA-4 et SRC dans le contexte du cancer colorectal.
Ces résultats pourront étre utilisés comme base de départ pour des études expérimentales
visant a valider les effets de ces SNPs sur les protéines et leur r6le dans le développement de

cette maladie.

Mots clés : CTLA-4, cancer colorectal, modélisation des protéines, modifications

post traductionnelles, nsSNP, SRC.



Abstract

Background: In this study, we conducted in silico analyses of Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) with functional consequences on the CTLA-4 and SRC proteins in the
context of colorectal cancer. We used prediction of post-translational modifications associated
with SNPs identified as potentially deleterious, as well as three-dimensional molecular
modeling of protein structures for a more precise visualization of alterations.

Materials and methods: We exploited several bioinformatics tools such as GPS6.0,
MusiteDeep, NETPhos 3-1, GPS-MSP, GPS-UBER, PRmePRed, GPS.PBS, CarSite-1I, GPS-
YNO2 and GPS-SNO 1.0 to predict post-translational modifications. Then we used Phyre2
and SWISS-MODEL software to perform molecular modeling of these mutated proteins and
ERRAT/PROCHECK to evaluate the quality of our results.

Results: Our results indicate that certain variations in coding regions of CTLA-4
proteins (T721,T147A,N145S), as well as c-SRC (P510S,P136R,A296S,T460K), can
potentially induce various post-translational modifications such as phosphorylation,
méthylation ubiquitination or carbonylation for example, also induces a change in the
structure of the protein.

Conclusions: our in silico study provides an interesting preliminary basis regarding the
possible impact of some SNPs on CTLA-4 and SRC in the context of colorectal cancer. These
results could be used as a starting point for experimental studies aimed at validating the

effects of these SNPs on proteins and their role in disease development.

Keywords: colorectal cancer, CTLA-4, nsSNP, post translational modifications,

protein modeling, Src.
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INTRODUCTION

Introduction

Le cancer colorectal (CCR) est un probléme de santé majeur qui est largement répandu
a I'échelle mondiale. 1l se classe au deuxiéme rang en termes d'incidence et de mortalité parmi
toutes les affections malignes a travers le monde (Belhamidi et al. 2018).11 s'agit d'une
croissance massive anormale des cellules épithéliales glandulaires du célon et/ou le rectum
(Hossainet al., 2022).

Les difficultés reconnues pour détecter cette maladie la rendent plus dangereuse, car elle
ne présente pas de symptdmes spécifiques jusqu'a un stade avancé ou les chances de guérison
deviennent faibles(Vega et al., 2015). Ceci provoque un retard de diagnostic et réduit les
chances de traitement(Loubna Allam, 2020). Par conséquent, il est essentiel de mettre en
ceuvre des méthodes préventives telle que I’identification de variations génétiques liées & un
risque accru de cancer colorectal. Ainsi, les personnes identifiées comme étant prédisposes au
cancer colorectal peuvent bénéficier d'un suivi médical plus étroit, de dépistages plus
fréquents et d'interventions préventives appropriées afin de réduire le risque de développer la
maladie.

Le systtme immunitaire joue un rble majeur dans la défense contre les tumeurs,
Toutefois, les cellules cancéreuses peuvent élaborer des stratégies d'évasion immunitaire qui
impactent I'amorcage, l'activation et la fonction des lymphocytes spécifiques au cancer, Le
CCR ne fait pas exception a ce phénomene, Le microenvironnement tumoral a une influence
négative sur l'activité cytolytique des lymphocytes T réactifs aux cellules cancéreuses, tandis
que la présence de lymphocytes T "non effecteurs” avec un profil régulateur ou anergique
favorise la progression du cancer colorectal (Niccolai et al., 2017).

Le CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4) et le SRC (proto-oncogene tyrosine-
protein Kinase Src) sont deux molécules qui jouent un réle clé dans la régulation du systéeme
immunitaire et la transmission de signaux cellulaires. Le dysfonctionnement de CTLA-4 et
2020).CTLA-4 est un récepteur principalement exprimé a la surface des lymphocytes T (Van
Coillieet al., 2020). C’est un point de contrdle important qui se lie aux molécules CD80 et
CD86 exprimés par les cellules présentatrices d'antigénes (CPA) permettant I’inhibition des
lymphocytes (Xu, Jie, éd., 2020). D’autre part, SRC est reconnu comme 1’un des premiers
oncogenes connus, avec un rble essentiel dans de nombreuses voies cellulaires clés,

notamment celles impliquées dans la régulation, la prolifération, la différenciation, la survie,
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la mobilite et I'angiogenese(Finn, 2008).

Les SNPs correspondent a des modifications d'ADN pouvant survenir a l'intérieur ou a
I'extérieur des génes(Stanton, 1999). Ces SNPs sont généralement considérés comme le
résultat d'une seule mutation, telle qu'une substitution, une insertion ou une suppression(Abd
El-Fattahet al., 2018), Le nsSNP (non-synonymous single nucleotide polymorphism)
représentent un type de variation génétique qui altére un seul nucléotide dans une séquence
d'ADN, entrainant ainsi lI'incorporation d'un acide aminé différent dans la protéine (Malik et
al., 2020).

L’identification de ces SNP peut-étre utile pour comprendre le fonctionnement de
certaines maladies et développer des traitements thérapeutiques. C'est leur principal
avantage(Kim and Misra, 2007). Les techniques expérimentales visant a identifier I'effet des
nsSNP sont trés codteuses, laborieuses et chronophages. Par conséquent, les approches
computationnelles dites "in silico” peuvent étre utilisées en tant qu'outils préliminaires pour
analyser I'impact des nsSNP a haut risque ou qui peuvent affecter des cibles médicamenteuses
importantes(Venkata Subbiahet al., 2020)(Mah et al., 2011).

En 2022, Megnafi Hayat et Boukenadel Amel ont réalisé une analyse in silico du
polymorphisme du CTLA-4 et SRC afin d’identifier les variations délétéres a risque élevé qui
peuvent contribuer a ’installation d’un cancer colorectal ou d’autres pathologies. Dans ce
travail, nous allons étudier in silico I’effet de ces variations sur la structure tridimensionnelle

des protéines et leurs modifications post traductionnelles.
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I. Chapitre | : Revue de la littérature

1. Cancer colorectal

1.1. Généralités :

Le CCR est I'un des cancers les plus fréquents dans le monde, avec prés de 1,8 million de
nouveaux cas diagnostiqués chaque année (Yue et al., 2021). Il est également la deuxiéme cause
de mortalité liée au cancer dans le monde entier(Tehamiet al., 2023). En 2015, le cancer
colorectal a représenté un pourcentage significatif des nouveaux cas diagnostiqués en Algérie, soit
environ 11,2 % avec une moyenne d'age au moment du diagnostic se situant entre 65 et 70, selon
les données de GLOBACAN (Abeset al., 2015).

Number of new cases in 2020, both sexes, all ages

Broast
12536(21.5%)

Colorectum
6526 (11.2%)
Other cancers
27 784 (47.6M) Lung
AT74(B.2%)

Prostate
3597 (6.2%)

Bladder
3 201 (5.5%)

Total: 58 418

Figure 1.1 : profil d’incidence du cancer colorectal en Algérie I’année 2020 correspondant les 02
sexes et tous les ages (GLOBACAN)

On observe une prévalence plus élevée de CCR chez les hommes par rapport aux femmes,
puisque le cancer du sein domine dans cette derniére catégorie, et une incidence 3 a 4 fois
supérieure dans les pays développés en comparaison avec les pays sous-développés(Tehamiet al.,
2023). 1l est possible que le CCR ne présente pas de symptdémes dans ses stades précoces, et cela
se produit dans environ 20 % des cas puisqu’il nécessite géneralement 10 a 15 ans pour qu’un
polype se transforme en tumeur maligne(Keum and Giovannucci, 2019). Dans de tels cas, le
cancer est généralement détecté lorsque la maladie s’est déja propagée. Toutefois, la détection
précoce du CCR et un traitement rapide peuvent considérablement réduire le risque de
mortalité(Misselwitz, 2017).
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Il se présente sous forme de masse cancéreuse solide, ou La formation d’une tumeur
cancéreuse dans le cdlon commence toujours par une excroissance d’un polype bénin sur la
muqueuse colique(Stintzing, 2014). En général, le cancer du cdlon débute par un adénocarcinome
qui se forme a partir des glandes de Lieberkihn, responsables de la production de mucus dans la
paroi du colon(Picard-Croguennec, 2018).Bien que tous les polypes ne se transforment pas en
cancer (seulement 1%), leur risque de dégénérescence augmente proportionnellement avec leur

taille (un sur dix pour les polypes de plus de 1 cm)(Stintzing, 2014).

1.2. Du polype au cancer

1.2.1. Cellules dysplasiques

Lors du processus initial, les cellules saines du cdlon subissent une conversion en cellules
dysplasiques inoffensives, donnant ainsi naissance aux polypes, qui peuvent étre catégorisés en
adénomes présentant des anomalies de différentiation de faible ou de haut grade(Picard-
Croguennec, 2018).

1.2.2. Adénorcarcinome

Les différentes parois du c6lon, comprenant la muqueuse, la sous-muqueuse, la couche
musculaire et la séreuse, sont infiltrées par les cellules cancéreuses, et lorsque celles-ci pénétrent
les vaisseaux sanguins et lymphatiques de la sous-muqueuse, le cancer devient infiltrant,
augmentant ainsi le risque de métastases ; les ganglions a proximité de la tumeur sont les premiers
a étre touchés par les métastases, qui peuvent ensuite se propager au foie et aux poumons(Picard-

Croguennec, 2018).

1.3. Facteurs de risque

Le risque individuel de cancer colorectal est déterminé par des facteurs inhérents qui ne
peuvent pas étre modifiés, tels que I'age, le sexe et les antécédents familiaux. Toutefois, ce risque
peut étre également influencé par des facteurs de risque modifiables, tels que I'alimentation, le
mode de vie, ou l'exposition a certaines substances(Platzet al., 2000).En effet,une consommation
importante de viandes rouges, charcuteries et saucisses a été liée a un risque accru de cancer
colorectal, tandis qu'une consommation élevée de poisson, de légumes frais et de Iégumes cuits a
été associée a une réduction du risque de cette maladie(Imad et al., 2020).D’autre part, 1’0bésité
(caractérisée par un indice de masse corporelle (IMC) égal ou supérieur a 25 kg/m2) (Desjardin,
2014)et une mauvaise santé bucco-dentaire (Amal IdrissiJanati, 2014) peuvent aussi contribuer a

I'augmentation du risque de cancer colorectal.
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Les MICI, qui sont des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin comme la colite
ulcéreuse ou la maladie de Crohn, figurent également parmi les facteurs de risque(Thicoipé,
2015)et c’est probablement causé d’un taux des mutations sporadiques éleve et de I’inflammation
chronique du mucus ou la conséquence d’un renouvellement cellulaire est accrue(Y Peterson,
2015).

Les antécédents familiaux représente un facteur de risque classique qui représentent25% des
cas positifs par cette maladie issue globalement des parents au premier degrés (Wilschutet al.,
2011).

La polypose adénomateuse familiale (PAF) et le cancer colorectal sans polypose héréditaire
(le syndrome de Lynch), sont causés par des mutations génétiques de la lignée germinale et ont a
un risque accru chez les membres de la famille, mais représentent moins de 5%de tous les
cancers(Johnson et al., 2013).

En résumé, Environ 70% des cas de cancer colorectal sont sporadiques, tandis que
seulement 5% sont liés a des conditions héréditaires connues. Les cas restants présentent une
prédisposition familiale apparente sans mutations germinales identifiables (Curraiset al., 2022).

1.4, Symptdmes et diagnostic du cancer colorectal

1.4.1. Symptomes

Il est possible que les premiers stades du CCR ne présentent pas de signes ou symptémes
visibles (Burnett-Hartmanet al., 2021).

Les patients présentent principalement des signes cliniques tels que des problemes de transit
(diarrhée, constipation ou alternance), des rectorragies, une perte de poids, des douleurs
abdominales, un syndrome rectal caractérisé par des empreintes, des ténesmes, des faux besoins et
des évacuations incomplétes, ainsi que des vomissements et une géne en position assise (El
Housse et al., 2015).

1.4.2. Diagnostic

Il a été reconnu depuis longtemps une méthode simple qui détermine 70 % des cancers du rectum et
30 % des CRC c’est I’examen de rectum (Swiderska et al. 2014)

Maintenant et au développement du science et les méthodes de diagnostique plusieurs
d’autres approche sont mises en ceuvre tell que 1’endoscopie qui regroupe 02 méthodes : la
coloscopie qui permet de donner une image entiere du colon a I’intérieur avec une haute sensibilité
et spécificité ; La sigmoidoscopie autorise I’obtention d’une image de la partie inferieur du colon
ou du rectum (Ciesla, Ciesla, et Cieslak s. d.) . en outre, Le test de sang occulte fécal( FIT) est un

test immunochimique qui est a la recherche des hémoglobines dans les selles car cela indique un
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saignement du tractus gastro-intestinal ( un test Fit positif n’est pas toujours rapporter avec CCR
puisque un polypes de 1 a 2cm peut donner les mémes résultats) (Levin et al. 2008).

Les examens de diagnostiques peuvent aussi attribuer au 1’ Antigéne carcinoembryonnaire
(ou ACE) et I’antigéne carbohydrate (AC 19-9) qui sont les marqueurs tumoraux sanguins ; mais
les résultats ne sont pas tellement fiable puisque cet examen biologique et moins sensible(Song
and Li, 2016)

1.5. Traitement du cancer colorectal

Les options de traitement du CCR dépendent de divers facteurs tels que I'dge du patient, son
état de santé général, le stade du cancer et le type de cancer. La chirurgie demeure I'élément
central du traitement curatif, et les techniques opératoires ont connu une évolution considérable au
cours des derniéres décennies (Nikiteaset al., 2016). La chirurgie la paroscopique est désormais
couramment utilisée pour traiter le cancer du cdlon (Nikiteaset al., 2016) .

En plus de la chirurgie, d'autres options de traitement peuvent inclure l'ablation par
radiofréquence, la cryochirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie et la thérapie ciblée. D’autre
part, la médecine a connu une Vvéritable avancée avec l'introduction dimmunothérapie en
complément de ces méthodes classiques. Cette approche renforce le potentiel du systeme
immunitaire et ouvre de nouvelles perspectives, en offrant des traitements plus ciblés et

potentiellement moins invasifs (Aparicio, 2018).

1.6. Principaux mécanismes de la carcinogenese colorectale
La carcinogenése est un processus complexe en plusieurs étapes impliquant des
modifications et des mutations des genes qui régulent la fonction cellulaire normale, y compris les

processus de controle de la croissance cellulaire(Klaunig, 2020).

1.6.1. Lésions colorectales précancéreuses :

Il existe deux types principaux de polypes avec un haut potentiel de malignité, les adénomes
et les polypes sessiles serrés (SSPs)(Simon, 2016). La grande majorité des cancers colorectaux
sporadiques  (non-héréditaire) se développent a partir de polypes adénomateux
colorectaux(Conteduca et al., 2013). Les adénomes se forment lorsque les mécanismes habituels
de réparation de I’ADN et de prolifération cellulaire sont perturbés, Les polypes adénomateux
augmentent de taille, présentent des caractéristiques dysplasiques (modifications anormales de

croissance) au fil du temps et peuvent éventuellement devenir invasifs(Nguyen et al., 2020).La
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plupart des adénomes ont une histologie tubulaire avec des glandes petites et atypiques, mais
peuvent développer des zones d’architecture filamenteuse en croissance, rapportées en pathologie
comme villiforme ou tubulovilliforme.

En revanche, les polypes sessiles serrés (SSPs) sont plats et ont une apparence de tapis, avec
des glandes dentelées ou en forme de scie. Les SSPs comprennent les adénomes sessiles serrés, les
adénomes traditionnels serrés et les polypes mixtes, qui ont tous été associés au développement du
CCR(Simon, 2016).

1.6.2. Bases moléculaires de la carcinogenése colorectale

Le cancer colorectal est une maladie hétérogéne tant du point de vue de la carcinogenése
moléculaire que des voies morphologiques en plusieurs étapes. Trois processus moléculaires
impliqués dans la cancérogenese ont été identifiés: I’instabilit¢é chromosomique (CIN),
I’instabilité des microsatellites (MSI) et le phénotype méthylateur des ilots CpG (CIMP)(Ren and
Tao, 2018).

1.6.2.1. Instabilité chromosomique (CIN)

Présente dans 65% a 70% des tumeurs colorectales sporadiques, se caractérise par des
changements chromosomiques tels que les altérations du nombre de copies somatiques (SCNAS)
causees par l'aneuploidie, les délétions, les insertions, les amplifications ou la perte
d'hétérozygotie. Les tumeurs qui empruntent cette voie sont considérées comme non hyper mutées
en raison du faible nombre de mutations de paires de bases dans les séquences codantes. Les
mécanismes sous-jacents a la CIN sont généralement liés a des défauts dans la ségrégation
chromosomique, la sénescence cellulaire perturbée due au raccourcissement des télomeres et a la
réorganisation génomique, le dysfonctionnement de la réponse aux dommages de I'ADN et la

perte d'hétérozygotie d'un géne suppresseur de tumeur(Nguyen et al., 2020).

1.6.2.2. Instabilité microsatellitaire (MSI)

L’instabilit¢ microsatellitaire(MSI) est un phénoméne géneétique caractérisé par une
augmentation de la fréquence des mutations causées par un dysfonctionnement de la réparation
des mésappariements de I'ADN (MMR), qui est responsable de corriger les erreurs lors de la
réplication de I'ADN. Les cellules présentant une MMR défectueuse accumulent des erreurs et
génerent de nouveaux fragments de microsatellites. La MSI est frequemment observée dans
environ 15% des cancers colorectaux sporadiques et dans la quasi-totalité des cancers colorectaux

associes au syndrome de Lynch. Les cancers colorectaux avec MSI peuvent également présenter
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des altérations dans d'autres génes tels que EGFR, BAX et TGFbetaRIl, mais sont généralement
indépendants des mutations dans KRAS ou TP53. Le statut de BRAF constitue un important
facteur pronostique chez les patients atteints de MSI, avec une meilleure survie sans maladie et
une survie globale améliorée chez ceux qui ne présentent pas de mutation de BRAF. Les cancers
colorectaux avec MSI sont généralement dépourvus d'anomalies chromosomiques(Ren and Tao,
2018).

1.6.2.3. Le phénotype méthylateur des ilots CpG (CIMP)

La méthylation de I'ADN est un processus épigénétique qui régule la transcription des génes
en ajoutant un groupe méthyle aux bases cytosine lorsqu'elles sont appariées avec guanosine
(CpG)(Worthley, 2007).Les altérations épigenétiques désignent des modifications de I'expression
ou de la fonction d'un géne sans modifier sa séquence d’ADN specifique. CIMP se manifeste par

la présence simultanée d'une hyperméthylation de plusieurs génes(Al-Sohailyet al., 2012).

10
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Figure 1.2 : Mécanismes moléculaires du cancer colorectal (Olivier et al., 2011)
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la transition d’un épithélium sain vers un adénome puis a un cancer ¢’est a travers la condensation progressive des
altérations génétiques au niveau des cellules muqueuses colique et rectale (Benamrouz 2012).

La figure si dessus montre les étapes d’acheminement du CCR et les bases moléculaires concernés. Un épithélium
sain progresse une action d’inhibition sur les APC (AdenomatousPolyposis Coli) et activation sur les génes
suppresseurs de tumeurs : B-caténine (Benamrouz 2012)dont 90% des CCR approuvés la voie Wnt / B-caténine était
I’element initiateur dont il participe a I’embryogeneése et le renouvellement de 1’épithélium des cryptes
intestinales(Reya et Clevers 2005).

L’oncogenése commence a la mutation d’ APC et/ ou B catenine provoquant la naissance d’un adénome(Huels et
Sansom 2015)ensuite une progression vers un adénome intermediaiare a ’aide du pro-oncogéne KRAS (Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homologue) (Huang et al. 2021),et le géne B-RAF(Ciombor et al. 2022) qui favorisent la
prolifération cellulaire ;aprés 1’altération de fonction des génes SMAD4 et TGFB-R2 la propagation a un adénome
tardif et puis une mutation tardive s’installe dans le génes suppresseur de tumeur TP53 et donc le stage
métastasique(Benamrouz 2012)les mutations séquentielles de APC, KRAS, TP53, et SMAD4 permettent la
signalisation oncogéne et d’établir les caractéristiques du cancer.(Sell et al., 2023)

1.7. Immunoédition du cancer

Le CCR est capable détablir une tolérance immunitaire en utilisant divers mécanismes
d'immunoéditing et d'évasion immunitaire, lui permettant ainsi d'échapper a la surveillance du
systeme immunitaire (Forster and Radpour, 2020). C’est un processus par lequel le systéme
immunitaire peut détecter les cellules cancéreuses transformées et déclencher une réponse
antitumorale, ce qui peut entrainer la sélection de cellules tumorales moins immunogeénes
(Grassoet al., 2018).

Ce processus se compose de trois étapes distinctes. Tout d'abord, une phase préliminaire vise

a éliminer les cellules cancéreuses naissantes en raison de leur immunogénicité élevée. Ensuite,
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une période déquilibre se met en place, durant laquelle la réponse immunitaire est maintenue.
Enfin, les cellules cancéreuses évoluent en développant des mécanismes génétiques ou
épigénétiques qui leur permettent de croitre progressivement chez un héte immunocompétent, ce
qui conduit a leur évasion (Grassoet al., 2018).

1.8. Voies de signalisation impliquées dans le cancer colorectal

Diverses études ont été réalisées afin d'améliorer la compréhension des mécanismes de
signalisation associés a ce genre de cancer. Dans la signalisation maligne les voix de signalisation
majeure sont : mdm2/p53, Wnt/APC/Bcaténine, TGFB/SMAD, RAS/MAPK, PI3k/AKT, Voie de
I'insuline et O-GIcNAcylation, Tyrosine kinase cytoplasmique (Src), et la Cyclooxygénase-2
(COX-2) ils sont impliqués non seulement dans la cancérogenése coliques mais aussi plusieurs
d’autres cancer (Agness. d.) :

1.8.1. Lavoie P53:

C’est un gene situé sur le chromosome 17p et se compose de 11 exons et 10 introns. L’un
des genes suppresseurs de tumeurs les plus communément étudiés car son vaste incorporation dans
les phénomeénes biologiques : 1’arrét de cycle cellulaire, la sénescence et 1’apoptose en présence
d’un stress cellulaire (Li et al. 2015)

La mutation de p53 dans le CCR se produit dans 34% des tumeurs du c6lon proximal et dans
45% des tumeurs colorectales distales (Li et al. 2015). L’activation de P53 peut provoquer a la
fois la voie intrinseque et la voie extrinseque. Les altérations génétiques du gene TP53 jouent un
role crucial dans la transition adénome-carcinome au cours du développement de la pathologie
tumorale(L.i et al. 2015)

1.8.2. Lavoie TGFB/SMAD

La voie de signalisation TGFB participe dans plusieurs action vital dans la cellule :
prolifération, la différenciation, la mobilité, 1’adhésion et la mort cellulaire (Buc 2012) donc il
semble étre un cible meilleur pour la cancérogenese. Une mutation activatrice du géne codant pour
TGFBRII est retrouvée dans plus de 30% de I’ensemble des CCR provoquant 1’augmentation de la
prolifération cellulaire (Buc 2012)

En outre, Smad4 est mutée dans 16 a 25% des CCR et une altération de Smad2 a été
identifiée dans 6% des CCR. En fait Smad2 et Smad4 sont tous les deux situés sur le chromosome
18q, une région tres fréeqguemment délaitée dans le CCR (Buc 2012; Grady et Pritchard 2014)

1.8.3. La Voie Wnt/APC/p-catenine
La voie Wnt est une voie de signalisation cruciale dans 1’embryogenése et méme la

carcinogenése. Dans le cadre de ’activation normal, les récepteurs Frizzled par la fixation du
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ligand Wnt fournissent la phosphorisation de la protéine Dishevelled qui, par son association a
I’Axine, empéche la GSK3B de phosphoryler ses substrats dont la B-catenine, qui sera alors
transloquée dans le noyau ou elle s’associe aux facteurs de transcription TCF/LEF pour activer la
transcription de genes cibles (C-myc, Cycline D1....etc). En I’absence du ligand Wnt, la GSK3B
phosphoryle la B-catenine dans le complexe Axine/APC qui sera ubiquitinylée et dégradée par le
protéasome(van Amerongen et Nusse 2009)

APC est un gene suppresseur de tumeur apres sa mutation il empéchent la phosphorylation
efficace de la B-caténine, ce qui entraine son accumulation et puis la 3-caténine se translate au
noyau, conduisant la transcription du géne médiés par LEF / TCF (Najdi, Holcombe, et
Waterman 2011)

1.8.4. Voie PIK3/AKT

Cette voie peut étre activée, soit directement par activation de récepteurs a activité tyrosine
kinase (EGFR ou autre), soit par I’intermédiaire de la protéine RAS, Il existe donc un lien étroit
entre la voie de signalisation RAS/MAPK et la voie PI3K/AKT, par I’intermédiaire de RAS
(Danielsen et al, 2015), Les mutations les plus fréquemment observées dans le CCR sont la
surexpression d’IGF2 et les mutations de PIK3CA, ces mutations sont retrouvées dans environ
40% des tumeurs du gros intestin (Zoratto et al. 2014)

1.8.5. Voie RAS/PAF/MAPK

La voie de signalisation MAPK est I'une des voies les plus importantes pour la prolifération
cellulaire. La mutation de la protéine RAS permet de déclencher la MAPK, elle joue un role dans
la transmission des signaux extracellulaires provenant des récepteurs membranaires vers le noyau
(Buc 2012)
Cependant, Les protéines RAS font partie de la famille des GTPases, et jouent un réle primordial
dans la transmission de signaux extracellulaires provenant des récepteurs membranaires vers le
noyau pour fournir la régulation de la prolifération, de la survie, de la différenciation et de la
migration cellulaire, ainsi que de I’angiogéne(Cully et al. 2006)
la signalisation des MAPK commence par le recrutement de la protéine RAF-1 a la membrane
apres activation de RAS, qui booste une cascade de phosphorylation des protéines MEK (MAPK -
ERK-Kinase) et ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase) ; cette derniere subit une
translocation vers le noyau et entraine 1’expression de génes codant pour des facteurs de
transcription (c-FOS, c- MYC, c-JUN ou JUNB) qui, a leur tour, stimulent I’expression d’un
grand nombre de génes, en particulier ceux de la cycline D1 et de cdk6 ayant un r6le majeur dans
I’initiation du cycle cellulaire en phase G1(Buc 2012)

Dans le cancer colorectal, les mutations de KRAS (codon 12,13 et plus rarement 61)

entrainent 1’activation constitutive de la voie et sont retrouvées dans 50% des tumeurs de
phénotype CIN, alors que les mutations de B-RAF spécifient plutbt les tumeurs de phénotype

MIN. L’activation de la voie RAS/MAPK peut également étre associée a ne surexpression de
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récepteurs de facteurs de croissance comme I’EGFR, surexprimé dans 30 a 70% des CCR
(Neuville, 2010)

1.8.6. Cyclooxygénase-2 (COX-2)

Les COX jouent un role crucial dans la régulation de l'angiogenese, de lI'inflammation et de
la carcinogenése. COX-2 est une enzyme a durée de vie courte qui est impliquée dans la
production de prostaglandines, des substances qui jouent un rdle important dans l'inflammation
(Sheng et al., 2020). La surexpression de la COX-2 dans les lignées cellulaires du CCR entraine
des modifications des genes régulateurs favorisant I'angiogenése et la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins nécessaires a la croissance tumorale(Koehne and Dubois, 2004).

1.8.7. Tyrosine kinase cytoplasmique (Src)

La tyrosine kinase cytoplasmique Src joue un rdle crucial en tant que régulateur de la
signalisation induite par les facteurs de croissance et les intégrines. Elle est impliquée dans la
croissance tumorale et la formation de métastases(Naudin, 2012).

1.8.8. Voie de I'insuline et O-GIcNAcylation

La O-GlIcNAcylation modifie les protéines présentes dans le cytosol, le noyau et les
mitochondries, La O-GIlcNAcylation contribue a la désensibilisation de la voie de l'insuline
observée dans de nombreux syndromes métaboliques et impacte un grand nombre d'oncogenes et

de suppresseurs de tumeurs (Olivier et al., 2011).

2. CTLA-4

CTLA-4 est une protéine impliquée dans la régulation du systétme immunitaire, en
particulier dans la suppression des réponses immunitaires. 1l agit en se liant aux molécules B7.1 et
B7.2 avec une affinité supérieure a celle de CD28, conduisant & une réduction de la production
d'IL-2 et a une inhibition de l'activation des lymphocytes T (Rosiket al., 2021).

2.1.1. Régulation de I’expression du gene CTLA-4

Plusieurs mécanismes régulent l'expression du gene CTLA-4, dont le facteur NFAT
(Nuclear Factor of Activated T-cells) qui joue un role crucial dans son induction dans les
lymphocytes. Les inhibiteurs de NFAT sont capables de supprimer I'expression du géne CTLA-4
en perturbant l'activation des lymphocytes T, ce qui peut avoir des implications dans le contexte
de la réponse immunitaire antitumorale(Hosseiniet al., 2020).

Le CTLA-4 n'est pas exprimé par les lymphocytes T en état de repos, mais est induit apres

les premiéres étapes de l'activation des lymphocytes T(Perkins et al., 1996).
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2.2. Structure du CTLA-4

CTLA-4 est une protéine du systeme immunitaire formée de 223 acides aminés, avec une
séquence de peptide signal de 35 acides aminés. Elle est présente sous forme appariée et pése entre
41 et 43 kDa (Teftet al., 2006).CTLA-4 est composé d'un domaine en forme de V flanqué de deux
régions hydrophobes, dont I'une présente une structure suggérant un ancrage membranaire(Brunet
etal., 1987).

Figure 1.3 : Structure tridimensionnelle du CTLA-4

CTLA<4 structure

Leader peptide Transmembrane region

Ligand binding domain Cytoplasmic tail (37aa)

Figurel.4 : la configuration structurelle de CTLA-4

2.3. Role de CTLA-4 dans la réponse immunitaire

L'expression et la fonction biologique de CTLA-4 sont importantes pour la régulation
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négative des réponses des cellules T. Par conséquent, I'¢limination de CTLA-4 peut entrainer la
rupture de la tolérance immunitaire et le développement de plusieurs maladies telles que les
maladies auto-immunes(Hosseiniet al., 2020).

CTLA-4 peut entrer en compétition avec son homologue stimulant CD28 pour se lier au
ligand de CD80 et CD86, La co-stimulation de CD28 est necessaire pour l'activation des
lymphocytes T, tandis que CTLA-4 inhibe la réponse des lymphocytes T en s'‘opposant aux actions

de la co-stimulation médiée par CD28(Dumet al., 2022).

2.4, Implication du CTLA-4 dans le cancer colorectal

Le CTLA-4, qui est un inhibiteur du contr6le immunitaire, peut étre présent dans les
lymphocytes infiltrant la tumeur ainsi que dans les cellules du cancer colorectal (CCR)
(Derakhshani et al., 2021), Ce point de contrdle immunitaire a la capacité d'affaiblir les réponses
immunitaires anti-tumorales et de favoriser la croissance et la propagation des tumeurs
(Derakhshaniet al., 2021). Les médicaments qui ciblent CTLA-4, des inhibiteurs de point de
contr6le immunitaire, contribuent a rétablir la réeponse immunitaire contre les cellules cancéreuses
colorectales (Cancer.org), Ces médicaments peuvent étre administrés aux individus chez qui les
cellules cancéreuses colorectales ont été diagnostiquées avec des changements génétiques
spécifiques, tels qu'un niveau élevé d'instabilité microsatellite (MSI-H) ou des altérations dans l'un
des genes de réparation des appariements incorrects (MMR) (Cancer.org).

Le blocage du CTLA-4 agit par compétition avec la protéine CD28 pour se lier a leurs
ligands B7 communs ou par un effet inhibiteur direct sur les molécules de signalisation

intracellulaires (Zhao et al., 2018).

2.5. Inhibition de CTLA-4 dans le traitement du cancer colorectal

L'immunothérapie par blocage des anticorps CTLA-4 permet d'inverser la tolérance des
lymphocytes T vis-a-vis des cellules cancéreuses en empéchant l'interaction de CTLA-4 avec ses
ligands. Cette approche favorise l'activation et la cytotoxicité des lymphocytes T contre les
cellules tumorales (Chikuma, 2017). Les anticorps tels que l'ipilimumab et le tremelimumab sont
couramment utilisés pour traiter différentes formes de cancer car ils stimulent la réponse
immunitaire antitumorale et améliorent la survie globale des patients atteints de cancer (Zhao et
al., 2018).

Les inhibiteurs de points de contréle immunitaire (ICIs) bloquent le récepteur CTLA-4, un
point de contréle immunitaire inhibiteur qui régule négativement la fonction des lymphocytes T

anti-tumoraux. Ces inhibiteurs renforcent ainsi la réponse immunitaire antitumorale en augmentant
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I'activation et la prolifération des lymphocytes T CD8+ et CD4+(Fiegleet al., 2019). Bien que les
ICIs, comme les anticorps anti-CTLA-4, soient utilisés pour traiter le cancer colorectal (CRC),
leur efficacité est limitée en raison d'une variété de facteurs qui restreignent leur action
thérapeutique (Shan et al., 2022).

3. ¢-Src

La protéine c-Src est membre d'une famille de 11 kinases tyrosines non récepteurs connue
sous le nom de kinases de la famille Src (SFKs) (Jin, 2020).Elle est présente dans toutes les
cellules vertéebrées, mais elle est largement surexprimée dans le cerveau, les ostéoclastes et les
plaquettes. Les niveaux de cette protéine dans ces tissus sont de 5 a 200 fois plus élevés que dans
la plupart des autres types cellulaires (Hanahan, 2022).

Dans les fibroblastes, c-Src est liée aux endosomes, aux membranes périnucléaires, aux
vésicules sécrétoires et a la face cytoplasmique de la membrane plasmatique ou elle peut interagir
avec une variété de facteurs de croissance, d’intégrines et de protéines G couplées aux récepteurs
et servir d’intermédiaire essentiel dans la transduction de signal (Jin, 2020).

L’expression des niveaux élevés de c-Src dans les plaquettes (cellules anucléées) et dans les
neurones (qui sont postmitotiques) indique que Src participe a des processus autres que la division
cellulaire. Les Src kinases, y compris c-Src, catalysent la réaction suivante :

MgATP1- + protein—O : H — protein—O : PO3 2— + MgADP + H+

3.1. Structure de la protéine c-Src humaine

Le géne humain SRC prend la localisation chromosomique 20g11.23 et code pour 536
acides aminés(Roskoski, 2004).

La protéine c-Src est composé d'un domaine SH1, qui est la région catalytique de la kinase
et qui contient le site de liaison du substrat et de I'ATP, ainsi que le site d'autophosphorylation
(Tyr419 chez I'nomme). 1l posséde également une courte queue C-terminale, qui contient le résidu
de tyrosine impliqué dans la régulation négative (Tyr530 chez I'nomme) du c-Src(Boggon and
Eck, 2004), un domaine d'homologie 2 (SH2) qui a la capacité de se lier spécifiqguement aux
résidus de phosphotyrosine, en particulier dans le contexte des acides aminés acides(Gul et al.,
2023), un domaine de I’homologie 3 (SH3), qui lie les motifs polyprolines(Gul et al., 2023), le
domaine de I’homologie Src 4 (SH4) de la région amino terminale qui contient des séquences
consensuelles pour la myristoylation et/ou la palmitoylation(Resh, 1993a), le domaine de

I’homologie Srccarboxyl-terminale 1, qui contient la région catalytique et a un queue court
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carboxyle- terminalecontenant la tyrosine réglementaire majeure (Seykoraet al., 2002).
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Figure 1.5 : Organisation structurelle de la protéine c-Src(Chen et al., 2015)
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Figure 1.6 : la structure 3D du c-SRC (parmi nos résultats sur SWISS MODEL, Chimera)

3.2. Les voies de signalisation associées a la protéine c-Src

La protéine c-Src catalyse la phosphorylation de résidus tyrosine sur une grande variété de
protéines, ce qui permet de réguler leur activité. Plusieurs récepteurs ont été identifiés comme
étant des substrats potentiels pour c-Src, notamment les integrines(Playford and Schaller, 2004),
les récepteurs liés a la protéine G (Luttrell and Luttrell, 2004) et les récepteurs stéroides et
tyrosine kinases tels que le récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGFR), la

famille du récepteur du facteur de croissance épidermique (EGF-R), le récepteur du facteur de
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croissance fibroblastique (FGF-R), le récepteur du facteur de croissance 1 insulinique (IGF-1R), c-
Met, le récepteur du facteur des cellules souches hématopoiétiques (LCR-1R) et le récepteur du
facteur des cellules souches (SCF-R)(Shupnik, 2004).

Bien que certains intermédiaires, tels que Ral-GTPase (Martin et al., 2011), aient été

impliqués dans l'activation de Src kinase, les récepteurs mentionnés précédemment jouent
également un réle important. lls se lient aux domaines SH2 ou SH3 de Src et perturbent les
interactions intramoléculaires, ce qui activeSrckinase. D'autres facteurs peuvent également
contribuer a cette activation incluant des facteurs de transcription comme Stat3(Playford and
Schaller, 2004); des protéines adaptatrices telles que Shc activent la cascade de signalisation
Ras/Raf/Erk(Lennartssonet al., 1999); d'autres kinases telles que PI3Ks(Papadatos-Pastos et al.,
2015), MAPK ou Akt(Fang and Richardson, 2005); des protéines membranaires impliquées dans
la communication cellulaire telle que connexin43 (Sorgenet al., 2004)ou pannexinl(DeLalioet al.,
2019); des composants du cytosquelette comme FAK, p130 CAS, cortactine, paxilline ou encore
pl90 Rho-GTPase-activatingprotein (GAP) ainsi qu'autres enzymes métaboliques(Guarino,
2010).

Les phosphorylations directes induites par c-Src peuvent affecter des protéines cibles et des
voies de signalisation secondaires, telles que la cycline D1 ou HIF-1a (Malek et al., 2002). En
tant qu'effecteur et régulateur d'une multitude de récepteurs, c-Srcfacilite la diaphonie entre
différentes voies de signalisation. Ainsi, cette protéine kinase est un nccud de communication dans
un réseau complexe de protéines en interaction, qui peut influencer divers événements cellulaires
tels que la prolifération, la différenciation cellulaire, la survie cellulaire, la migration cellulaire,
I'organisation du cytosquelette, I'adhésion cellulaire ainsi que les processus métaboliques(Parsons
and Parsons, 2004).

3.3.Implication de Src dans le cancer colorectal

La famille de kinases Src (SFK) joue un réle essentiel dans le développement du CCR et sa
progression (Jin, 2020), L'activation des SFK favorise la multiplication des cellules cancéreuses
colorectales, leur propagation vers d'autres organes et leur résistance aux traitements
chimiothérapeutiques(Jin, 2020), En conséquence, l'inhibition de Src pourrait étre bénéfique dans
le traitement du cancer colorectal. Cependant, il est important de noter que l'inhibition de Src peut
également affaiblir les réponses immunitaires essentielles a I'élimination des cellules cancéreuses
(Chenetal., 2014).
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3.4. Signalisation de c-Src dans le cancer colorectal

Initialement, la participation de c-Src dans la signalisation oncogénique a été établie suite a
la découverte du gene transformant v-SRC, présent dans le rétrovirus aviaire RSV. Bien que les
mutations spécifiques du gene SRC soient rares, une surexpression et une hyperactivité du SRC
ont été démontrées dans plusieurs types de cancers, y compris le cancer colorectal (Irby and
Yeatman, 2000).

A Cellule normale B Cellule tumorale
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Figure 1.7 : Signalisation liée a la protéine SRC dans une cellule normale et une cellule
cancéreuse(Sirvent et al., 2014)
A la liaison du facteur de croissance au récepteur RTK (récepteur a tyrosine kinase) et les intégrines

une succession d’événement s’installe ; dans le cadre de la signalisation nhormal ¢-SRC provoque
I’excitation de RAF puis une cascade de signalisation PI3K/AKT, STAT3, Ras/MAPK pour aboutir
soit la différenciation, prolifération, adhésion... ; contrairement au stade oncogénique qui est
caractérisé par hypersensibilisation des génes SRC finalement une surproduction des protéines c-
SRC dont les résultats une prolifération cellulaire hiérarchique non contrélé provoque un état de
métastase(Sirvent et al. 2010)
3.5. Inhibition de c-Src dans le traitement du cancer colorectal
L'inhibition de Src est une cible thérapeutique potentielle pour le traitement du CCR.
Des études ont révélé que l'efficacité du traitement du cancer colorectal pourrait étre améliorée en
combinant l'inhibition des enzymes MEK et Src. Des expériences menées sur des cultures
organotypiques ex vivo ont permis d'identifier des réponses spécifiques chez les patients atteints
de CCR a cette combinaison d'inhibiteurs de MEK et de Src(Gavertet al., 2022).
De plus, il a été démontré que l'activation de la tyrosine kinase c-Src est impliquée en tant
que mecanisme de résistance a la chimiothérapie dans le cas du cancer colorectal

métastatique(Ruiz-Saenzet al., 2023).
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4. Polymorphisme nucléotidique

4.1. Géneralités

Les SNPs (single nuleotidpolymorphism) correspondent a des variations génétiques se
manifestant par la différence d'une paire de bases dans I'ADN entre différents individus(Morris et
al., 2015).

La plupart des ces anomalies sont déelétéres par 1’action suppressive du systeme immunitaire
mais d’autres d’entre eux persiste et provoque la biodiversité donc ils ont pas seulement des
conséquences néfastes mais aussi positifs(Ng and Henikoff, 2006)

Une analyse a révélé la présence de 45 SNP associés a une augmentation moyenne de 1,14
fois du risque de cancer colorectal par alléle, avec une plage allant de 1,05 & 1,53. De maniére
significative, il a été observé que les personnes présentant le plus grand nombre d'alléles a risque,
soit celles se trouvant dans le quintile supérieur, ont un risque de cancer colorectal 1,81 fois
supérieur a celui de la population moyenne (Jenkins et al., 2016).

La classification des polymorphismes nucléotidiques (SNP) peut se baser sur leur
emplacement sur les chromosomes ainsi que leur association avec le risque de cancer colorectal
(CRC). Des exemples incluent des SNP situes sur les chromosomes 1941, 3¢q26.2, 6p21, 8g23.3,
8024.21, 10pl4, 11ql13, 11g23.1, 12913.13, 14922, 14922.2, 15913.3, 16¢22.1, 18q21.1,
19913.11, 20p12, 20p12.3, 20q13.33 et Xp22, qui sont associés au risque de développer un cancer
colorectal (Morris et al., 2015).

4.2. Classification des SNP

Les SNP ont un pouvoir de se positionner dans les séquences codantes ou non codantes des
génes méme dans les parties intergéniques (entre les génes) ; et selon ¢a on distingue :

4.2.1. SNPs des régions non-codantes

S’appel aussi SNP synonyme ou silencieuse puisqu’elle s’entrainent pas une variation
d’acides aminés(McCarthy et al., 2017); mais elle participe dans la structuration de la
chromatine(Schaub et al., 2012),peuvent toucher la conformation de I’ARNm (Lu et al., 2015)et

aussi la régulation des genes(Molineris et al., 2013).

4.2.2. SNP des régions codantes
SNP_synonyme font la substitution d’un codon par un autre donnant le méme AA cela

signifie donc que ni la fonction ni la conformation est déléteres(Kimchi-Sarfaty et al., 2007) ;
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mais d’autre études ont mené que les SNP synonyme exigent un effet sur 1’épissage de
I’ARNm(Cartegni et al., 2002) et méme son stabilité (Nackley et al., 2006)ainsi que le
repliement et la traduction des protéines (Kimchi-Sarfaty C et al, 2007).

SNP non-Synonyme

Faux-sens c’est une transversion (changement purine/pyrimidine ou l’inverse) ou une
transition (changement pyrimidine/pyrimidine ou purine/purine) qui booste la modification des
AA donc changement de la protéine et puis une maladie

non-sens c’est par la génération d’un codon stop dit prématuré ou un codon non-sens dans
I'ARNm transcrit et le produit protéique obtenue est incomplet souvent non fonctionnelle
(Cordovado et al., 2012)

4.3. Evaluation des facteurs de risque associés aux SNP
Les risques relatifs aux SNP (Polymorphismes Mononucléotidiques) sont influencés par leur
impact sur la fonction des genes et la régulation de I'expression des genes. Certains SNP ont éte
liés a une probabilité accrue de développer diverses pathologies, y compris le cancer
colorectal(Korzeniewski et al., 2013).

Un exemple de cela est le SNP rs17042479, qui a été corrélé a un stade plus avancé de
diagnostic du cancer colorectal, suggérant un potentiel de développement plus agressif de la
maladie chez les patients qui portent ce SNP(Olssonet al., 2022).

Des études ultérieures ont identifie des SNP liés a une probabilité accrue de developper un
cancer colorectal en utilisant des données génomiques et épigénétiques comme sources
d'information. (Tak et al., 2014).

4.4, Intérét de I’étude du polymorphisme nucléotidique

Les polymorphismes mononucléotidiques (SNP) sont largement utilisés dans différents
domaines tels que la médecine, la génétique et la pharmacologie, en raison de leur polyvalence.
Voici quelques-unes des principales applications sur les SNPs :

e Marqueurs biologiques Les SNP peuvent étre utilises comme marqueurs biologiques pour

la localisation de genes liés aux maladies et pour l'identification de variations génétiques qui
contribuent a certaines conditions médicales(MedlinePlusGenetics).

e Prédiction de la réponse aux medicaments Les SNP peuvent étre utilisés pour prédire la

réponse individuelle a certains médicaments, ce qui facilite I'adaptation des traitements en

fonction du profil génétique du patient(imWechsel.com).
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e Détection des mutations Les méthodes basées sur la PCR (réaction en chaine par

polymérase) sont fréquemment employees pour détecter les SNP et les mutations, offrant des
indications sur la susceptibilité aux maladies, la pathogenese des maladies et I'efficacité de
médicaments spécifiques(Matsuda, 2017).

eRecherche en génétique Les SNP sont utilisés en recherche pour étudier la diversité

génétique et la structure des populations, et pour identifier les génes impliqués dans les troubles

multifactoriels(Syvanen, 2001).

4.5, Roéle potentiel des SNP dans la prédisposition et le diagnostic du cancer
colorectal

De nombreuses études ont identifié des SNP associés a un risque accru de cancer colorectal.
Par exemple, une étude menée au sein de I’'UK Biobank a examiné la capacité de 45 SNP connus
pour leur implication dans la susceptibilité au cancer colorectal a prédire le risque de développer
cette maladie.(Gafniet al., 2021), Des études ont évalué les interactions entre les SNP et le risque
de résultats cliniques chez les patients atteints de cancer colorectal en utilisant des techniques de
réduction de la dimensionnalité telles que la réduction multifactorielle (MDR)(Curtis et al.,
2022).

4.6. Ro6le des polymorphismes nucléotidiques dans le traitement du cancer
colorectal

Plusieurs polymorphismes génétiques ont été étudies pour leur application clinique dans le
traitement du cancer colorectal. L'UGT1A1 (UDP-glucuronosyltransférase 1Al1), une enzyme
impliquée dans la biotransformation des médicaments, est un exemple de gene présentant des
polymorphismes qui peuvent affecter la réponse au traitement chez les patients atteints de cancer
colorectal(Aielloet al., 2011).

4.7.Analyse in silico des SNP
4.7.1. Définitions
La recherche in silico de SNP implique l'utilisation d'outils de bioinformatique pour prédire
les conséquences des variations nucléotidiques sur la structure et la fonction des protéines. Ces
techniques permettent de détecter les SNP potentiellement nuisibles qui pourraient altérer
significativement la fonctionnalité des protéines et, par conséquent, affecter la santé et la réponse
aux traitements médicamenteux (Mah et al., 2011).

Les méthodes informatiques employées pour prédire les effets phénotypiques d'un SNP non-
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synonyme (nsSNP) reposent sur l'analyse de diverses données telles que I'environnement
structural et les alignements de séquences multiples. Ces outils permettent d'évaluer si le nsSSNP

pourrait avoir un impact sur la fonctionnalité de la protéine concernée (Dabhi and Mistry, 2014).

4.7.2. Importances des analyses in silico des SNP dans les maladies humaines

L'utilisation de l'analyse in silico des SNP est avantageuse pour identifier les SNP les plus
prometteurs dans le cadre de la recherche de médicaments et pour réduire le temps et les efforts
nécessaires pour mener des expériences en laboratoire. Cette approche permet de cibler plus
efficacement les SNP susceptibles d'affecter la fonctionnalité des protéines et d'optimiser ainsi la

recherche de molécules thérapeutiques (Mah et al., 2011).

5. Modifications post-traductionnels

Les modifications post-traductionnelles (MPT) sont des altérations chimiques qui
surviennent sur les protéines aprés leur synthese. Les MPT jouent un role essentiel dans la
régulation de la fonction protéique, de la stabilité, de la localisation et des interactions avec
d'autres protéines (Santos and Lindner, 2017)

5.1. Effets des SNPs sur les modifications post traductionnelles
Les PTM sont responsable de la variété globale des protéines au sein de 1’organisme apres
ou pendant la traduction, et les SNP sont la forme la plus courante de variations trouvées dans le
génome humain. Des études ont montré que nsSNP au site PTM modifie I’AA qui convient a une
chaine des protéines traduite et il va étre le responsable d’un fonctionnement anormal de la
protéines aboutissant a I’apparition de la maladie (Gulzar et al., 2017)comme la maladie
d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Gulzar et al., 2017)

5.2. Prediction in silico des modifications post traductionnelles
Les protéines au cours de synthetisation sont subissent des modifications (PTM) qui peut
étre une phosphorylation, ubiquination, méthylation, nitrosylation pour le but de perfectionner les
protéines et les joindrais a la circulation (Vatsa, 2022)
A T’avancement de la science il est possible de détecter le type de modification que la
protéines a subi en utilisant des outils computationnelles qui fonctionne par des approches
mathématiques et chimiques (Vatsa, 2022).La Prediction in silico des modifications post

traductionnelles peut étre fondées en trois catégories : fondées sur la séquence, fondées sur la
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structure et fondées sur la physique (ed. WR Strohl, and LM Strohl, 2012)

5.2.1. La phosphorylation :

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle qui implique I'ajout d'un

groupe phosphate a une protéine ou a une autre molécule organique. Cette modification peut avoir
différents effets sur la fonction de la protéine, notamment la régulation de l'activité enzymatique
par activation ou désactivation en modifiant sa structure tridimensionnelle ou en régulant son
interaction avec d'autres protéines, les changements dans les interactions protéine-protéine et les
modifications de la localisation protéique (Wilson, 2017).
Des recherches ont démontré que la phosphorylation peut également jouer un rdle dans la
pathogenése de diverses maladies, notamment le cancer et le diabete. Par exemple, la dérégulation
de la phosphorylation d'Akt/protéine kinase B (PKB) est impliquée dans la pathogenése du cancer
et du diabéte (Sarbassovet al., 2005).

5.2.2. La Méthylation

C’est la modification enzymatique par [’ajout du groupement méthyle de S-
adénosylméthionine, La méthylation est une action irréversible d’addition des esters méthyliques
sur les groupements et qui peut modifier la fonction de la protéine

D’autre part, les réactions de méthylation survenant sur les atomes d’azote dans les positions
N-terminal et side-chain sont généralement irréversibles. Ces réactions créent de nouveaux types
de résidus d’acides aminés et peuvent élargir le répertoire de la chimie qu’une protéine peut

effectuer(Grillo and Colombatto, 2005)

5.2.3. L’ubiquitination

L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle qui implique l'ajout d'ubiquitine,
une petite protéine, a une protéine cible. Cette modification peut entrainer différentes
conséquences sur la fonction de la proteine, telles que la degradation, des modifications dans les
interactions avec d'autres protéines et des changements de localisation (Ray et al., 2020).

L'ubiquitination joue un rdle crucial dans de nombreux processus cellulaires, notamment la
dégradation des protéines, la transcription, les interactions protéine-protéine, l'assemblage des
signalosomes et la localisation subcellulaire (Song and Li, 2021). De plus, elle participe a la
régulation du systéme immunitaire et a l'activation de facteurs de transcription qui régulent la

prolifération cellulaire, I'apoptose et l'infection virale (Song and Li, 2021; Roberts et al., 2022).
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5.2.4. Lacarbonylation

C’est 1’addition des dérivés carbonylés (reactivecarbonyl compounds ou RCC) sur les
protéines (Grimsrud et al., 2008)qui nécessite a leurs formation des mécanisme oxydatifs(Wehr
and Levine, 2013)le mieux connu est la peroxydation lipidique.

Les RCC peuvent se fixer directement sur les chaines latérales des acides aminés (surtout
des résidus de lysine, cystéine et histidine) viala formation d’une base de Schiff(Irla et al.,
2008)ou suite a une addition de Michael (Irla et al., 2008). Comme la plupart des RCC dérivent
de la peroxydation lipidique, les produits terminaux issus de la réaction de carbonylation sont
fréqguemment appelés advancedlipoxidation end-products (ALE). Les ALE les plus couramment
décrits sont la 4-hydroxy-2-nonénal-lysine, la malondialdéhyde-lysine, la N°-carboxyéthyl-lysine

et des composeés plus complexes comme des liaisons croisées de type pyrrole (Sacks et al., 2002)

5.2.5. S-nitrosylation
La S-nitrosylation est un procédé chimique général pour I’introduction d’un groupe nitro (-

NO2) dans un composé chimique(Turko and Murad, 2002), il constitue une grande partie de
I’influence omniprésente de 1’oxyde nitrique sur la transduction des signaux cellulaires et
I’accumulation de preuves indique des rdles importants pour la S-nitrosylation a la fois dans la
physiologie normale et dans un large spectre de maladies humaines(Foster et al., 2009).

5.2.6. tyrosine nitration

Dans le cas des protéines, plusieurs acides aminés sont préférentiellement nitrés, tels que la
tyrosine (Y), le tryptophane (W), la cystéine (C) et la méthionine (M)(Turko and Murad, 2002).
Cependant, la plupart des études concernent la nitration de tyrosine, qui consiste a ajouter un
groupe nitro a I'un des deux ortho-carbones équivalents du cycle aromatique des résidus de
tyrosine (Turko and Murad, 2002).Cette modification provoque la transformation de la tyrosine
en une fraction de nitrotyrosine hydrophile a charge négative.

la nitration de la tyrosine est considérée comme un processus sélectif, et les protéines ont
habituellement environ 3 a 4 mol% de Tyr, mais seulement une ou deux de ces tyrosines peuvent

devenir préférentiellement nitrées(Corpas et al., 2009)

6. Problématique
Comment les variations génétiques identifiées dans les protéines CTLA-4 et SRC peuvent
affecter leur structure tridimensionnelle et leur interaction avec d'autres protéines impliquées dans

le développement du cancer colorectal ?
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En 2022megnafihayet et Boukenadel Amel ont mené une recherche, sous la direction du Dr.
Hadjidj Zeyneb, pour étudier I'impact des variations génétiques dans les génes CTLA-4 et SRC
sur la fonction immunitaire normale et le risque de cancer. Des outils d'analyse in silico ont été
utilisés pour identifier les SNP potentiellement délétéres et prédire leur impact sur les propriétés
de la protéine CTLA-4 et d'autres protéines liées, en particulier la protéine SRC. Cette etude a
identifié 4 variations probablement déléteres dans CTLA-4(T721, N145H, N145S, T147A) et 14
dans SRC (P136R, D407N, T460K, P487L, R509W, P510A, P210S, G173V, F223L, A296S,
A330D, M344L, T432M, M498L). Ces variations pourraient étre des candidats importants pour le
cancer colorectal.

Dans ce travail, I'étude se poursuit pour approfondir la compréhension de I’impact de la
variation identifiée en utilisant des approches in silico pour la prédiction des modifications post

traductionnelles et la modélisation des structures tridimensionnelle des protéines mutées.

e Objectif
Explorer les effets des variations génétiques sur la structure tridimensionnelle et les
modifications post traductionnelles dans les protéines CTLA-4 et Src.
e But
Identifier les mutations responsables des variations de structure et des modifications post-
traductionnelles dans les protéines CTLA-4 et Src, qui sont potentiellement impliquées dans le

développement du cancer colorectal.
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- Chapitre Il : Matériel et méthodes

1. Plan de I’étude

Les travaux de mémoire de fin d'études réalisés en 2022 par Boukenadel Amel et Megnafi
Hayet, sous la direction du Dr. Hadjidj Zeyneb, ont permis d'identifier quatre variations
potentiellement délétéres dans CTLA-4 (T721, N145H, N145S et T147A) ainsi que quatorze
autres dans SRC (P136R, D407N,  T460K, PA8TL, R509W, P510A,
P210S,G173V,F223L,A296S,A330D,M344L,T432M,M498L)).

Ce travail se poursuit actuellement avec deux axes principaux : la recherche des modifications
post-traductionnelles engendrées ou supprimées par ces variations et la modélisation
tridimensionnelle des variant protéiques afin d’identifier les différences structurelles
susceptibles d'étre causées par ces variations.

Ces travaux ont été menés au sein du Laboratoire Biologie Moléculaire Appliquée et

Immunologie dirigé par le Professeur ARIBI Mourad.
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ID:1493, 6714) La base de données (ID : P16410, P12931) La base

Recherche des nsSNPs ( géne La séquence protéique FASTA
dbSNP de NCBI de données UniProtkB

Prédiction

GPS 6.0
[sPseo | o]
NETPHOS-3.1 I Phyre2
| MusiteDeep | ERRAT
SWISS-
GPS-MSP MODEL [ PROCHECK
[ prmepred | [ttt |
GPS-UBER \/
| GPS.PBS

Y4

CarSite-lI |

GPS-SNO 1.0

| GPS-YNO2
| DeepNitro

V

Figure 2.1 : plan de I'étude.

2. Collecte de données et sélection de séquences de protéines
Les séquences primaires des protéines, correspondant aux genes CTLA-4 et SRC, ont été obtenues
a partir de la base de données UniProt  (Sherry et al, 2001;
EuropeanMolecularBiologyLaboratory, 2017). Les séquences en acides aminés FASTA des
protéines sont disponibles sous les numéros d'accés Uniprot P16410 pour CTLA-4 et P12931 pour
SRC.

Afin d'obtenir les séquences mutées des protéines étudiees, nous avons tout d'abord obtenu les

séquences primaires a partir de la base de données UniProtc(https://www.uniprot.org). Ensuite, ces

séquences ont été modifiées pour inclure les mutations spécifiques que nous souhaitions étudier.

Les acides aminés variant ont ainsi été substitués par leur équivalent muté dans chaque protéine.
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UniProt ¢ BLAST Aign Peptide search 1D mapping searaL  uneroc - || Y =~ = @ © v
L]

Gene* | CTLA4 Protein
existence’

Evidence at protein level

@

|Function

Status’ | % UniProtKB reviewed (Swiss-Prot)

Names & Taxonomy Annotation

Organism® | i d
g Homo sapiens (Human) score!

Subcellular Location

Disease & Variants Entry Variant viewer Feature viewer Publications External links History

PTM/Processing
BLAST Align .t Download * fiy Add Add a publication Entry feedback

Expression

Interaction Function:

Structure Inhibitory receptor acting as a major negative regulator of T-cell responses. The affinity of CTLAA4 for its natural B7 family ligands, CD80 and E
CD88, is considerably stronger than the affinity of their cognate stimulatory coreceptor CD28. (W 2 Publications |

Family & Domains
Miscellaneous
The therapeutic antibody Ipilimumab competes for the binding site of the endogenous ligands CD80/B7-1, CD86/B7-2 and ICOSLG.

Sequence & Isoforms

Similar Proteins
GO annotations®

slimming set

Figure 2.3 : example d’une Recherche des séquences sur UniProt

3. Prédiction des modifications post traductionnelles

Différents outils bio-informatiques, disponibles en ligne, ont été utilisés pour effectuer les
prédictions des modifications post-traductionnelles. Ce sont des logiciels de prédiction des
modifications qui utilisent différents algorithmes bioinformatiques pour analyser ces
séquences et identifier les sites potentiels de modification post-traductionnelle. Ces prédictions
peuvent étre basées sur I'analyse de motifs spécifiques dans la séquence, sur une comparaison
avec une base de données connue ou encore sur un modeéle statistique entrainé a partir d'un
ensemble de données connues.

Les séquences des protéines CTLA-4 et c-Src sauvages et muté sont été soumis aux logiciels
de prédiction en format FASTA.

3.1.Prédictions des sites de phosphorylation
3.1.1. GPS6.0

GPS 6.0 (Group-basedPrediction System Version 6.0) (https://gps.biocuckoo.cn/) est un outil

dédié a la prédiction des modifications post-traductionnelles (PTM) des protéines, en se
concentrant particuliérement sur les sites potentiels de phosphorylation des résidus de sérine,
thréonine et tyrosine. Il offre la possibilité de choisir les protéines kinases responsables des
phosphorylations potentielles et de personnaliser les parametres de prédiction en fonction des

besoins spécifiques, tels que le seuil de score a partir duquel un site modifié sera considéré
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comme potentiellement vrai ou faux. Le résultat est fourni sous forme de liste de sites de
phosphorylation potentiels avec leurs scores de confiance associés(Chen et al. 2023).

Gors. Gps.Group-based Prediction System '© —©

CITATION USER GUIDE LINKS DOWNLOAD CONTAC

o [ e | [ == == =

Figure 2.3 : Prédictions des sites de phosphorylation par GPS 6.0

3.1.2. NETPHOS

NETPHOS(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1) est un logiciel basée

sur des réseaux neuronaux qui permet de prédire les sites potentiels de phosphorylation des

résidus de sérine, thréonine ou tyrosine dans les séquences protéiques (Biswas, Noman, et
Sikder 2010). Il permet degénérerer une liste de sites de phosphorylation prédits,
accompagnee de leurs scores de confiance respectifs.
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jobid=6492301A00000FB2305C7A19&wait=20 Server Output - DTU Health Tech

>sp_P12931 SRC_HUMAN 536 amino acids
#

# netphos-3.1b prediction results

2

# Sequence # x  Context Score  Kinase  Answer
4

# sp_P12931_SR( 35  --NGSNKSK  ©.991  PKC YES
# sp_P12931 35  --HGSNKSK  0.458  GSK3 "
# sp_P12931_ 35 --MGSNKSK  ©.43@  CaM-II

# sp_P12931 SRC_HUMAN 35 --HGSNKSK  ©.419  CKI

# sp_P12931_SRC_HUMAN 35 --HGSNKSK  0.406  cdc2

# sp_P12931_SRC_HUMAN 3s --MGSNKSK @.349 DNAPK

# sp_P12931_SRC_HUMAN 35 --HGSNKSK ©.348  PKG

# sp_P12931_SRC_HUMAN 35 --HGSNKSK  ©.327  p38MAPK

# sp_P12931_SRC_HUMAN 35  --NGSNKSK  ©.322  RSK

# sp_P12931_SRC_HUMAN 35 --MGSNKSK @.274  CKII

# sp_P12931_SRC_HUMAN 35 --NGSNKSK  ©.266 ATH

# sp_P12931_SRC_HUMAN 35 --HGSNKSK  ©.200  cdkS

# sp_P12931_SRC_HUMAN 35S --HGSNKSK  0.136  PKA

# sp_P12931_SRC_HUMAN 35 --HGSNKSK  ©.116  PKB

# sp_P12931_SRC_HUMAN 35 --HGSNKSK ©.008  unsp

%

# sp_P12931_SRC_HUMAN 65 GSNKSKPKD @.542 unsp YES
# sp_P12931_SRC_HUMAN 65 GSNKSKPKD  @.538  PKC YES
# sp_P12931_SRC_HUMAN 65 GSNKSKPKD  ©.442  CaM-II

# sp_P12931_SRC_HUMAN 65 GSNKSKPKD  0.441  cdc2

# sp_P12931_SRC_HUMAN 6S GSNKSKPKD 0.438 GSK3

# sp_P12931_SRC_HUMAN 65 GSNKSKPKD  .391 CKI

# sp_P12931_SRC_HUMAN 65 GSNKSKPKD .39  RSK

# sp_P12931_SRC_HUMAN 65 GSNKSKPKD  0.358  DNAPK

# sp_P12931_SRC_HUMAN 65 GSNKSKPKD  ©.316  p38HAPK

# sp_P12931 SRC_HUMAN 65 GSNKSKPKD  @.385  CKII

# sp_P12931_SRC_HUMAN 65 GSMKSKPKD  0.288  PKG

# sp_P12931_SRC_HUMAN 6S GSNKSKPKD 8.275 ATM .
# sp_P12931_SRC_HUMAN 65 GSNKSKPKD  ©.183  cdkS 3 v

Figure 2.4 :Prédictions des sites de phosphorylation par Netphos 3.1

MusiteDeep (https://www.musite.net/)a été utilisé pour prédire le site de phosphorylation, de

méthylations et d’ubiquitinations. C’est un outil qui permet de prédire les sites de phosphorylation
généraux et spécifiques aux kinases. Il permet d'analyser les données de séquence brute en entrée
pour identifier avec précision les sites potentiels modifiés. Cette plateforme utilise des réseaux
neuronaux convolutifs combinés a un mécanisme d‘attention bidimensionnelle unique afin
d'améliorer la qualité globale des prédictions.

MusiteDeep offre une amélioration relative significative de plus de 50 % dans I'évaluation Aire
Sous la Courbe (AUC) précision-rappel pour la prédiction générale des sites de phosphorylation
par rapport a d'autres outils bien connus. De plus, il produit également des résultats compétitifs

dans la prédiction spécifique aux kinases sur les données réferentielles (Wang et al. 2017).
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Job Histor: Download v API Contact Hel Musite(SVM version
y P

LRLPQLVDMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANILVGENLVCKVADFGLARLIEDNEYT
ARQGAKFPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTELTTKGRVPYPGMVNREVLDQVER
GYRMPCPPECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFLEDYFTSTEPQYQPGENL

For larger job, upload a FASTA file

Start prediction

J Results for JobID: 2023-06-20T20:42:08.216Z
MusiteDeep
0 - y Phosphorylation: P
Glyc: ion: gl
Ubiquitination: ub
SUMOylation: su

3 P P P P [
| | | Acetylation:

mcBInkskpkoaBaorrrRELeraENVHGAGGGAFPASQflPskraflaDcHRGPEAAFAPAAAEPKLFGE
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Sequence Methylation: me

Pyrrolidone carboxylic acid:

pe
Save the prediction results to a file Palmitoylation: pa

Advanced functions Hydroxylation: Hy

BLAST-BASED ANNOTATION

Figure 2.5 : Prédictions des sites de phosphorylation, de méthylations et d’ubiquitinations
par MusiteDeep

3.2. Prédiction des sites de méthylation
3.2.1. GPS-MSP

L’outil GPS-MSP (http://msp.biocuckoo.org/)a été utilisé pour prédire les sites de
méthylations. Cet outil est spécifiquement congu pour prédire les sites de méthylation de la
lysine et de l'arginine dans les protéines. Il utilise une approche basée sur le groupe, qui repose
sur l'identification de motifs de séquences conservées dans des groupes de protéines similaires,

afin de prédire les sites de méthylation(Wankun Deng, Yongbo Wang, and Dr. YuXue).

ﬁr ls’ Mlsr a Melh y/—yw({/b %9&(; Prediclo

Tersion:1.0
= { @ = @ (59
The CUCKOO Work . = — o~
«GR0K00 Horkgrore THE CUCKOO woassaove 1
e’ .e
HOME WEBSERVER DOWNLOAD USER GUIDE LINKS CONTACT
PRODUCTS OF CUCKOO % GPS-MSP Online Service
Lﬁui Mis Predictor I Download Zip‘ Return ‘
*  Result has 9 items!
GPS ( Phosphorylation )
iGPS ( i R Sl 5 +*MARTROTARKST R.mono 265.67 261.4
iGPS ( Phosphorylation ) £3.3, Da4243) B RQTARKST -mer 285. el.
GPS-PBS ( PPBD-binding ) Examiie; ‘E;Lf':;’;swne 10 RTRQTARKSTGGKAP R.di 84.45 81.86
:3.3, 28
HybridSucc ( Succinylation ) Example | (EUMAN Histone
;__3 3, pR4243) 18 STGGRAPRRQLATRA R.a.di 8.00 7.90
GPS-MSP ( Protein Methylation ) —
Example| (HUMAN Histone B N . .

7 i & 18 STGGKAPRKQLATRA R.all 10.14 5.16

GPS-Palm ( Palmitoylation ) E3.3, £84243)
Example | (EUMAN Histone _ IO .
GPS-SUMO ( Sumoylation ) e 28 LATRAARKSAPSTGE K.mono 210.64 203.85
GPS-SNO ( S-nitrosylation ) Exnmp el (TN HdEone 22 Zamgasprenpem 2 22 o =n
. L ge s . , .

Figure 2.6 : Prédiction des sites de méthylation par GPS-MSP

3.2.2. PRmkePRed
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L’outil PRmePRed(http://biocinfo.icgeb.res.in/PRmePRed/) a été utilisé pour prédire les sites

de méthylations. C’est un outil de prédiction basé sur les machines a vecteurs de support
(SVM) pour prédire les sites de méthylation de I'arginine dans les protéines.

Home About DataSet Help Contact us

PREDICTION
RESULT

R Prediction
Seqid site Score
Q9299727 |LVKLPLPAERVTLADFKGVY [0.598706
Q9299773 INAKLPCFNGRVVSWLVSAE |0.613318

Q92997(105 |PSELPPPMERTGGIGDSRP |0.975179 PRmeP Red
Q92997(113 [ERT GGIGDSRPPSFHPHAG [0.954743
Q92997(143 [ETDSLVSAQRERPRRRDGP |0.943706
Q92997|145 |[DSLVSAQRERPRRRDGPEH |0.850531
Q92997|147 |LVSAQRERPRRRDGPEHAT |0.764776
Q92997|148 VSAQRERPRRRDGPEHATR [0.880907
Q92997|149 |[SAQRERPRRRDGPEHATRL |0.896823
Q92997|157 |RRDGPEHATRLNGTAKGER|0.952766
Q92997(166 RLNGTAKGERRREPGGYDS |0.793483
Q92997|167 LNGTAKGERRREPGGYDSS |0.931122
Q92997|168 INGTAKGERRREPGGYDSSS |0.950246
Q92997]200/DSDEDDSTSRFSSSTEQSS 10.814811
Q92997(212 |SSTEQSSASRLMRRHKRRR |0.938283
Q92997|215 [EQSSASRLMRRHKRRRRKQ (0.732568
Q92997|216 |QSSASRLMRRHKRRRRKQK [0.542442 -

Peptides

Figure 2.7 : Prédiction des sites de méthylation par PRmePRed

3.3. Prédiction des sites d’ubiquitination

L’outil GPS-UBER(GPS-Ubiquitn-protéine ligase Enzymes-substrate relation
prediction)http://gpsuber.biocuckoo.cn/ a été utilisé pour prédire les sites d’ubiquitination.

e - ) 2]
* B e IRhair S VA
Ui d-0nGi ¥\ - VWA
s il w9 9o W
‘."'["'['.ﬁu atainlidaceienzunes= iBckrate ral, a1 Substrate, — E3
upiquitinzproteiniiigaserenzymesssupstrateireia CUICEIOT e
The CUCKOO Werkgrovp X 4 ¥
HOME WEB SERVER USER GUIDE LINKS CONTACT
prOdUCtS of cuckoo % GPS-Uber Web Service
[ Download | Return
Result has 9 items!
D Position Code E3 enzymes Peptide Score Cutoff
General ESRTETDLSFKKGERLOIVNN 0.2869 0.2655
0001068
Last update: Nov. 7th, 2021
General SIQAEEWYFGKITRRESERLL 0.2960 0.2655

Figure 2.8 : Prédictions des site d’ubiquitination par GPS-UBER

3.4. Prédiction des domaines de liaison aux phosphoprotéines

L’outil GPS-PBShttp://pbs.biocuckoo.cn/index.phpa été utilisé pour prédire les domaines de
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liaison aux phosphoprotéines. C’est un cadre d'apprentissage profond pour prédire les sites de
phosphorylation qui interagissent spécifiquement avec des domaines de liaison aux
phosphoprotéines (Guo et al. 2020).

@ GPS'PES Prediction of PPBD-specific binding p-sites

Version 1.0

The OUOKOO Workgrovp THE {:'\,'v:i/»:,\; WORKCROUP s T f)
HOST !

HOME WEB SERVER USER GUIDE LINKS CONTACT
% GPS-PBS Web Service

Download ‘ Return ‘
Result has 3 items!

D Posman] Code \ PPBD Peptide ‘ Score ‘ Cutoff ‘ Source Logo

| ] | |

—3/YWHAS ST.SORORETST PNV 563 Pred V ~

y & !P

)

)\

RAF1 HUMAN 259 s 14-3-3/YWHRB SQRORSTSTENVAMY | 0.4709 0.1041 Exp. !

11

Figure 2.9 : Prédiction des domaines de liaison aux phosphoprotéines par GPS.PBS

3.5. Prédiction des sites de carbonylation

L’outil CarSite-11 (http://47.100.136.41:8081/) a été utilisé pour prédire les sites de carbonylation
sur des residus d'acides aminés K, P, R et T dans les protéines d’intérét. Il posséde un algorithme

de classification intégré, basé sur la technique de sous-échantillonnage par similarité K-means et
de suréchantillonnage synthétique des données minoritaires. Cette méthode permet I'identification

efficace des sites carbonylés dans les protéines étudiées.
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CarSite-1I: an integrated classification algorithm for identifying carbonylated
sites based on K-means Similarity undersampling and synthetic minority

oversampling technique

Home About DataSet Contact
Click here to download your result.
No errors
Name Seq Position Class PostProbs AminoType
>P11507_RAT ESTGLSLEQVKKLKERWGSNE 30 negative 0.634372 K
>P11507_RAT STGLSLEQVKKLKERWGSNEL 31 negative 0.674639 K
>P11507_RAT GLSLEQVKKLKERWGSNELPA 33 negative 0.525222 K
>P11507_RAT GSNELPAEEGKTLLELVIEQF 47 negative 0.673486 K
>P11507_RAT RNAENAIEALKEYEPEMGKVY 120 negative 0.440413 K
>P11507_RAT ALKEYEPEMGKVYRQDRKSVQ 128 negative 0.541303 K
>P11507_RAT EMGKVYRQDRkSVQRIKAKDI 135 negative 0.824368 K
>P11507_RAT RQDRESVQRIKAKDIVPGDIV 141 negative 0.740561 K
>P11507_RAT DRkSVQRIKAKDIVPGDIVEI 143 negative 0.660037 K
>P11507_RAT GDIVEIAVGDKVPADIRLTSI 158 negative 0.208846 K
>P11507_RAT VPADIRLTSIKSTTLRVDQSI 169 negative 0.629498 K
>P11507_RAT ILTGESVSVIKHTDPVPDPRA 189 negative 0434133 K
>P11507_RAT VPDPRAVNQDKKNMLFSGTNI 204 negative 0.090113 K
=D113N7 DAT DNDD AUNIANPLNNUT TCRTNTA M mamare a nnneay v bt

Figure 2.10 : Prédiction des sites de carbonylationpar CarSite-II

3.6. Prédiction des sites de nitration des tyrosines
3.6.1. GPS-YNO2

GPS-YNO2 (http://yno2.biocuckoo.org/) a été utiliseé pour prédire les sites de nitration des

tyrosines. Ce programme a une précision prometteuse de 76,51 %, ainsi qu'une sensibilité et une
spécificité respectives de 50,09 % et 80,18 %, obtenues lors d'une validation leave-one-out

rigoureuse (Liu et al. 2011).

= GPS-YNO2 1.0 — B

File Tools Help
Predicted Sites

Position Peptide Score Cutoff Cluster
=] DDREDLVYOARIL.AEQ 2,925 1,16 Cluster D
20 LAFOAERYDEMVESM 1.286 0,554 Cluster A
49 RNLLSVAYRNVIGAR 1,642 1,16 Cluster D
85 RKLEMIREYROMVETE 2,466 0,828 Ciluster C
131 MEGDYHRYLAEFATG 2,679 1,065 Cluster B
152 AENSLVAYRAASDIA 1,294 1,16 Cluster D
214 DTLSEESYRDSTLIM 1,749 0,554 Cluster A

Enter sequence(s) in FASTA format

=Example (MOUSE 14-3-3 protein epsilon, P62259)

MDDREDLVYQAKIL AEQAERYDEMVESMKKVAGMDVELTVEERNLLSVAYKNVIGARRASWRIISSIEQKEENKGGEDKLKMIREYRQMVETELKLICCD
ILDVLDKHLIPAANTGESKVFYYKMKGDYHRYLAEFATGNDRKEAAENSLVAYKAASDIAMTELPPTHPIRLGLAL NFSVFYYEILNSPDRACRLAKAAFD
DAIAELDTLSEESYKDSTLIMOLLRDNLTL\.’VTSDMOGDGEEONKEALODVEDENOl

Threshold Console

<> High @ Medium 3 Low < AN [ Example | Clear | Submit

Figure 2.11 : Prédiction des sites de nitration des tyrosines par GPS-YNO2
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3.6.2. DeepNitro

DeepNitro a été utilisé pour prédire les sites de nitrations des tyrosines. Il présente une
performance supérieure pour prédire la nitration des protéines par rapport aux outils existants. Sa
capacité de prediction est ameliorée principalement par les nouvelles méthodes de codage, en
particulier la méthode PSSM (Position-SpecificScoring Matrix) (Xie et al. 2018).

3.7. Prédiction des sites de S-nitrosylation

3.7.1. GPS-SNO 1.0
Le programme GPS-SNO 1.0 http://yno2.biocuckoo.org/ a été utilisé pour prédire les sites de S-

nitrosylation des protéines. Il s'agit d'un outil informatique qui utilise un algorithme modifié basé

sur le systeme GPS (Xue et al. 2010).

= GPS-SNO 1.0 — B

File Tools Help
Predicted Sites

Position Peptide Score Cutoff Cluster
10 EELVLERCDLELETN 21,803 20,743 Cluster C
27 DHHTADLCRERLVVR 3,478 2,454 Cluster B
as TVVDOODCTLSLOLT 24 343 20,743 Cluster C
143 ILLFNAWCPADAVYL: 3,348 2,454 Cluster B
230 VVSGMVNCNDDOGVL: 3,114 2,454 Cluster B
370 ERSEGTYCCGPVFEPVR 1,76 1,67 Cluster A
505 NTAEEYVCRLLLCAR 22,635 20,743 Cluster C
524 NGILGPECGTKYLLN 1,88 1,67 Cluster A
620 LPVALEGCTFTIVEGA 3,19 2,454 Cluster B

Enter sequence(s) in FASTA format

=Example (Human Protein-glutamine gamma-glutamyltransferase, P21980)

MAEELVLERCDLELETNGRDHHTADL CREKLVVRRGAQPFWLTLHFEGRNYEASVDSLTFSVWTGPAPSQEAGTKARFPLRDAVEEGDWTATVWDQQ
DCTLSLQLTTPANAPIGLYRLSLEASTGYQGSSFVLGHFILLFNAWCPADAVYLDSEEERQEYVLTQQGFIYQGSAKFIKNIPWNFGQFEDGILDICLILL
DVNPKFLKNAGRDCSRRSSPVYVGRVVSGMVYNCNDDQGVLLGRWDNNYGDGVSPMSWIGSVDILRRWKNHGCAORVKYGQCWVFAAVACTVLRCL
GIPTRVVTNYNSAHDONSNLLIEYFRNEFGEIQGDKSEMIWNFHCWVESWMTRPDLOPGYEGWQALDPTPQEKSEGTYCCGPVPVRAIKEGDLSTK
YDAPFVFAEVNADVVDWIQQDDGSVHKSINRSLIVGLKISTKSYGRDEREDITHTYKYPEGSSEEREAFTRANHLNKLAEKEETGMAMRIRVGQSMNM
GSDFDVFAHITNNTAEEYVCRLLLCARTVSYNGILGPECGTKYLLNLNLEPFSEKSVPLCILYEKYRDCLTESNLIKVRALLVEPVINSYLLAERDLYLEN
F’ElKlRILGEF’KOKRKLVAE\/SLQNF’LF’VALEGCTI—_F\/'EGAGLTEEOK_TVEIF'DF’VEAGEEVKVRMDLLF’LHMGLHKLVVNFESDKLK‘\VKGFRNVIIGF‘/&]

Threshold Console

) High @ Medium < Low < An [ Example | Clear | Submit o |

Figure 2.13 :Prédiction des sites de S-nitrosylation des protéines par GPS-SNO 1.0

3.7.2. DeepNitro

DeepNitro, a également été utilise pour prédire les sites de S-nitrosylation. Il présente une
performance supérieure pour la prédiction de s-nitrosylation des protéines par rapport aux outils
existants grace a la méthode PSSM (Position-SpecificScoring Matrix) (Xie et al. 2018).
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Home Help Contact
Download ~ 24
ID Position Peptide Score Cutoff Cluster
Example (HUMAN Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase 267 ByRvenGeseraxop | 0474 | 637 S-Nitrosvlatior
QB6XPS3)
Example (HUMAN Phosphatidylinositol 3 4,5-trisphosphate 3-phosphatase a1 YSIRGDVCDLKVQWV 0468 037 S-Nitrosylation

Q6XPS3)

Example (HUMAN Phosphatidyl tol 3,4, 5-trisphosphate 3-phosphatas
Xi ple ( josphatidy Iﬂ»O\SI (o) :) risphosphate S-pnospnatase 506 NPHKQKAWKIYPPEF (778 0575
Q6XPS3)
= U 345 % s
BB A, Phosphandyhr’x;);)u:g%? trisphosphata 3-phosphatase 509 KQKAWKIYPPEFAVE 0563 0295 Tyrosine Nitration

Showing 110 4 of 4 rows

Figure 2.14 : prédiction des sites de S-nitrosylation par DeepNitro

4. Modelisation moléculaire
4.1. Modélisation par Phyre2

Nous avons utiliséPhyre2  (Protein Homology/analogY Recognition Engine V) 2.0
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2) pour genérer des modeles de structurations

tridimensionnelles des protéines sauvages mutées sélectionnées dans cette étude. C’est un outil
bioinformatique en ligne basé sur la détection d’homologie pour construire des modeéles 3D.
Une fois les résultats obtenus, nous pourrons les utiliser pour comparer la structure protéique

mutante avec celle du modele protéique sauvage en utilisant un logiciel approprié.
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3D Model .d. Template Information

Fold: Immunoglobulin-like beta-sandwich
Superfamily: Immunoglobulin

Family: V set domains (antibody variable domain-like)
PDB entry: PDBe RCSB PDB)

Ph”'; Run Investigator

Fold: Immunoglobulin-like beta-sandwich
Superfamily: Immunoglobulin

Family: V set domains (antibody variable domain-like)
PDB entry: PDBe RCSB PDBj

v View investigator results

1 diahia
o | Alignment |

,  disic

Alignment |

Fold: Immunoglobulin-like beta-sandwich
Superfamily: Immunoglobulin

Family: V set domains (antibody variable domain-like)
PDB entry: PDBe RCSB PDBi

Phw: Run Investigator

PDB header:immune system

Chain: A: PDB Molecule:uncharacterized protein;

PDBTitle: crystal structure of a strand swapped ctla-4 from duckbill
platypus2 [psi-nysgrc-012711]

PDB Entry: PDBe RCSB PDB}

= Alignment |

4  C4nSpA

 Alignment |

Figure 2.16 : Modélisation des structures tridimensionnelles des protéines par Phyre2

4.2.Modélisation par SWISS-MODEL

Pour la modelisation des structures protéiques nous avons aussi  utilisesSWISS-

MODEL (https://swissmodel.expasy.org/). C’est est un serveur de modélisation de structures

protéiques entierement automatisé, accessible via le serveur web ExPasy. Il permet de générer des
modeles en ligne en réalisant des correspondances avec plusieurs templates et bases de données
établies. Il offre trois types de requétes de modélisation (mode automatique, mode d'alignement,
mode de projet) qui varient en termes d'intervention de l'utilisateur. La modélisation est basée sur
les meilleurs templates disponibles en utilisant PROMOD-II et MODELLER. Les modéles sont
construits en se basant sur l'alignement entre la séquence cible et le Template, et leur qualité est
évaluée a l'aide de la fonction de score QMEAN, qui estime la qualité globale et locale du modele.
Des pondérations spécifiques pour les différents criteres QMEAN ont été optimisés pour améliorer

les performances du serveur (Boominathan et Ferreira 2016).
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By femamn  Q\W|SS-MODEL Modeling Repositor

= Al Project

CTLA4 T72lI created: June 16, 2023 &

AN S

Figure 2.16 : Modélisation des structures tridimensionnelles des protéines par SWISS-Model

5. Evaluations de la qualité des structures des protéines modélisées
5.1.ERRAT

Pour évaluer la qualité des modeles générés, nous avons utilisé le logiciel ERRAT

(https://saves.mbi.ucla.edu/), qui est un programme congcu pour Vérifier les structures des

protéines. Il utilise une fenétre coulissante de neuf résidus pour calculer les valeurs d'erreur en
fonction de leur position. Ces erreurs sont déterminées en se basant sur les statistiques des
interactions atomiques non liées présentes dans la structure étudiée, comparées a une base de
données de structures de haute résolution considérées comme fiables. Ainsi, ERRAT permet
d'évaluer objectivement la qualité de la structure protéique et de détecter d'éventuelles erreurs ou

divergences par rapport aux normes attendues (ERRAT — UCLA-DOE Institute s. d.).
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ERRAT

ERRAT

Overall Quality Factor
82.7027

Log | PostScript ] PDF
e
Chain 1
Program: ERRAT2
File: CTLA4 T72l.pdb
Chain#:
Overall quality factor**: 82.703
'g |
TN —— 3
> ‘ . i T
s = i
&5 i —1 l H| |
TN Y

I

Figure2.17 : example d’une realisation sur ERRAT

5.2.PROCHECK

Et on a utilisé apres le logiciel PROCHECK, Le programme effectue des calculs de plusieurs

parameétres stéréochimiques pour le modéle protéique fourni, puis les compare a des valeurs

"ideales” provenant d'une base de données de structures protéiques bien raffinées et de haute

résolution dans la Protein Data Bank (Laskowski, MacArthur, et Thornton 2006).

Out of 9 evaluations

« Errors: 3
« Warning: 3
» Pass: 3

The evaluations are the '+' (Warning) and "™ (Error) in the summary. The categories on the left
do not always correspond in number due to PROCHECK output documents

PROCHECK

/var/vvai/SAVES/Jobs/1378726/saves.pdb 1.5

100.0% within limits

Summary
Ramachandran plot
p EES e << P R
All Ramachandrans Warning
. +| Ramachandran plot:
Chi1-chi2 plots Pass
*| All Ramachandrans:
M hai +| Chil-chi2 plots:
ain-chain params Side-chain params:
Side-chain params m *| Residue properties:
+ 1 cis-peptides
Residue properties Pass G-factors
Planar groups:
Bond len/angle Pass
R ORI SR
) + May be worth inve
M/c bond lengths
M/c bond angles
Summary file
Planar aroups Pass

0" C i EC K S U W A A K Y Py

125 residues
86.7% core 10.5% allow

2.9% gener  0.0% disall

9 labelled residues (out of 123)
1 labelled residues (out of 65)

S better @ inside @ worse
Max.deviation: 4.7 Bad contacts: 6
Bond len/angle: 8.7 Morris et al class: 1 1 3
Dihedrals: ©.16 Covalent: ©.01 Overall: ©.07

©.0% highlighted

stigating further.

* Worth investigating further.

Figure 2.18 : Evaluations de la qualité des structures des protéines par PROCHECK
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6. Comparaison entre les structures tridimensionnelles des protéines
6.1.TM-align

Pour comparer entre les structures des protéines mutées et des protéines sauvages, nous avons

utilisé I’outil TM Align (https://zhanggroup.org/TM-align/). Cette méthode utilise le TM-score

pour aligner les structures protéiques. Le TM-score est une mesure de similitude entre deux
structures tridimensionnelles qui évalue leur ressemblance a partir d'une programmation
dynamique. En prenant en compte les différences et variations entre ces structures, TM Align
optimise cet alignement afin d'obtenir la correspondance la plus précise possible (Zhang et
Skolnick 2005).

TM-align Results

TM-align (Version 20190822)
* An algorithm for protein structure alignment and comparison
* Based on statistics:
8.0 < TH-score < ©.30, random structural similarity
. 0.5 < TH-score < 1.00, in about the same fold
* Reference: Y Zhang and J Skolnick, Nucl Acids Res 33, 2302-9 (2005)
* Please email your comments and suggestions to: zhng@umich.edu

Name of Chain 1: A232593
Name of Chain_2: 8232593
Length of Chain 1: 129 residues
Length of Chain_2: 125 residues

Aligned length= 125, RMSD=  ©.88, Seq ID=n_identical/n_aligned= @.992
TH-score= 0.96899 (if normalized by length of Chain_1)
TH-score= 1.00000 (if normalized by length of Chain_2)
(You should use TH-score normalized by length of the reference protein)

(":" denotes aligned residue pairs of d < 5.0 A, "." denotes other aligned residues)
AMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCAATYMMGNEL TFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAMDTGLYICKVELMYPPPYYLGIGNGTQIYVIDPEPCPDSDQEPK

AMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYASPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCAATYMMGNEL TFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAMDTGLYICKVELMYPPPYYLGIGNGAQIYVIDPEPCPDSD-- - -

Visualization (Protein-1 in blue and Protein-2 in red)

Superposition of two proteins Superposition of two proteins with ligands and solvents (when available)

Application loaded. -

Figure2.19: alignement des structures des protéines par TM Align

6.2 Chimera

UCSF Chimera est un programme tres extensible pour la visualisation interactive et I’analyse des
structures moléculaires et des données connexes, y compris les cartes de densité, les assemblages
supramoléculaires, les alignements de séquence, les résultats d’amarrage, les trajectoires et les
ensembles conformationnels. Des images et des animations de haute qualité peuvent étre générées.

Disponible a télécharger ici [https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html].
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Prx superfamily conservation

max

man

BLOSUM-&82
sum-cf-psirs

Figure 2.20 : exemple des résultats sur Chimera
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RESULTATS

[lI-  Chapitre III : Résultats
1. Résultats de Prédiction des modifications post-traductionnelles

1.1 Prédiction des sites de phosphorylation

Les séquences sauvages des protéines CTLA-4 et c-SRC ont été extraites de la base de
données Uniprot, puis analysées pour identifier les sites de phosphorylation. En parallele a cela,
nous avons également examiné les protéines mutantes CTLA-4 (T721, N145S, T147A) et c-SRC
(A296S, T432M, T460K, P510S).

Nous avons utilisé des logiciels tels que GPS 6.0 pour prédire les sites potentiels de
phosphorylation des résidus de sérine, thréonine et tyrosine. Les résultats ont été rapportés sous
forme d'un score, qui indique le potentiel du résidu a étre phosphorylé (plus la valeur est élevée,
plus le potentiel est grand), avec un seuil fixé pour éviter les faux positifs. Si la valeur était nulle,
cela signifiait quaucune phosphorylation intéressante n'a été détectée.

Nos recherches ont révélé que la protéine CTLA-4 sauvage présentait une perte significative
de phosphorylation au niveau des positions Thréonine 72 et Thréonine 147. Cela suggére que ces
sites ont été altérés par mutation. En revanche, rien d'anormal n'a été signalé dans c-SRC.

Nous avons utilisé d’autres outils en ligne pour prédire les sites potentiels de
phosphorylation des résidus de sérine, thréonine ou tyrosine dans les sequences protéiques CTLA-
4 et SRC sauvages. Le seuil était fixé a 0,4 pour Netphos 3.1 et 0,05 pour le serveur Musitedeep,
qui permettent tous deux la prédiction des sites généraux et spécifiques aux kinases.

Les résultats obtenus par ces logiciels ont confirmé ceux du premier logiciel utilisé. En ce
qui concerne l'état muté de SRC, nous avons observé une augmentation significative de la
phosphorylation a la position Sérine 510. Cette observation peut indiquer une hyperactivation

possible de l'activité kinase de SRC.
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Tableau 3.1 : Résultats de Erédiction des sites de Ehosehoalaﬁon

Prot | Positio | Sauvage SNP Positi | Mutée Résult
éine | n GPS 6.0 | MusiteD | Netpho | ID on GPS6.0 | Musite | Netp | ats
eep S Mutée Deep hos
(Thersho | (Thers (Thersh | (The
Id 0.05) | hold old rshol
0.4) 0.05) d
0.4)
CTL | TT72 0.0115 | 0.097 0.461 |rs7815 | T721 | Nul Nul Nul | Positif
A-4 Cuttof : 79729
0.0109
N 145 Nul Nul Nul rs1204 | N 145 | 0.0102 0.053 0.47 | Négati
026047 | S 8 f
T 147 0.4362 | 0.051 0.591 rs1466 | T Nul Nul Nul | Positif
Cutoff : 152724 147A
0.0222
A296 Nul Nul Nul Rs7505 | A296S | O 0.147 0.50 | Négati
SRC 34584 6 f
T432 0 0.119 0.651 Rs1490 | T432 | Nul Nul Nul | Négati
969287 | M f
T460 0 0.079 0.667 Rs1171 | T460 | Nul Nul Nul | Négati
125750 | K f
P510 Nul Nul Nul Rs1346 | P510S | 0.2283 0.082 0.53 | Positif
524802 (Cutoff : 2
0.04)

1.2.Résultats de prédiction des Méthylation

Nous avons effectué des tests de prédiction de méthylation des acides aminés Arginine et

Lysine en utilisant GPS-MSP, MusiteDeep et PRmePRed. Aucune méthylation n'a été detectée

dans les séquences sauvages de CTLA-4 et c-SRC. Cependant, dans I'état muté de SRC au site

P136R, les résultats obtenus par GPS-MSP avec un seuil fixé a 0,3 ont révélé une prédiction

positive pour la méthylation des résidus d'arginine. Cette observation a été validée par MusiteDeep

et PRmePRed.

47




RESULTATS

Tableau 3.2 : Résultats de prédiction des sites de Méthylation

Protéi | Po | Sauvage SNP ID | Position | Mutée
ne sit | GP | Musite | PRmePR Mutée GPS- Musite | PRmePR | résultats
io | S- Deep |ed MSP deep ed
n | MS | (Thers (theresh | (Thers
P hold old 0.3) | hold
0.05) 0.05)
CTL Aucune Mutation qui peut causer Une méthylation
A-4
SRC | P1 | Nul | Nul Nul Rs14126 | P136R | 0.3807 | 0.157 | 0.598806 | Positif
36 |le 26612
T4 | Nul | Nul Nul Rs11711 | T460K | 0.1881 | 0.085 | Nul Négatif
60 | le 25750
R5 | 0.18 | 0.028 | Nul Rs13053 | R509W | Nulle Nulle | Nul Négatif
09 |23 388441

1.3.Résultats de prédiction des Ubiquitinations

Dans I'état sauvage de la protéine SRC, les prédictions ne montrent pas de site d'ubiquitination
potentiel.

Dans I'état muté de la protéine, les résultats de prédiction confirment également I'absence de sites
d'ubiquitination.

Tableau 3.3 Résultats de prédiction des Ubiquitinations

Proté | Posi | Sauvage SNP ID | Positio | Mutée résultat
ine tion n S
mutée
GPS.Uber Musi GPS.Uber | MusiteDeep
teDe
ep
CTL Aucune site potentiel d’ubiquitination
A4
SRC | T46 | Nul Nul | Rs11711 | T460K | O 0.22 Négatif
0 25750

48



RESULTATS

1.4.Résultats de prédiction des domaines de liaison aux phosphoprotéines.

Nous avons utilisé le logiciel GPS-PBS pour prédire les domaines de liaison aux
phosphoprotéines. Pour la séquence sauvage de CTLA-4, les résultats ont permis d’identifier la
présence de deux domaines potentiels de liaison aux phosphoprotéines au niveau des positions
Thréonine 72 et Thréonine 147. En revanche, dans la séquence mutée de CTLA-4, les
prédictions ont révélé une altération potentielle de ces deux domaines de liaison aux
phosphoprotéines ainsi que 1’apparition d’un nouveau site (145) potentiellement impliqué dans la

liaison avec les phosphoprotéines.

Concernant la séquence sauvage c-SRC, les résultats obtenus étaient negatifs et suggeérent qu'il n'y
a pas un domaine identifiable impliqué. Cependant, pour la séquence mutée c-SRC, l'introduction
d'une mutation au niveau du site A296S a créé un nouveau domaine potentiellement impliqué dans

la liaison avec les phosphoprotéines.

Tableau 3.4 : Résultats de irédiction des domaines de liaison aux EhosEhoErotéines

Proté | Position | Sauvage SNP ID | Position | Mutée Résu
ine GPS-PBS Mutée GPS-PBS Itats
CTL | T72 Score : 0.0272 rs78157 | T721 Nul Posit
A-4 Cutoff : 0.0197 9729 if
N145 Nul rs12040 | N145S Score : 0.1640 Posit
26047 Cutoff : 0.0406 if
T147 Score : 0.9836 rs14661 | T147A Nul Posit
Cutoff : 0.9007 52724 if
(PBD)
SRC | A296 Nul Rs75053 | A296S Score : 0.0833 Posit
4584 Cutoff : 0.0197 if
T432 Nul Rs14909 | T432M Nul Néga
69287 tif
T460 Nul Rs11711 | T460K Nul Néga
25750 tif
P510 Nul Rs13465 | P510S Nul Néga
24802 tif

1.5.Résultats de prédiction de Tyrosine nitration sites et S-nitrosylation
Nous avons utilisé les outils bioinformatiques GPS-YNO2 et DeepNitro pour effectuer des

prédictions des sites de nitration des Tyrosine et S-nitrosylation. Cependant, nous n'avons pas pu
exécuter cette opération car il n'y avait aucune mutation présentant des acides aminés susceptibles

d'étre nitratés (tyrosine).
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Tableau 3.5 : Résultats de prédiction de Tyrosine nitration sites et S-nitrosylation

Tyrosine nitration sites

On n’a pas une mutation qui touche Tyrosine

Protéi | Positi | Sauvage Posi | Mutée Reésultats
ne on GPS-YNO2 DeepNitro | tion | GPS-YNO?2 DeepNitro

mut

ée

S-nitrosylation sites

On n’a pas une mutation qui touche Cystéine

Protéi | Positi | Sauvage Posi | Mutée Résultats
ne on GPS-SNO 1.0 DeepNitro | tion | GPS-SNO 1.0 | DeepNitro

mut

ée

2. Modélisation moléculaire
2.2.Modélisation par SWISS-MODEL
Nous avons obtenu des résultats de modélisation moléculaire pour les séquences protéiques
CTLA-4 et c-SRC en utilisant des modéles de référence (Templates), afin d'optimiser les résultats
et d'obtenir des structures fiables. Le template utilisé pour CTLA-4 était 3osk.1.B. Pour c-SRC, le
template choisi était 2h8h.1.A.

SWISS-Model
SWISS-Model a été utilisé pour modéliser les structures protéiques, et les scores obtenus sont les

suivants :

e« GMQE Score : Pour CTLA4 et SRC, nous avons obtenu un score compris entre 0.78 et
0.97, ce qui suggére une bonne qualité globale de nos modeles basés sur de bons
alignements.

e QMEAN Z-Score : Dans CTLA-4 et dans le SNP T721 nous avons obtenus un Z-score de
0,53 ce qui indique que I'énergie de notre modeéle de séquences mutées est Iégérement plus
élevée que la moyenne des structures similaires utilisées comme référence, dans les autres
mutations, on a obtenu un z-score positif qui suggére une bonne concordance énergeétique
entre Nos modeéle et les structures de référence.

Dans SRC, nous avons obtenu un Z-score compris entre -0.76 et -0.02 indique que
I'énergie de nos modeles des sequences mutées est plus élevée que la moyenne des
structures similaires utilisées comme référence.Ramachandran value : Nos modéles ont
présenté des scores compris entre 96% et 97% pour nos séquences mutées indiquant que la
grande majorité des angles de torsion des résidus se situe dans les régions autorisees du

diagramme de Ramachandran.
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PROCHECK :
Régions du diagramme de Ramachandran: nos résultats suggérent une bonne qualité de la
conformation des résidus de nos modeles de séquences mutées par rapport au diagramme de

Ramachandran.

TM-Align :

TM-Align a été utilisé pour comparer entre les structures des protéines mutées et des protéines
sauvages :

TM Score : Pour CTLA4 et SRC, nous avons obtenu un TM Score de 0,99, ce qui indique une
bonne similarité entre notre modele et la structure de référence. Cela suggere que notre modele
capture bien les caractéristiques structurelles essentielles de la protéine mutée.

RMSD : Pour CTLA4 et SRC, nous avons obtenu un RMSD compris entre 0,08 et 0,11. Cela
indique que les positions des atomes dans notre modele different en moyenne de seulement 0,08 a

0,11 par rapport a la structure sauvage.
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Tableau 3.6 : Résultats de 1’évaluation de qualité des structures modélisées par SWISS-MODEL on
utilisant TM-align, ERRAT et PROCHECK

SNP Id | Mutatio TM-align SWISS-MODEL ERRAT PROCHECK (Ramachandran plot
n analysis)
Tm | RM | GMQ | QMEA | Ramachan valeur Residues | Residues | Residu | Residue
Score | SD E N dran value in most in esin sin
score | Z-score favoured | additiona | genero | disallo
regions | Iallowed usly wed
regions aIIo_vved regions
regions
Modélisation de CTLA-4 en utilisant le template 3osk.1.B
rs78157 T721 0.999 | 0.08 | 0.97 | 0.53 95.83% 88.3721 187 17 (8.3) 1 0
9729 66 (91.2%) (0.5%)
rs13566 | N145H | 0.999 | 0.08 | 0.80 | 0.06 95.04% 84.6154 92 11(10.7) 0 0
78649 58 (89.3%)
rs12040 | N145S | 0.999 | 0.09 | 0.80 | 0.20 95.04% 84.6154 92 11(10.7) 0 0
26047 56 (89.3%)
rs14661 | T147A | 0.999 | 0.09 | 0.78 -0.02 95.04% 84.6154 | 92 11(10.7) 0 0
52724 56 (89.3%)
Modélisation de c-Src en utilisant le template 2h8h.1.A
Rs14126 | P136R | 0.997 | 0.10 | 0.82 -0.12 96.84% 85.6512 465(86.7 51 11 9(1.7%)
26612 59 %) (9.6%) (2%)
Rs18620 | D407N | 0.997 | 0.09 | 0.83 -0.02 96.91% 87.1965 | 465(86.7 51 11 9(1.7%)
7963 60 %) (9.6%) (2%)
Rs11711 | T460K | 0.997 | 0.08 | 0.82 -0.29 96.84% 86.5342 465(86.7 51 11 9(1.7%)
25750 63 %) (9.6%) | (2%)
Rs75666 | P487L | 0.997 | 0.08 | 0.83 -0.38 96.84% 86.755 465(86.7 51 11 9(1.7%)
5933 63 %) (9.6%) | (2%)
Rs13053 | R509W | 0.997 | 0.10 | 0.83 -0.11 96.61% 88.3002 465(86.7 51 11 9(1.7%)
388441 58 %) (9.6%) (2%)
Rs13465 | P510A | 0.997 | 0.08 | 0.83 -0.16 96.84% 86.9757 465(86.7 51 11 9(1.7%)
24802 63 %) (9.6%) (2%)
Rs13465 | P510S | 0.997 | 0.10 | 0.83 -0.14 96.84% 86.9757 465(86.7 51 11 9(1.7%)
24802 58 %) (9.6%) (2%)
Rs13665 | G173V | 0.997 | 0.11 | 0.82 -0.76 95.94% 86.5342 462 54 11 9(1.7%)
42593 55 (86.3%) (10%) (2%)
Rs76189 | F223L | 0.997 | 0.10 | 0.82 -0.17 96.84% 87.638 465(86.7 51 11 9(1.7%)
0358 59 %) (9.6%) (2%)
Rs75053 | A296S | 0.997 | 0.10 | 0.82 -0.08 97.07% 87.1965 | 465(86.7 51 11 9(1.7%)
4584 58 %) (9.6%) (2%)
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Dans le tableau qui suit résultat de modélisation moléculaire de toute les séquences protéiques
CTLA-4 sauvages( disposer dans un templates) VS mutés (T72l, N145H, N145S, T147A) et c-
Src (P136R, D407N, T460K, P487L, R509W, P510A, P210S, G173V, F223L, A296S, A330D,
M344L, T432M, M498L) par le serveur SWISS-Model afin de visualiser les sites de mutation sur
les protéines et vérifier s’il y’a des changements significatifs. Dans le produit obtenu la détection
que toutes les mutations déja annoncer ci-dessus affecte la configuration structurelle des protéines
qu’ils appartiennent, résultat confirmer et visualiser par la méthode de superposition configurer

par 1’outil bioinformatique Chimera.
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Tableau 3.7 : Visualisation et superposition des protéines modélisées par SWISS-MODEL

SNP Id Mutation Site Sauvage Site Mutée Merged

Modélisation de CTLA-4 en utilisant le template 3osk.1.B

rs7815797 T721
29

rs1356678 | N145H
649
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rs1204026 | N145S
047

rs1466152 | T147A
724

Modélisation de c-Src en utilisant le template 2h8h.1.A
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Rs141262 P136R
6612

Rs186207 | D407N
963
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Rs117112 | T460K
5750
Rs756665 P487L
933
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P510S

Rs130533 | R509W

88441

Rs134652
4802
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Rs136654 | G173V
2593

Rs761890 F223L
358
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Rs750534 | A296S
584

Rs127432 | A330D
2227
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M344L

T432M

Rs754968

435

Rs149096

9287
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M498L

Rs134442

3676
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Le graphe « local quality estimate » évalue nos séquences comme étant tres proche de la
valeur maximale. Cela suggere que ces structures ont été bien modélisées et que sa position et son
environnement chimique dans la structure sont conformes aux valeurs expérimentales ou aux
regles géométriques attendues pour un résidu de cette nature. Le deuxiéme graphe « comparison
with redundant Set of PDB structures » illustre la comparaison avec un ensemble redondant de
structures PDB obtenues par des méthodes expérimentales. La qualité globale et par résidu du
modele a été évaluée a l'aide du score QMEAN.

Tableau 3.8 : Estimations de qualités des protéines modélisées par SWISS-MODEL

SNP Id | Mutation Local Qualité Comparaison de la qualité

Modélisation de CTLA-4 en utilisant le template 3osk.1.B

rs7815 T721 Local Qually Estmate - Chan A Comparison willl'\ Non-redurlmdanl Set Of. PDB Slruct‘ures
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Rs1305
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Local Qualiy EsTmate - Chain A Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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2.2 Modélisation par Phyre2 :

Apres avoir modélise les structures tridimensionnelles sauvages et mutées de CTLA-4 et c-SRC,
nous avons réalisé des alignements entre les structures mutées et sauvages de chaque protéine a
I'aide de l'outil TM align.

Nous avons obtenu des scores TM supérieurs a 0,9 pour CTLA-4 et SRC, ce qui indique que les
structures sont considérées comme ayant une correspondance presque parfaite. De plus, le RMSD
était inférieur a 1 angstrom, ce qui suggere que les structures sont trés similaires avec une

correspondance précise au niveau atomique.

Tableau 3.9 : Alignement des structures tridimensionnelles modélisées par Phyre2 en utilisant
TM align

SNP Id Mutation TMalign
TmScore |  RMSD
dlahla_ Immunoglobulin-like beta-sandwich
rs781579729 T72I 0.96899 0
rs1356678649 N145H 0.96899 0
rs1204026047 N145S 0.96899 0
rs1466152724 T147A 0.96899 0
c2h8hA _ src kinase in complex with a quinazoline inhibitor
Rs1412626612 P136R 0.99535 0.09
Rs186207963 D407N 0.99535 0.09
Rs1171125750 T460K 0.99524 0.12
Rs756665933 P487L 0.99535 0.09
Rs13053388441 R509W 0.99535 0.09
Rs1346524802 P510A 0.99428 0.32
Rs1346524802 P510S 0.99535 0.09
Rs1366542593 G173V 0.99535 0.09
Rs761890358 F223L 0.99535 0.09
Rs750534584 A296S 0.99535 0.09
Rs1274322227 A330D 0.99428 0.32
Rs754968435 M344L 0.99428 0.32
Rs1490969287 T432M 0.99535 0.09
Rs1344423676 M498L 0.99524 0.12
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IV- DISCUSSION

Les lymphocytes T sont des cellules importantes pour la surveillance et I'intervention lors de
réactions infectieuses et tumorales. Pour optimiser les signaux transmis, ces cellules possedent des
récepteurs de haute spécificité ainsi que des molécules de co-stimulation telles que CTLA4 (Al-
Harbi et al., 2023). Cette molécule joue un role clé dans la régulation du systeme immunitaire et
est considérée comme une molécule inhibitrice de fonction anti-tumorale (Olive et al., 2011). De
méme, SRC est connu comme l'un des premiers oncogeénes identifiés avec un role essentiel dans
plusieurs voies cellulaires clés liées a la prolifération, la différenciation, la survie, la mobilité et
I'angiogenese (Finn, 2008).

Les molécules CTLA-4 et SRC jouent un réle crucial dans la régulation du systeme immunitaire et
la transmission de signaux cellulaires. En raison de leur importance, ces molécules sont
susceptibles d'étre affectées par des mutations pouvant entrainer une dysfonction. Dans notre
étude, nous avons particulierement étudié les mutations de type nsSNP qui ont le pouvoir d'induire
la cancérogenese colique.

L'année derniere, BOUKENADEL et MEGNAFI ont identifié plusieurs SNP a conséquences
fonctionnelles dans les genes CTLA-4 (T72l, N145H, N145S, T147A) et SRC (P136R, D407N,
T460K, P487L, R509W, P510A, P510S, G173V , F223L , A296S , A330D , M344L , T432M ,
M498L).

Dans cette étude présentée ici-méme, nous avons effectué une analyse in silico des modifications
post-traductionnelles qui peuvent étre engendrées ou supprimées par ces variations ainsi que sur la
modélisation moléculaire de ces protéines

Nous avons utilisé 11 outils bioinformatiques pour prédire les modifications post-traductionnelles
des proteines d'intérét. Nos analyses ont fourni les informations suivantes : la phosphorylation a
été détectée dans les séquences sauvages de CTLA-4 au positions T72 et T147, mais ces
phosphorylations ont disparu aprés les mutations (T72l et T147A). En revanche, SRC a montré
une phosphorylation dans la position P510 apres la mutation P510S. Nous avons également
détecté 1’apparition d’une méthylation a la position P136 R dans c-SRC aprés mutation.

Pour les domaines de liaison aux phosphoprotéines quatre modifications ont été détectées : les
mutations dans CTLA-4 ont été responsables de la disparition des sites de liaison aux
phosphoprotéines (T72, T147) et I’apparition d’un site de liaison aux phosphoprotéines (N145S).
Pour c-SRC, une seule mutation a été responsable de I’apparition d’un site de liaison aux

phosphoprotéines (A296S). La carbonylation a été localisée sur la protéine CTLA-4 sauvage en
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position T72, ainsi que sur c-SRC mutés en position T460K.

Cependant, aucune ubiquitination, tyrosine nitration ou S-nitrosylation significative n'a été
observée. Ces PTM peuvent influencer considérablement l'activité régulatrice et structurelle des
protéines étudiées.

Pour la modélisation moléculaire, nous avons choisi deux serveurs bioinformatiques :
SWISS-Model et Phyre2 pour obtenir les structures 3D de nos protéines sauvages et mutées en
utilisant des modeéles structurels "templates" pour modeler nos structures sur la méme base. Pour
CTLA-4 nous avons choisis le template 3osk.1.B et pour c-SRC nous avons choisis le template
2h8h.1.A. Les templates ont été choisis en fonction des scores dans but d’avoir une modélisation
de qualité. Nous avons utilise ERRAT et PROCHECK pour évaluer la qualité de nos
modélisations. Ensuite nous avons utilisé TM-align pour comparer entre les structures
tridimensionnelles des protéines sauvages et mutées. Nos résultats ont montré que la mutation
T721 pouvait influencer plusieurs PTM tels que la phosphorylation, les domaines de liaison aux
phosphoprotéines ainsi que la carbonylation.

En fin, le programme Chimera extensible a été utilisée pour visualiser et analyser
interactivement les structures moléculaires. Aprés superposition des structures mutées sur celles
sauvages, une variation structurelle significative a été observée dans les sites fonctionnels des
protéines. Cela confirme I'impact significatif des nsSNP dans ces séquences de CTLA-4 (T72I,
N145H, N145S et T147A) ainsi que c-SRC (P136R, D407N, T460K, P487L, R509W, P510A,
P210S, G173V, F223L, A296S, A330D, M344L, T432M, M498L) sur la configuration
structurelle et fonctionnelle de la protéine, ce qui renforce I'hypothése que ces mutations

pourraient altérer les fonctions des protéines CTLA-4 et c-SRC.
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CONCLUSION

V- Chapitre V : Conclusions et perspectives

L'étude actuelle a examiné les effets des SNPs fonctionnels associés aux genes CTLA-4 et
SRC humain par des méthodes computationnelles en raison de la relation de ces génes avec le
cancer colorectal, dont le but était de prédire les modifications post traductionnelle et la
réalisation des modélisations moléculaires pour valoriser notre recherche.

Dans un total de 04 nsSNP sur le géne CTLA-4 et 14 sur c-SRC nos outils bioinformatiques
de prédiction des modifications poste-traductionnelles (PTM) ont pu détecter 07 nsSNP a effet
significatif sur nos protéines d’intérét dans un total de 02 nsSNP dans CTLA-4 et 05 dans c-SRC.
Et on a modélisé les 18 sequences des nsSNP avec un score de qualité positif, ces séquences
induit un changement dans la structure apres une superposition avec la séquence sauvage.

Notre travaille ouvre un autre intervalle de recherche pour les autres PTM no encore cités,
pour les autres mutations des 02 séquences protéiques puisqu’il est un domaine de recherche vaste
non limité

Ces résultats fournissent des informations utiles pour une meilleure compréhension de la
pathogenese du cancer colorectal et pourraient éventuellement conduire au développement de

nouvelles stratégies thérapeutiques ciblées basées sur ces cibles spécifiques.
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Un tableau avec toutes les séquences mutées en format FASTA
Tableau 7.1 : les séquences FASTA mutées et sauvage

SNP
ID

Mutation

Séquence mutée en format FASTA

CTLA4 Sauvage

>sp|P16410|CTLA4_HUMAN Cytotoxic T-
lymphocyte protein 4 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=CTLA4 PE=1 SV=3
MACLGFQRHKAQLNLATRTWPCTLLFFLLFI
PVFCKAMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYA
SPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCAATYM
MGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRA
MDTGLYICKVELMYPPPYYLGIGNGTQIYVI
DPEPCPDSDFLLWILAAVSSGLFFYSFLLTAV
SLSKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQF
QPYFIPIN

rs781
57972

T721

>sp|P16410|CTLA4_HUMAN Cytotoxic T-
lymphocyte protein 4 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=CTLA4 PE=1 SV=3
MACLGFQRHKAQLNLATRTWPCTLLFFLLFI

PVFCKAMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYA
SPGKATEVRVIVLRQADSQVTEVCAATYMM
GNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRAM
DTGLYICKVELMYPPPYYLGIGNGTQIYVIDP
EPCPDSDFLLWILAAVSSGLFFYSFLLTAVSL
SKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQFQ
PYFIPIN

rs135
66786
49

N145H

>sp|P16410|CTLA4_HUMAN Cytotoxic T-
lymphocyte protein 4 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=CTLA4 PE=1 SV=3
MACLGFQRHKAQLNLATRTWPCTLLFFLLFI
PVFCKAMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYA
SPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCAATYM
MGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRA
MDTGLYICKVELMYPPPYYLGIGHGTQIYVI
DPEPCPDSDFLLWILAAVSSGLFFYSFLLTAV
SLSKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQF
QPYFIPIN

rs120
40260

N145S

>sp|P16410|CTLA4_HUMAN Cytotoxic T-
lymphocyte protein 4 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=CTLA4 PE=1 SV=3
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47

MACLGFQRHKAQLNLATRTWPCTLLFFLLFI
PVFCKAMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYA
SPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCAATYM
MGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRA
MDTGLYICKVELMYPPPYYLGIGSGTQIYVI
DPEPCPDSDFLLWILAAVSSGLFFYSFLLTAV
SLSKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQF
QPYFIPIN

rs146
61527
24

T147A

>sp|P16410|CTLA4_HUMAN Cytotoxic T-
lymphocyte protein 4 OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=CTLA4 PE=1 SV=3
MACLGFQRHKAQLNLATRTWPCTLLFFLLFI

PVFCKAMHVAQPAVVLASSRGIASFVCEYA
SPGKATEVRVTVLRQADSQVTEVCAATYM
MGNELTFLDDSICTGTSSGNQVNLTIQGLRA
MDTGLYICKVELMYPPPYYLGIGNGAQIYVI
DPEPCPDSDFLLWILAAVSSGLFFYSFLLTAV
SLSKMLKKRSPLTTGVYVKMPPTEPECEKQF
QPYFIPIN

SRC Sauvage

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG
AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV
DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPP
ECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFL
EDYFTSTEPQYQPGENL

Rs141
26266
12

P136R

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG
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AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIRSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTL
KPGTMSPEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLY
AVVSEEPIYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKY
LRLPQLVDMAAQIASGMAYVERMNYVHRD
LRAANILVGENLVCKVADFGLARLIEDNEYT
ARQGAKFPIKWTAPEAALY GRFTIKSDVWSF
GILLTELTTKGRVPYPGMVNREVLDQVERG
YRMPCPPECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTF
EYLQAFLEDYFTSTEPQYQPGENL

Rs186
20796

D407N

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG
AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV
DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVANFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPP
ECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFL
EDYFTSTEPQYQPGENL

Rs117
11257
50

T460K

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG

AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF

GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
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AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV
DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TKKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCP
PECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAF
LEDYFTSTEPQYQPGENL

Rs756
66593

P487L

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG

AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV
DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCL
PECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAF
LEDYFTSTEPQYQPGENL

Rs130

R509W

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
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53388
441

0OX=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG

AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF

GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF

YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS

PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV

DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL

VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPP
ECPESLHDLMCQCWRKEPEEWPTFEY LQAF

LEDYFTSTEPQYQPGENL

Rs134
65248
02

P510A

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG

AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV
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DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPP
ECPESLHDLMCQCWRKEPEERATFEYLQAF
LEDYFTSTEPQYQPGENL

Rs134
65248
02

P510S

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG

AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV
DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPP
ECPESLHDLMCQCWRKEPEERSTFEYLQAFL
EDYFTSTEPQYQPGENL

Rs136
65425
93

G173V

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG

AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTVYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
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GKITRRESERLLLNAENPRVTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV
DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPP
ECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFL
EDYFTSTEPQYQPGENL

Rs761
89035

F223L

>s5p|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG

AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQLNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV
DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPP
ECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFL
EDYFTSTEPQYQPGENL
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Rs750
53458

A296S

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0OX=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG
AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVSIKTLKPGTMSP
EAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEPI
YIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLVD
MAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANILV
GENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAKF
PIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTELT
TKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPPE
CPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFLE
DYFTSTEPQYQPGENL

Rs127
43222
27

A330D

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG

AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYDVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV
DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPP
ECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFL
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EDYFTSTEPQYQPGENL

Rs754
96843

M344L

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
OX=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG

AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYLSKGSLLDFLKGETGKY LRLPQLV
DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPP
ECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQAFL
EDYFTSTEPQYQPGENL

Rs149
09692
87

T432M

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG

AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
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PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV
DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWMAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTE
LTTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPC
PPECPESLHDLMCQCWRKEPEERPTFEYLQA
FLEDYFTSTEPQYQPGENL

Rs134
44236
76

M498L

>sp|P12931|SRC_HUMAN Proto-oncogene
tyrosine-protein kinase Src OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SRC PE=1 SV=3
MGSNKSKPKDASQRRRSLEPAENVHGAGGG

AFPASQTPSKPASADGHRGPSAAFAPAAAEP
KLFGGFNSSDTVTSPQRAGPLAGGVTTFVAL
YDYESRTETDLSFKKGERLQIVNNTEGDWW
LAHSLSTGQTGYIPSNYVAPSDSIQAEEWYF
GKITRRESERLLLNAENPRGTFLVRESETTKG
AYCLSVSDFDNAKGLNVKHYKIRKLDSGGF
YITSRTQFNSLQQLVAYYSKHADGLCHRLTT
VCPTSKPQTQGLAKDAWEIPRESLRLEVKLG
QGCFGEVWMGTWNGTTRVAIKTLKPGTMS
PEAFLQEAQVMKKLRHEKLVQLYAVVSEEP
IYIVTEYMSKGSLLDFLKGETGKYLRLPQLV
DMAAQIASGMAYVERMNYVHRDLRAANIL
VGENLVCKVADFGLARLIEDNEYTARQGAK
FPIKWTAPEAALYGRFTIKSDVWSFGILLTEL
TTKGRVPYPGMVNREVLDQVERGYRMPCPP
ECPESLHDLLCQCWRKEPEERPTFEYLQAFL
EDYFTSTEPQYQPGENL
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