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Résumé

Résumé

Le SIRPy est un member de famille des SIRP qui se lie avec le CD47.L’interaction SIRPy-
CD47 favorise une adhesion cellule-cellule et prend en charge le contact cellule T-APC
améliorant la présentation antigénique,l’activation et la proliferation des lymphocytes
T.D’autre part cette interaction peut transmettre un signal d’échapement au systhéme
immunitaire et favorise la liberation des cytokines responsable de I’inhibition de la

phagocytose et la promotion tumorogénése.
L’objectif de cette étude était de prédire,a I’aide d’une approche in silico,les nsSSNP qui ont un
effet déléteresur la protéineSIRPy.

L’analyse in silico des nsSNP a été réalisée grace a des outils bio-informatiques accessibles
en ligne. Nous avons analysé 448 nsSNP dans le géne SIRPG pour déterminer leurs effets sur

la stabilité et la fonction de la protéine.
Cette étude nous a permis de sélectionner 3 nsSNP a haut risque pour le gene SIRPG.

Mots clés : Cancer ,SIRPG ,CD47,nsSNP,analyse in silico



Abstract

Abstract

SIRPy is a member of the SIRP family that binds with CD47. The SIRPy-CD47 interaction
promotes cell-cell adhesion and supports T cell-APC contact improving antigen presentation,
activation and proliferation of T lymphocytes. On the other hand, this interaction can transmit
an escape signal to the immune system and promotes the release of cytokines responsible for

the inhibition of phagocytosis and the promotion of tumorogenesis.

The objective of this study was to predict by usingin silico approachesthe nsSNPs which have
a deleterious effect on the SIRPyprotein.

The in silico analysis of nsSNPs was carried out using bioinformatics tools accessible online.
We analyzed 448 nsSNPs in the SIRPG gene to determine their effects on protein stability and

function.
This study allowed us to select 3 high-risk nsSNPs for the SIRPG gene.

Keywords: Cancer, SIRPG, CD47, nsSNP, in silico analysis
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Liste Des Abréviations :
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CSLCs :Cancer stem-like cells.

CMH 1 :Complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1.
CD 172g :Cluster de différentiation 172gamma.

CD56 :Cluster de différentiation56.

CD47 :Cluster de différentiation47.

CD19+ : Cluster de différentiation19.

DAP12 :DNAX activation protein of 12 kd.

dbSNP :Single nucléotide polymorphismedatabase.
DHPLC :Denaturing high performance liquide chromatographie.
FSy :Ferritine-SIRPy

GM-CSF :Granulocyte-Macrophage colony stimulating factor.
GWAS :Genome-wide association studies.

GWLS :Genome-wide linkage scans.

ITAM :Immunoreceptor tyrosine based activation motif.
IgSF :Immunoglobulin superfamily.

IFN-y :Interféron gamma.

IL-1P :Interleukine 1 beta.

LUAD :Lung adenocarcinoma.

MST1 :Macrophage stimulating 1.

NCBI :National center for biotechnologie information.
NFAT :Nuclear factor of activated T.

NK :Natural killer.

nSNP :Non synonyme single nucléotide polymorphisme

PP2A :Proteine phosphatase2.
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Introduction

Introduction :

Signal Regulatory Proteiny (SIRPy) également appelé¢ SIRPB2,CD 172g ou bA77C3.1lest un
récepteur de nature glycoprotéique qui fait partie de la famille des SIRP(Barclay et Brown
2006).SIRPy est le seul membre de la famille SIRP exprimé par les lymphocytes T, les cellules
tueuses naturelles (NK) CD56bright, toutes les cellules NK activées et un petit sous-ensemble de
lymphocytes B CD19+. SIRPy codé par SIRPGse lie avec le CD47, mais avec une affinité¢ 10
fois inférieure a celle de SIRPa et ne possede qu'une queue cytoplasmique de quatre acides
aminés(Brooke et al. 2004).En effet le SIRPy ne délivre pas de signal d’activation ou
d’inhibition car il n'a pas de domaine cytoplasmique avec un motifs ou un résidu
transmembranaire permettant I'association avec DAP12 mais 1’expression ectopique de SIRPy
offre une opportunit¢ aux lymphocytes T de s’engager avec le CD47, augmente le contact
cellule-cellule(Z.-H. Wu et al. 2022)et facilite la différenciation des macrophages et des
granulocytes(Visser et al. 2023). SIRPyest aussi impliqué dans l'apoptose et la migration trans-
endothéliale des cellules T et jouele role dune molécule co-stimulatrice accessoire des

lymphocytes T(Piccio et al. 2005; Stefanidakis et al. 2008; Brooke et al. 2004).

Les mutations au niveau de SIRPy affectent I'adhésion cellulaire, 1'expression de CD47 et
peuvent étre responsable de certaine pathologie (Smith et al. 2022).Les chercheurs ont montré
que le SIRPy est régulé positivement dans 15 des 36 types de cancer.La surexpression de
SIRPypourrait favoriser la croissance tumorale et les métastases in vivo et donne un mauvais
pronostic en matiere de survie. Cette protéine régulatrice permet aux cellules cancéreuses de
transmettre un signal d’échappement au systéme immunitaire grace a des protéine qui due a
I’activation de voie de signalisation qui conduise a la libération des cytokines par les cellules
cancéreuses qui favorise 1’inhibition de la phagocytose et la promotion tumorogénése(Xu et al.

2022).

Un polymorphisme nucléotidique unique (SNP) est un changement de base dans I'ADN d'un seul
nucléotide dans un site bien précis qui peut étre causé par une mutation(Azizzadeh-Roodpish,
Garzon, et Mainali 2021).Seuls les SNPs non synonymes (nsSNPs) appelés aussi variants faux-
sens, sont particulierement importants car ils entrainent des modifications dans la séquence des
résidus d'acides aminés traduits. Les nsSNPs possédent un rdle important dans la diversité
fonctionnelle des protéines humaines et sont associés a de nombreuses maladies. Les nsSNPs
peuvent affecter la fonction des protéines en diminuant la solubilit¢ des protéines ou en

déstabilisant leur structure,et peuvent également influencer la régulation de transcription des



Introduction

geénes et la traduction(Dabhi et Mistry 2014).Les approches in silico ¢’est toute expérimentation
réalisée par ordinateur et est li¢é aux termes biologiques.Ils impliquent I’acquisation des
connaissances grace a la simulation informatique Ils représentent 1’outil préalable pour analyser
I’effet des nSNP sur la stabilité et la fonction des protéines car les techniques expérimentales
pour montrer leur effet sont trés onéreuses,laborieuses et prennent beaucoup de temps(Garcia,
de Andrade, et Palmero 2022; EKkins, Mestres, et Testa 2007; Venkata Subbiah, Ramesh
Babu, et Subbiah 2020).

L’objectif de notre étude est de réaliser une analyse in silico des nSNPs a conséquences
fonctionnelles sur le CD172g , déterminer les SNPs qui ont un effet sur la stabilité de la protéine

et qui affecte leur conservation.

Le but de notre étude est d’identifier des SNPs a conséquence fonctionnelles sur la protéine

CDI172G.
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Chapitre I :Revue de la littérature

[.Revue de la littérature :

1/(SIRPy) :
1.1 Généralité :

Signal Regulatory Protein y (SIRPy)(Sinha et al. 2019)est un membre de la famille des
SIRPs qui comprend également SIRPa, SIRPB (SIRPB1 et soluble sirpd )(Brooke et al. 2004;
Van Beek et al. 2005).C’est le seul membre de la famille des SIRPs exprimé par les
lymphocytes T, cellules natural killer (NK) CD56bright et toutes les cellules NK activées.Il
est impliqué dans le contact entre les lymphocytes et les cellules présentatrices d'antigéne
(Nettleship et al. 2013), et dans la régulation négative des processus de signalisation couplés
au récepteur tyrosine kinase(Smith et al. 2022).Le SIRPy a été décrit récemment(Ichigotani
et al. 2000)peut étre parce que le géne SIRPy est présent uniquement chez 'homme et les
primates(Brooke et al. 2004). Le SIRPy interagit avec CD47 exactement comme le
SIRPa(Ichigotani et al. 2000; Piccio et al. 2005), mais le SIRPa-CD47 possédent une
l'affinité 10 fois plus forte que celle de SIRPy-CD47 (Kd 2 uM versus Kd 23 uM)
(Stefanidakis et al. 2008). Les transcrits SIRPy sont exprimées de manicre différente dans de
nombreux tissus, y compris le cerveau, les poumons et le placenta, et sont plus ¢levé dans le

foie (Piccio et al. 2005).

Fomiymenber Othernames ~ NCBIEntre2 Gene [0 Expresson Extracellular igands  Function

i (DITIASHPSLPR4, - 0SS5 fuman], 508 0t),  Mieloicel, (D PASD ity
YD-L, BTPTPNST 19261 mouse) 327666 hovine]  newrans

SRR (Dimy 10525 bumen) 3102120, Macrophages neurophls AD Actiatin
81484 mose
SRRy (DUmgSHOR? 23 ruman [ymphotes (D41 Nosigl

natural ilercele

Table 1.1 : Signal-regulatory protein (SIRP)-family members and their ligands (Barclay et
Brown 2006).
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1.2 Géne et Structure de SIRPy :

Le gene de SIRPG est situ¢ dans la position p13 du chromosome humain n°20 et il possede
six exons(Brooke et al. 2004; Van Beek et al. 2005)(Figure 1.1).SIRPyest une glycoprotéine
transmembranaire qui contient des domaines extracellulaires de type immunoglobuline. Elle
appartient a la famille SIRP(SIRPa, SIRPB (SIRPI et soluble sirpd) qui contient une
immunoglobuline  extracellulaire homologue (Ig) (D1-D3) mais les domaines
transmembranaires et intra cytoplasmiques sont différentes ce qui donne une transduction de
signal distincte(Barclay et Brown 2006; Seiffert et al. 2001).La protéine est composée de
354 acides aminés et partage environ 75 % d'identité de séquence avec SIRPB1(Ichigotani et
al. 2000).Le SIRPy a une queue intra cytoplasmique trés courte de 4 acides aminés (aa) qui
n’ont pas la capacité de transduire des signaux car il leur manque une chaine latérale d'acide
aminé chargée dans la région transmembranaire et ne s’associent donc pas a DAP12 . Le
DAPI12 représente une protéine adaptatrice dimérique qui contient un motif d'activation a base
de tyrosine des immuno-récepteurs (ITAM) et peut s'associer a SIRPB1(SIRPalpha) a I’aide

d’une chaine latérale basique dans sa région transmembranaire qui active la transmission des

signaux et assure la médiation de la signalisation cellulaire(Barclay et Brown 2006).

(hr 20

m oo fo oM o il fn M
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Figure 1.1 : La localisation de géene SIRPyamma (GeneCards).
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Figure 1.2 :Structure de la protéine SIRPy (PDB)(https://doi.org/10.2210/pdb2JJW/pdb)
1.3. Comparaison entre SIRPy et SIRP a:

Les chercheurs ont montré que il y’a une similarité structurelle entre SIRPy et SIRPa dans les
domaines individuels (d1-d3), la différence est au niveau de la longueur relative des brins C’
et D dans les domaines d3 qui sont courts dans le SIRPy et long dans le SIRPa .Cette
différence ne change pas la topologie global des domaines d3. Il existe une différence
significative dans 'orientation relative des trois domaines entre les deux structures de SIRP.
Par conséquent lors de la superposition de d1 de SIRPy sur le d1 de SIRPa les domaines d2-
d3 des deux protéines subissent une rotation de 66° l'un par rapport a l'autre .Grace a la
cristallisation les chercheur suggérent qu'il existe une certaine flexibilité¢ dans la région inter-

domaines d1-d2(Nettleship et al. 2013).
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Figure 1.3: Comparaison de la structure de SIRPa et SIRPy. (A) Superposition de SIRPa
(coloré en gris) SIRPy (coloré en magenta) et (B) Dessin animé de la structure secondaire des

domaines d3 de SIRPa et SIRPy(Nettleship et al. 2013).

1.4 Expression de SIRPy :

L’expression de SIRPy se differe selon les populations des cellules T. Il est fortement
exprimépar les Treg et les lymphocytes T naifs (CD3+CD45RA+CD28+) et a mémoire
centrale (CM, CD3+CD45RA—-CD28+) et il est faiblement exprimé par les lymphocytes T
mémoire (EM, CD3+CD45RA—CD28) (Dehmani et al. 2021).

1.5 Interaction SIRPy/CD47 :

CDA47 est une protéinequi posséde cinq régions transmembranaires et une seule IgSF dans le
domaine extracellulaire.ll se lie de manicre latérale a diverses intégrines, ce qui assure la
régulation de l'adhésion et de la migration cellulaire(Kaur, Isenberg, et Roberts
2021).SIRPy se lie au CD47 mais avec une moindre affinité que SIRPa(Barclay et Brown
2006).Des ¢études montre que I’interaction entre le CD47 exprime par APC et SIRPy exprime

par les lymphocytes T augmente 1’adhésion cellule-cellule.

Le SIRPy n'a pas de domaine cytoplasmique avec un motif ou un résidu transmembranaire
permettant 1'association avec DAP12 responsable de signaux d’activation.L'interaction SIRPy-
CD47 induit une adhésion cellule-cellule et prend en charge le contact cellule T-APC,
améliorant la présentation antigénique, la prolifération des lymphocytes T et la sécrétion des

cytokines. Il faut noter = que l'engagement du CD47 avec certains anticorps entraine
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¢galement une augmentation d’activation des lymphocytes T(Reinhold et al. 1997; Ticchioni
et al. 1997) et que la fonction de costimulation de CD47 dépend de sa capacité a induire la
propagation cellulaire(Okazawa et al. 2005).Ainsi, SIRPy peut faciliter I'activation des
lymphocytes T. Il est également possible que l'interaction SIRPy-CD47 favorise d'autres
fonctions des cellules T et des cellules NK dépendantes de I'adhésion cellule-cellule, telle que
l'attachement aux cellules endothéliales et transmigration dans les ganglions lymphatiques ou
les tissus des organes lymphoides périphériques(Fukunaga et al. 2004; Liu et al. 2002).
D’autre part,des études récentes signale que le blocage du contact SIRPy-CD47inhibe la
sécrétion d’IFN-y dans des tests de coculture des lymphocytes T avec des cellules tumorales.I1
a été aussi rapporté que cette interaction est trés importante dans la migration tissulaire et Le
blocage de l'interaction SIRPy-CDA47 altére la sécrétion d'TFN-ydans les cellules T activées de

maniere chronique(Dehmani et al. 2021) .
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Figure 1.4 : Interactions of members of the signal-regulatory protein family(Barclay et

Brown 2006).
1.6 SIRPy dans la réponse immunitaire:

1.6.1 Réle de SIRPy dans réponse innée:

L'interaction du CD47 avec SIRPy médie 1'adhésion cellule-cellule et soutient le contact des
cellules APC-T, améliorant la présentation de I'Ag, la prolifération des cellules T qui en

résulte et la sécrétion de cytokines(Piccio et al. 2005). Des études récentes montrent que le
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SIRPy est exprimé par les macrophages et les granulocytes dans les conditions physiologiques
normales et que 1’expression endogéne de SIRPy sur les polynuléaires neutrophiles (PMNs)
¢tait lice a la trogocytose des cellules cancéreuses.L’expression ectopique de SIRPy dans la
lignée cellulaires monocytaire (THP1) et dans les macrophages augmente 1’adhésion, la
différenciation et la phagocytose des cellules cancéreuses(Van Beek et al. 2005). D’autre
part, de nouvelles expériences montrent que le SIRPy recrute la protéine adaptatrice
d’activation immunitaire DAP12 pour réguler positivement I’immunité innée.Donc
I’expression ectopique de SIRPy sur THP1 améliore ’expression de CMH 1 et améliore
I’activation des cellules T par 1’augmentation de ’activation du facteur nucléaire Jurkat des
cellules T activées (NFAT) et améliore la régulation positive des marqueurs d’activations
CD69 et CD25 et la sécrétion de IFN-ypar les cellules T primaires.Grace a ces résultats on
peut considérer le SIRPy comme un nouveau régulateur positif de la réponse innée de

I’immunothérapie a cellules T(Visser et al. 2023).
1.6.2 Effet de SIRPy sur les lymphocytes T :

Les cellules T sont des cellules de I’'immunité adaptative qui subissent une maturation dans le
thymus pour protéger l'organisme et éliminer efficacement les agents pathogenes en
reconnaissant le complexe CMH-Antigene via leur TCR.Des études montrent que l'expression
de SIRPy varie en fonction de la différenciation et de la stimulation des lymphocytes T. Des
chercheurs ont évalué I’expression de SIRPy sur les cellules T lors de la stimulation
polyclonale et ont trouvé que il y’a une corrélation positive entre le SIRPy et la prolifération
des lymphocytes T. Les cellules T proliférent rapidement et significativement grace a la

régulation positive de SIRPy(Dehmani et al. 2021).
1.6.3 La polarisation de SIRPy a la synapse immunitaire:

L’interaction entre SIRPy-CD47 améliore la costimulation des cellules T médiée par le super-
antigéne (Staphylococcus enterotoxin). Les chercheur ont suggéré que le SIRPy pourrait étre
localisé au niveau de la synapse immuniutaire(TCR-CMH).Il ont été aussi observé le blocage
des interactions SIRPy-CD47 par un anticorp monoclonal (KWAR23) n’affecte la polarisation
SIRPy au niveau du synapse immunologique, ce qui montre que la réorganisation spatiale du

SIRPy dans ce synapse ne dépend pas de son interaction avec CD47 (Dehmani et al. 2021).
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1.7 SIRPG et risque de diabéte de type 1 :

Le SIRPG, qui code pour le SIRPy, contient une variante codante non synonyme c’est le
rs6043409. Cette variation est associée de manicre significative au risque de diabéte de typel.
Sachant que SIRPG possede plusieurs isoformes de transcription grace a un ¢épissage
alternatif,toutes codant pour des protéines fonctionnelles, des éxpériences montrent que le
rs6043409 entraine des changements significatifs dans la distribution des isoformes de
transcription de SIRPG. C’est une substitution G-to-A qui entraine le remplacement de
l'alanine par la valine en position 263 dans I'exon 4 de SIRPG. Les résultats suggerent que
SIRPG pourrait étre un gene causal du risque de diabeéte de type 1 et le risque génétique
d'auto-immunité (Smith et al. 2022).Le SIRPy contient un autre SNP qui est associé aussi au
risque de diabete de type 1 c’est le rs2281808 .Le rs2281808 est un SNP intronique présent
entre les exons 5 et 6 du géne SIRPG et provoque une variante C/T.Des études montre que
ces deux SNPs sont associ¢ a d’autre maladies auto-immunes comme la polyarthrite

rhumatoide et le lupus érythémateux disséminé (Sinha et al. 2018; Sharp et al. 2021).
1.8 L’implication de SIRPy dans le cancer :

1.8.1 L’immunité anticancéreuse :

Le développement de I'immunité contre le cancer dépend de I’interaction entre les systémes
immunitaires inné et adaptatif. La phagocytose des cellules cibles par les phagocytes, tels que
les macrophages et les cellules dendritiques, représente un mécanisme nécessaire au systéme
immunitaire pour promouvoir I'immunité antiucancereuse (Chen et al. 2021).Le mécanisme
de la phagocytose est contrdlé par la famille des protéines régulatrices du signal (SIRP). La
famille SIRP est une famille de récepteurs appariés qui posséde une fonction immuno

régulatrice importante dans I'immunité innée (Van Beek et al. 2005b).

1.8.2 Effet de SIRPy sur le cancer de poumon :

Cancer stem- like cells (CSLCs) ont la capacit¢ d’échapper a des points de controle
immunitaires . Les chercheurs ont montré que le SIRPy possédent un rdle dans
L’adénocarcinome pulmonaire (LUAD) .Cette protéine régulatrice transmit le signal
d’échappement immunitaires .11 ponte les MST1 et PP2A pour faciliter la déphosphorylation

de MST1 qui due a une activation de voie de signalisation HIPPO /YAP et conduisant a la

11
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libération des cytokines par les cellules cancéreuses de poumons qui favorise I’inhibition de la
phagocytose des cellules tumorales. Le ciblage SIRPy avec un anticorps neutralisant Sirpy a
inhibé les phénotypes de CSLC et a provoqué une phagocytose qui a supprimé la croissance
tumorale donc la surexpression de SIRPy due a un mauvais résultat de survie. Par
conséquence le ciblage SIRPy représente une stratégie de ciblage immunitaire pour le
traitement du cancer du poumon (Xu et al. 2022) .SIRPy favorise la libération des cytokines
pour maintenir l'expression de CD47 par la signalisation YAP. Le CD47 a ¢été considéré
comme un inhibiteur clé de point de controle pour le systéme immunitaire inné. Les cellules
cancéreuses peuvent échapper a la phagocytose médiée par les macrophages grace a
I’interaction de CD47 avec SIRPa a la surface des macrophages pour déclencher le signal «Ne
me mange pas» (Matlung et al. 2017).Les chercheurs montrent que les SIRPy enrichi dans
les CSLC est un médiateur clé pour maintenir l'expression du CD47 a les cellules
cancéreuses en induisant l'expression et la sécrétion d'IL-1f et de GM-CSF a partir de CSLC
de maniere dépendante du YAP, Surtout, l'ajout d'IL-1f et de GM-CSF aux cellules
cancéreuses déficientes en SIRPy a sauvé I'expression de CD47, et sert a l'inhibition de la
phagocytose par les macrophages et la promotion de la tumorigenése.La libération de
cytokines IL-1p et GM-CSF dépendante de YAP induite par SIRPy sert de mécanisme clé

pour maintenir 'expression de CD47, conduisant a l'inhibition de la phagocytose et a la

\_
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{Don't eat me!
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Figure 1.4 : L’inhibition de la croissance tumorale in vivo par I’anticorps neutralisant

SIRPy(Xu et al. 2022).La présence de CD47 dans les cellules cancéreuses est maintenue par les
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cellules tumorales SIRPy" afin d'éviter la phagocytose dépendante de la paracrine, ce qui favorise la

libération de cytokines dépendantes de YAP.

1.9 Immunothérapie:

1.9.1 La thérapie anticancéreuse: Le SIRP-g est un récepteur
immunostimulant exprimé sur les cellules T et son inhibition par un anticorps anti-SIRP-g
régule négativement la sécrétion d’IFN gamma(Dehmani et al. 2021). Le SIRPy représente
un nouveau régulateur positif de DI'immunité anticancéreuse innée(Visser et al.
2023).L’augmentation de 1’activite effectrice ou la diminution d’activité suppressive des
cellules T est une des methodes utilisées pour traiter les tumeurs.Pour traiter le cancer les
chercheur utilisent un agent qui se lie a la SIRPy qui joue le role d’un inhibiteur(Choi et al.

2021).

1.9.2 Cible thérapeutique par un nanocage antagoniste Ferritine-SIRPy
(FSy)

Les macrophages et les cellules dendritiques jouent un role crucial dans I’immunité innée et
adaptative.La thérapie basée sur le blocage de point de controle par les antagonistes
représente une approche important pour I’induction de I’'immunité spécifique a la
tumeur.L’interaction entre le CD47 et le SIRPa sur les cellules phagocytaires inhibe la
phagocytose des APCs agissent comme un signal « ne mange pas ». Donc le blocage de CD47
par un antagoniste augmente la phagocytose des cellulles tumorales provoquant une activation
des cellules TCDS8 spécifique a la tumeur. Le SIRPy est similaire a Sirpa donc pourrait étre
utilis¢é comme un antagoniste pour le blocage de CD 47 pour I’'immunothérapie contre le
cancer.Le blocage de point de controle est influencé par la force de liaison de 1’antagoniste
pour le ciblage de récepteur(He et Xu 2020; Wei, Duffy, et Allison 2018). Les chercheurs
ont pu produire un nanocage antagoniste par la ferritine avec Sirpy a sa surface, nommé
Ferritine-SIRPy (FSy) pour le blocage de la signalisation anti phagocytaire par la liaison au
CDA47 et le lier avec un stimuli pro phagocytaires a 1’aide d’un réactif de reprogrammation
métabolique pour les APC (CPG- oligodésoxynucléotides). La liaison avec CPG a renforcé la
capacité prophagocytaire dans l’environnement antitumorigéne. Ce traitement combiné
augmente la phagocytose des cellules cancéreuses par les APCs qui va déclencher I’immunité

anticancéreuse et donc inhibe efficacement la croissance tumorale. L’utilisation d’un
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antagoniste avec des stimulis de modulation métabolique des cellules immunitaires représente

aussi une stratégie curative contre le cancer(Choi et al. 2021).

Inactive
APCs

CpG
Activated
APCs
APCS // li./’, \\1—’6‘ Cancer
Fa—g Cells
\\__//
FSvy
',J SIRPa
':Llfj SIRPY Blockade of
¥ cpbaz “Don’t eat me’ signal

Figure 1.5 : FSyV and CpG potentiate antitumor immunity through efficient
cancer cells engulfment by phagocytes(Choi et al. 2021).

2/ Single Nucléotide Polymorphisme:
2.1 Généralité:

Un polymorphisme nucléotidique unique (SNP) est la forme la plus courante de variation
génétique dans le génome humain. Un SNP est une mutation touchant une seule base dans
I’ADN(Dabhi et Mistry 2014; K. Wu et al. 2023).11s représentent environ 90 pour cent du
génome humain(Brookes 1999).

Il est crucial d’exploiter des méthodes d’évaluation efficaces pour détecter les SNP dans des
génomes complexes. De nouveaux tests sont présentés pour distinguer les agents pathogénes
(malignes),des SNP non pathogénes (bénins) qu'ils se produisent dans les régions codantes
(exon) ou non codantes (intron) dans le génome humain(Azizzadeh-Roodpish, Garzon, et
Mainali 2021). Les connaissances sur les SNP devraient aider a identifier les génes de
sensibilité aux maladies complexes, aux médicaments et aux génes d'histocompatibilité pour

la transfusion ou la transplantation(Wakui 2013).
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Les SNPs peuvent affecté 'activité du promoteur (expression des génes), 'ARN messager
(ARNm) la stabilité et la localisation subcellulaire des ARNm (Shastry 2009).1ls peuvent
caus¢ un changement au niveau d’acide aminée de la protéine qui peut affecter leur fonction

biologique(Al-Haggar et al. 2012).

Figure 1.6 :Single nucléotide polymorphisme(Haig et al. 2011).

2.2La découverte des SNPs :

Les SNP ont ét¢ découverts en 1980 grace a des tests d'endo-nucléases de restriction qui ont
été utilisés pour détecter la présence ou l'absence de sites de clivage de I'ADN(Gray 2000).
La découverte des SNP est basée sur le séquencage direct de I'ADN ou sur Ia
chromatographie liquide a haute performance (DHPLC). La demande en génotypage des
SNPs est tres €lévée et aucune méthode n'est capable de répondre aux besoins de toutes les
¢tudes des SNP(Kwok et Chen 2003). Les méthodes de génotypage des SNP les plus
fréquentes, notamment I'analyse hétéroduplex, 1'hybridation d'oligonucléotides spécifiques a
un allele, le clivage enzymatique, la ligature d'oligo-nucléotides et l'analyse du
polymorphisme de conformation simple brin, ont été utilisées pour la détection des mutations

ponctuelles(Li et al. 2013; Tang et al. 2018).

2.3L%intérét d’étude des SNP :

Les SNP sont utilis¢ dans plusieurs domaines de recherche, dans la bio-
informatiques,l’analyse génétique des pathologies,’analyse des génomes,la génétique des

populations, la médecine légale et le cancer(Brookes 1999) .
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Les SNP sont considéré comme des marqueurs génétiques possedent des caractéristiques
importantes dans le diagnostic clinique et le traitement des maladies. Plusieurs anomalies
destructrices, telles que la malignité, les maladies cardiovasculaires, les maladies
métaboliques héréditaires et les maladies auto-immunes, sont li€é aux variantes mono-
nucléotidiques(K. Wu et al. 2023). Par conséquent, I’identification des SNP est trés utile pour
un diagnostic clinique précoce et des traitements efficaces(Wang et al. 2020; Van Den
Broeck et al. 2014).

L'analyse des polymorphismes mononucléotidiques (SNP) est une technologie de génotypage
avec des applications larges et significatives.Les SNP sont utiles pour identifier les génes, les
séquences et les nucléotides (substitutions) influencant directement les variations
phénotypiques, montrant ainsi la possibilit¢ d'une sélection assistée par marqueurs pour les

caracteres/traits souhaitables(Wenne 2018).

2.4 Type des SNP :

Les SNPs sont classés selon le site et la nature de changement d’acide aminés(Shastry 2009).

2. 4.1 SNP non codants :se sont des SNP qui ne se trouve pas dans les régions codantes
pour les protéines.

2. 4.2 SNP codants :se sont des SNP localisés dans les régions qui codent pour des
protéines .Il y’a environ 24000 a 60000 SNP codant présent dans le génome humain .Ils sont
divisée en :

2.4.2.1 SNP synonyme : ne modifient pas la séquence d’acide aminés de la protéine
résultante grace a la dégénérescence du code génétique.
2.4.2.2 SNP non synonymes:ont généralement des effets fonctionnels et biochimiques
sur la protéine car ils changent la composition des protéines (Bromberg et Rost 2007).11s se
divisent en :
2.4.2.2.1 Faux-sens : c’est une altération (changement pyrimidine/pyrimidine ou
purine/purine) ou une transformation (changement purine/pyrimidine ou I’inverse) qui est due
a une modification de I'acide aminé de la protéine(Al-Haggar et al. 2012).
2.4.2.2.2 Non-sens : un changement dans une séquence d'ADN donnant un codon
stop prématuré ou un codon non-sens dans 'ARNm transcrit et donne un produit protéique

dénaturé, incomplet et généralement non fonctionnel (Cordovado et al. 2012).
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2.5.Etudes d'association a I'échelle du génome(GWAS) :

GWAS signifie « ¢étude d’association a 1’échelle du génome ». C’estune méthode utulisée
pour trouver des variantes génétiques qui augmentent le risque de maladie(Flint 2013).
L'approche GWAS a été congue pour la détection d'associations entre les marqueurs ADN et
les maladies,ces études ont généré des nouvelles recherches scientifiques et
découvertes(Visscher et al. 2012).Les ¢tudes GWAS sont baséssur l'utilisation d'un grand
nombre de SNPs ou d'autres marqueurs génotypés dans des régions de liaison connues et qui
sont ¢étudié chez des individus non apparentés. Ils ont plusieurs avantages. Il posseéde une
meilleure résolution génétique.ll identifie mieux le géne causal par rapport a GWLS.Elles
pourrait étre appliqué a des populations générales présentant des répartitions par age

différentes(Dehghan 2018).

3 /Analyse in silico des SNP :

La bioinformatique est un domaine de la biologie qui repose sur l'utilisation des méthodes
informatiques pour étudier les systémes biologiques, ce qui pourrait fournir des prédictions
précises et offre la possibilité de réaliser davantage d’études expérimentales et d’essais
cliniques (Aamer Mehmood 2014). L'émergence des approches in silico a révolutionné les
études des sciences de la vie et a permi de réduire une grande partie de pression liée aux colits
des travaux de laboratoire et des sacrifices d'animaux dans les centres médicaux et les centres
de recherche(Behbahani et al. 2020; Mohabatkar, Ebrahimi, et Moradi 2021).

Le terme « in silico » est un mot moderne généralement utilis¢é pour désigner une
expérimentation réalisée par ordinateur et est li¢ aux termes biologiques les plus connus in
vivo et in vitro. Les méthodes in silico comprennent des bases de données, des relations
quantitatives structure-activité,des modeles d'homologie et d'autres approches de modélisation
moléculaire, tels que l'apprentissage automatique, l'exploration de données, des outils
d'analyse de réseau et des outils d'analyse de données utilisant un ordinateur. Les méthodes in
silico sont principalement utilisées parallélement a la génération de données in vitro a la fois
pour créer le modéle et pour le tester(Ekins, Mestres, et Testa 2007).

Ces approches in silico peuvent aider a comprendre comment les SNPs affectent la stabilité, la
structure et la fonction des protéines, ce qui peut €tre utile pour la découverte de médicaments

et la compréhension des maladies génétiques(Bhat et al. 2022).
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Matériel et méthode :

Analyse in silico des SNP de SIRPy

Explorationdedonnées

dbSNP de NCBI

nsSNPss du géne SIRPG (CD172g)
(ID : 55423)

UNIPROTKB

La séquence protéique de SIRPy
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Figure2.1 : Study design.
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2.1. Recherche des nsSNPss et la séquence protéique :La base de données du

National Center For Biotechnologie Information (NCBI), dbSNP

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) a été choisi pour récupérer les SNPs du géne CD172g(Figure

2.2) et la base de données UniProt (https://www.uniprot.org/) (Figure 2.3) pour télécharger la
séquence protéique de CD172g en format FASTA (numéro d’accession Uniprot :
NP_061026).

Pour mon étude j’ai sélectionné les nsSNPs pour faire des analyses plus approfondie en raison
de la modification des acides aminés. Les séquences protéiques et les nsSNPs vont étre

utilisées dans les analyses fonctionnelle et les autre analyses.
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Figure 2.2 : Recherche des nsSNPs sur la base de donnée DbSNP.
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Variation Data
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Figure 2.3:Recherche des nsSNPssur la base de donnée DbSNP.
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Figure 2.4 : Recherche sur la Base de donnée UniProt.
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UniPro.t..z BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL  UniProtki + [(@RRRPN) Advanced | List [0 g

Status

U n i P rotKB 1 resu It or search "CD172g" as a Protein Name

% Reviewed (Swiss-Prot)

(1)

. Download View: Cards @ Table O *¢ Share ~

Popular organisms
Human (1) O %QIP1WS - SIRPG_HUMAN

Signal-regulatory protein gamma - Gene: SIRPG (SIRPB2) - Homo sapiens (Human) - 387 amino acids - Evidence at protein level -
Taxonomy Annotation score: @
Filter by taxonomy #Cell adhesion
Group by 3 domains - 2 reviewed variants - 4 isoforms - 3 interactions - 2 3D structures - 7 reviewed publications
Taxanomy
Keywords
Gene Ontology

Enzyme Class

Proteins with
3D structure (1)

Alnrmntin mendistn

Figure 2.5 : CD172g dans la base de donnée Uniprot.

2.2 Prédiction des nsSNPs délétéres :

Pour la prédiction de D’impact fonctionnel des nsSNPs j’ai utilis¢ quatre outils
complémentaires :Sorting  Intolerant ~ From  Tolerant (SIFT:https://sift.bii.a-
star.edu.sg/www/SIFT seq submit2.html),Polymorphism Phenotyping v2(PolyPhen-
2:http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)Protein  variation effect analyzer (PROVEAN

:http://provean.jcvi.org/),et Protein analysis through evolutionary relationshipcodingSNP

(PANTHER cSNP : https://pantherdb.org/).

SIFT :C’est un outil d’analyse basée sur un algorithme qui détermine si les substitutions des
acides aminés sont délétéres ou tolérées pour la fonction des protéines. Le programme SIFT
prend en compte la conservation des protéines avec des séquences homologues et la gravité
du modification d'acide aminé. Il est utilis¢ dans plusieurs études sur les maladies génétiques
(Vaser et al. 2016).

Pour effectuer I’analyse a laide de SIFT,j’ai introduit la séquence protéique en format
FASTA, ensuite j’ai mentionné la substitution et la position de chaque variation d’acides

aminées et j’ai cliqué sur envoyer pour obtenir les résultats de (Figure2.5) (Figure 2.6).
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%;Fr; Sorting Intolerant From Tolerant

Home Help Code Contactus Rl

SIFT Sequence

SIFT Sequence provides SIFT predictions for a given protein FASTA sequence. This will take 10-15 min because we must search
your protein sequence aganst a database to pick the related sequences. You can also submit vour protein sequence and related
sequences or aligned sequences if you already have them.

Results are deleted afier 24 hours, so please save them!
Preventing connection failures

Protein sequence

Narme of file containing protein query sequence (fasta format)

Choisir un fichier | Aucun fichier choisi
- OI‘-

Paste i your protein query sequence (Upload example) (fasta format).
>5p|Q9P1KE | SIRPG_HUMAN Signal-regulatory protein gamma OS=Home sapiens
0X=3606 GN=SIRPG PE=L SV=3
MPVPASHPHPPGPFLLLTLLLGLTEVAGEEELQMIQPEKLLLVTVGKTATLHCTVTSLLP
VGPVLWFRGYGPGRELTYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNHDF SIRISSITPADVGTYYCY
KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPS APVLGPAARTTPEHTVSFTCESHGFSPRDITL

KUFKNANFI SNFATNVNPTANSVAVETRETARVVYI NPLINVRSAVT M FUVAHVTI NGNRI RA

Figure 2.6 : analyse de la séquence protéique par SIFT
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Threshold for intolerance is 8.85

Amino acid color code: nonpolar, uncharged polar, basic, acidic.

Predictions for positions 1 through 100

Capital letters indicate amino acids appearing in the alignment, lower case letters result from prediction
'Seq Rep' 1is the fraction of sequences that
contain one of the basic amino acids. A low fraction indicates the position is either severely gapped or unalignable and has little information. Expect poor prediction at these positior

Predict Not Tolerated PositionSeq Rep

yuvtsrgpnlkihgfedca
yuvtsrgnmlkihgfedca
yutsropnmlkihgfedca
yuvtsrgnmlkihgfedca
yuvtsrgpnmlkihgfedc
yuvtropnmlkihgfedca
yvtsrgpnmlkihgfedca
yuvtsrgnmlkihgfedca
yuvtsrgpnmlkigfedca
W
yuvtsrgnmlkihgfedca
umfiy
whyfmcinrgdlke
dngcehkrpgstua
yuvtsrgpnmkihgfedca
duhnergkgpsy
dhgnuwecsrkypgt
uhfymerg

whedyg
yuvtsrgpnmkihgfedca
dhncgerskpgta

umhif

wd

wfhimenmanldln

Figure 2.7 : Résultats d’analyse par SIFT.
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PolyPhen-2 :C’est un outil automatisé utilisé pour déterminé I’effet d’une substitution

d’acide aminé sur la structure et la fonction d’une protéine humaine.Les prédictions

automatisées sont nécessaires pour interpréter 1’ensembles des données sur des variantes

génétiques.Pour effectuer une analyse a 1’aide de PolyPhen-2 j’ai introduit la séquence

protéique en format FASTA en précisantla position de chaque variation, 1’acide aminé de base

et I’acide aminé de substitution. J’aiensuite cliqué sur « Submit query » pour obtenir le

résultat(Figure2.7).Le résultat de la prédiction peut étre probablement dommageable

(probably damaging), dommageable (damaging) ou bénin (benin). Le « score » représente la

probabilité que la substitution soit dommageable. L'effet dommageable obtenu est indiqué par

un marqueur noir vertical a I'intérieur d'une barre de dégradé de couleur, ou le vert est bénin et

le rouge est dommageable (Dracopoli et Boyle 1994) (Figure 2.8).
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POIyPhen'z prediction of functional effects of human nsSNPs
e e T e e
| | [ I [ .

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) is a tool which predicts pessible impact of an amino acid substitution on the structure and function of @ human protein using straightforward physical and
comparative considerations. Please, use the form below to submit your query.

21-Jun-2021: Server has been migrated 1o new hardware. Note, all queries were terminated and user sessions data discarded in the process, hence you will need to resubmit your query if affected. We aplogize
for the inconvenience caused.

Query Data
Protein or SNP identifier
TANLSEATRYPTLEVTOQPMRVGHOVINTCOVRKFYPOSLOLTHSENGH +
Protein sequence VCQRETASTL
— G G ;EgégggzwwwuIannDDWLTCQWHDGQLWSKRLALEVWH .
GPASSLTALLLTAVLLGPTYVPHKQKT 4
Position 2
AA1ARNDCEQGHILKMFE|STWYV
AAZARNDCEQGHILKMFP@TWYV

Query description

Substitution

Submit Query| | Clear || Check Status

Display advanced query options

Figure 2.8 : Analyse par PolyPhen -2

POIyPhen-Z prediction of functional effects of human n

PolyPhen-2 report for QIP1W8 P25

Query
Protein Acc  Position AA; AA; Description
QOP1WE 9 p Canonical; RecName: Full=Signal-regulatory protein gamma; Shori=SIRP-gamma; AltName: Full=CD172 antigen-like family member B; AltName: Full=Signal-regulatory
protein beta-2; Short=SIRP-b2; Shori=SIRP-beta-2; AltName: CD_antigen=CD172q; Flags: Precursor; Length: 387
Results
Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r406
HumDiv
This mutation is predicted tobe POSSIBLY DAMAGING with a score of 0.934 (sensitivity: 0.80; specificity: 0.94)
0,08 8,20 8.4 0.60 0,30 1.00
HumVar
Details

Multiple sequence alignment
3D Visualization

UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)

PDB/DSSP Shapshot 25-May-2021 (178229 Structures)

Figure 2.9 : Résultat d’analyse par PolyPhen-2
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PROVEAN : C’est un outil bioinformatique trés utilis¢é pour analyser les variantes d’une
protéine.

Sur la base de données PROVEAN le programme montre une catégorie fonctionnelle prédite,
délétére ou neutre basée sur un score. Si ce score est inferieur a -2.5 la variante de la protéine
est classée comme délétere(Sandell et Sharp 2022).

Pour ce logiciel j’ai introduit la séquence protéique en format FASTA dans la case « Stepl »
et la variation dans la case « Step2 ». J’ai, ensuite,choisi « Homo sapiens » pour toutes les

variations et j’ai cliqué sur « Envoyer » pour obtenir les scores de chaque variation (Figures
2.10 et 2.11).

-+ PROVEAN Tools PROVEAN PROTEIN
PROVEAN Protein
FPROVEAN Protein Batch This toel provides PROVEAN prediction for a protein sequence from any organisms.

:1:1:: = Input: A protein sequence from any organism and amino acid variants of interest. See example.

- Output: PROVEAN scores and predictions. See example.
PROVEAN Genome Variants

Human

Mouse Step 1. Enter a protein sequence
.
Abont Paste in your protein guery sequence: [FASTA format] Example
> FAQ FTCESHGFSPRDITL =] (uplead example 1
KWFKNGNELSDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVYLDPWDVRSQ upload example 2)
> News ICEVAHVTLQGDPLRG . .
. ANLSEATRVPPTLEVTQQPMRVGHNQVNYTCQWVRKFYPQSLQLT =p53 isoform a Homo sapiens
ownload WS ENGNVCQRETASTL MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENMN. ..
“+ Help ENKDGTYMNWTSWFLVNISDQRDDVVILTCQVKHDGQLAVSKRL o
LEVTVHQKDQSSDATP -
- Contact Us GPASSLTALLLIAVLLGPIYVPWKQKT ]

-+ Related Links

©Or upload a file containing protein gquery sequence:
‘Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Step 2. Enter amino acid wvariations

Enter the variants of interest: [format] Example
o2 P72R
G105C
K370del
| Hi7s_H17sinsPHE

L22_w23delinsQs

Figure 2.10: Analyse par PROVEAN.

JCVI e

ICVI Home PROVEAN Home

~+ PROVEAN Tools

PROVEAN Protein PROVEAN Result (Download)

PROVEAN Protein Batch

Human PROVEAN Prediction - Job ID: 2290434847614355

Mouse .
- Query sequence (fasta)
PROVEAN Genome Variants - Supporting sequence sat used for pradiction
Human Number of sequences: 171 [fasta, E-values)
Number of clusters: 20
Mouse - Score thresholds for prediction
{1) Default threshold is -2.5, that is:
+ About -Variants with a scare equal to or below -2.5 are cansidared "deleterious,”
-Variants with a scare above -2.5 are considered "neautral.”
> FaQ {2) How to use a more stringent threshold.
= =
News m PROVEAN score Prediction (cutoff= -2.5)
~+ Download
pP2s -1.023 Neutral

+ Help
- Submitted at 8:02:24 EDT, Thursday, Apr 25, 2024
+ Contact Us - Started at 8:02:25 EDT, Thursday. Apr 25, 2024
- Finished at 8:02:26 EDT, Thursday, Apr 25, 2024
+ Related Links
* The results are kept for 48 hours.

Figure 2.11 : Résultat d’analyse PROVEAN.
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PANTHER :C’est une base de données compléte d'informations évolutives et fonctionnelles

sur les geénes codant pour les protéines(Mi et al. 2016).

Pour cette analyse, j’ai également introduit la séquence protéique en format FASTA dans la
premicre case et les substitutions dans la deuxiéme case. J’ai sectionné homo sapiens et

ensuite, cliqué sur « submit » pour obtenir le résultat (Figures 2.12 et 2.13).

PANTH E R The mission of the PANTHER knowledgebase is to support bicmedical and other research by providing
il comprehensive information about the evolution of protein-coding gene families, particularly
Classification Systerm protein phylogeny, function and genetic variation impacting that function. Learn more

PANTHER18.0 Released. Click for more details.

search keyword
o ey Er P e ey ey e

Current Release: PANTHER 12.0 | 15.693 family phylogenetic trees | 143 species | News
wi

ole g, views

== o T e =

EVOLUTIONARY ANALY SIS OF CODING SNPS &

Estimates the likelihood of 2 particular nonsynonymous (amina-acid changing) cading SNP to cause 2 functional impact on the protein. It calculates
the length of time (in millions of years) a given amino acid has been preserved in the lineage leading to the protein of interest. The longe
preservation time, the greater the likalinoad of functional mpact. The methed ie called PANTHER-PSEP (position-specifit svolufionary presewatlnn)
and is described in a recent publication. Please cite this publication if you used either the downloadable tool or this web sei

Enter 3 protein sequence; @

KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPVVLGRAARTTREHTVSFTC -
ESHGFSPRDITL

KWFKNGMELSDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVVLDPWDVRSQVICEY

AHVTLOGDPLRG Flesse note that, for technical reasons, the cSNF scoring tool uses data from
TANLSEAIRVPPTLEVTQOPMRVGNOVNVTCQVRKFYPQSLALTWSEN FPAMTHER wersion 5.0 rather than the latest versi
CGNVCORETASTL

TEMKDGTY NWTSWFLWHNISDORDDWVLTCOVKHDGQLAVSKRLALEWVT
VHOKDQSSDATP

GPASSLTALLLIAVLLGPIV VPWKQKT

Enter substitution(s), e.g. La&P &
P2s

Figure 2.12 :Analyse par PANTHER

PANTH E R The mission of the PANTHER knowledgebase is to support biomedical and
i comprehensive infor about the T o ge
Classification System s in phyiogeny. funchon and genetic vanation impacting that function. Lear

other research by providing
particularny

PANTHER12.0 Released. Click for more details

search keyword Al ~ | IEE)

Cusrent Release: PANTHER 180 | 15.693 tamily phylogenstic rees | 143 spe

| Mewrs
Whole genome function views

canen Search AT
EVOLUTIONARY ANALY SIS OF CODING SNPS (D
To view information for this subfamdy/family, you can search for this family vis browser BANTHES MMM Clasef on file or ftp ool her
| Export resuie |
HMM: SIGNAL-REGULATORY PROTEIN BETA (PTHR19971
P2s 176 probably berugn 0.27

PSEP (position-specific evolutionary preservation) measures the length of time (in millions

of years) a position in current protein has been preserved by tracing back to its

reconstructed direct ancestors. The longer a position has been preserved, the more likely

that it will have a deleterious affect. We convert this 1o a probability of delelenous effect

Figure 2.13 : Résultat d’analyse par PANTHER.
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2.3 Identification desnsSNPs appartenant aux domaines conservés :

La base de données InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) est une ressource disponible
gratuitement qui peut étre utilisée pour classer des séquences en familles de protéines et
prédire la présence de domaines et de sites importants. Au cceur de la base de données
InterPro se trouvent des mode¢les prédictifs nommés signatures et provenants d'une gamme de
différentes bases de données de familles de protéines qui ont différents objectifs biologiques
et qui utilisent différentes approches méthodologiques pour classer les familles et les
domaines des protéines(Mitchell et al. 2015)(Figures 2.13 et 2.14)

Les domaines protéiques sont des régions spécifiques dans les protéines qui ont des fonctions
biologiques distinctes. La conservation de ces domaines est souvent liée a leur fonctionnalité
et permet de comprendre les mécanismes évolutifs et les fonctions biologiques des protéines

et des geénes(s. d.)

" InterPro Classification of protein families

» Search » Browse *» Results Release notes Download + About Contact us

Search by sequence Search by text Search by Domain Architecture

Sequence, in FASTA format

MEVERSWEEFEGPFLLLILL

TEVAGEEELQMIQPERLLLVIV(
SEVLWE ELIYNQKEGHFPRVITVSDLTKRNIMDFSIRIS

KWFKNGNELSDFQTNVDPTGH SIRSTARVVLDPWDVRS!
TANLSEAIRVEPTLEVIQQFMRVGNQVNVICQURKE YPOSLOLTWS!
TENKDGT YNWTSWFLVNISDORDDVVLICOVRHDGOLAVSKRLALEVTVHQKDOSSDATE
GPASSLTALLLIAVLLGPIYVEWKQKT

Choosefile | Example protein sequence

This website requires cookies, and the limited processing of your personal data in order to function. By using the site you 1 agree, dismiss this banner

ENGNVCQRETASTL

Valid Sequence.

are agreeing to this as outlined in our Privacy Notice and Terms of Use.

Figure 2.14 : Recherche sur labase de donnée InterPro.

28



Chapitre II :Matériels et méthodes

o InterPro  Classification of protein families

Home » Search » Browse » Results Release notes Download » Help » About Contact us

100 200 200

* Representative Domains

1gV_SIRP IgC1_SIRP domain_2
w Family
I3 ig-like_CS_Receptor - IPROS1755
SIGNAL-REGULATORY PROTEIN BETA SIGNAL-REGULATORY PROTEIN BETA - PTHR1957
¥ Domain
Ig_Cl-set Ig C1-set D] Ig_Cl-set - IPRO03597
igcl_4 - SMO0407
L s AV i
St Rl
1g_V-set [ 1g_V-set - IPRO13106
V-set - POTESE
T igv1_B - SMO0406
[ s ] [ b ] [ 1g_sub - IPRO03599
s —— i~
L lkedom ] L lkedom W Telkedom ] [31g-like_dom - IPRO07110
COEEEsse X G IG_LIKE - P550835

+ Homologous Superfamily

[ 1g-like_fold - IPRO13783
Immunoglobulins - G3DSA:2.60.40.10

[ igike donmsf <IPRO36179
Immunoglobulin = S5F48726

w Unintegrated

Figure 2.15 :Résultas de la recherche sur la base de donnée InterPro.

2.4. Analyse de P’effet des nsSNPs sur la stabilité des protéines :

PMut(https://mmb.irbbarcelona.org/PMut) : est un logiciel qui prédit si une mutation

donnée dans une séquence protéique sera pathologique (conduisant a une maladie) ou neutre

(n'ayant aucun effet sur la santé du porteur)(Ferrer-Costa, Orozco, et De La Cruz 2004).

Dans ce logiciel ,nous avons sélectionné la protéine d’intérét puis choisis son isoforme ,ce

qui généré une barre colorée induquant le score et les pourcentages de pathogénicité.

(Figures 2.16 et 2.17)
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PMut QReposiory L Analyze muiations & Batch analysis @ Custom predictor  ®§RESTAPI @ PyMut @Help  &Login
Repository
SIRPG Reset 1-4 of 4 « Previous | Next »

e.g. BRCAZ, 2vgh, ENSGO0D0D132110, Q04217, Ret syndrome

Gene Protein Name Length Mutations visualization
SIRPG QIP1WaE Signal-regulatory protein gamma 387 Fu il REE

CcD47 Qp&722 Leukocyte surface antigen CD47 323 ERLERE

GATM P50440 Glycine amidinotransferase, mitochondrial 423 T RVE BRI

FOS PO1100 Protein c-Fos 380 [ ln_‘_l ul

Copyright © 2017, Molecular Modeling and Bicinformatics Group

Figure2.16 : Recherche sur Pmut.

PMut  QRepository 4 Analyze mutations ~ # Baich analysis & Custom predictor @5 RESTAPI /A PyMut @Help  &Login

Signal-regulatory protein gamma (Q9P1 WS)

UniProt3: QOF1WE 2, OMIM gene.: 605455 2, KEGE: hsx:55423(, Ensembt ENSG00000028012 [, ENSGDOD00DER012.14 2, InterPro; PROOTIDE, PDS: ZUW, 42X, Plam: FFOTES4 2,
[ Interactome3D &

@. ou can zoom in using the mouse wheel over the i 1mage Meutral EEE—— — Pathological

B

Pw;llllllllllllll lII II ||I| | lIIIIIII!III | Illl IIIIII I| IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIJIIII-I II

140 160

:E:"’
E
s
g Pt

Known missense variants

Paosition Mutation Annotation Prediction Source Variant ID =
2 Pro —Leu Mizsenz= Neutrz! Ensembi
z Pro — Ser Miszenze Neutral Engemibi
4 Pro — Arg Missensz [ 0.25 (%) JLCTC Enzamil
4 Pro —Thr Missense 0.09 (36%) IIETE Ensasmibl
Ala — Ser Mizsensz EIE) Neutrs! Ensembi
] Ser —Fhe Mizsenzs [[0.13 (95%) JRCTE] Ensembi re1281367353
Trp —Ter Stop gained - Ensembl rs375442019
T Trp— Ter Stop gained = Ensembl
g Pro — His Missense CGHETD)  eutrs! Ensambl
g Pro - Ser Miszenss 0.02 (36%) EEETE] Ensembl -

Figure 2.17 : Résultas de la recherche sur Pmut.

I-Mutant2.0 (https:/folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html) : ¢’est un outil basé sur

une machine a vecteurs de support (SVM) pour la prédiction automatique des changements de
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stabilit¢ des protéines lors de mutations ponctuelles. Les prédictions d'I-Mutant2.0 sont
effectuées a partir de la structure ou la séquence protéique. Il peut étre utilisé¢ pour prédire le
changement de stabilité de la protéine lors d'une mutation et comme estimateur de régression
pour prédire les valeurs DDG associé¢es(Capriotti, Fariselli, et Casadio 2005)(Figures 2.18
et 2.19).Delta Delta G (DDG) est le changement de I'énergie libre de Gibbs,c’est un
changement dans I'énergie libre de pliage qui peut étre pré-dicté par la différence entre les
énergies libres des structures pliées de type sauvage et mutantes(Venkata Subbiah, Ramesh

Babu, et Subbiah 2020).

I-Mutant2.0

T-Mutant2.0 Help

MPYPASWPHPPGPF LLLTLLLGLTEVAGEEELQHIQPEKLLLVTVGKTAT
Details LHCTVTSLLP
Tatorial WGPV LFRGYGPGREL TYNGKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRISSIT

. PADVGTYYCV
Data Sets Protein Sequence: KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPVVLGPAARTTPEHTVSFTCES One letter residue code
HGFSPRDITL
Download I-Mutant2.0 KWFKNGNELSDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVVLDPWDVRSQVICEVAH ™
VTLQGDPLRG !
Bi ine Uit Position: Sequence residue number
iocomputing
New Residue: [p | If only one substitution is required
Temperature: [37 Temperature in Celsius degrees [0-100
- D » grees [0-100]

pH: pH value [0-14]
Prediction: @ Free Energy change value (DDG)
Sign of DDG

e-mail: ‘ |

Last Update 27/12/06

| Submit |

Figure 2.18 : Recherche sur [-Mutant2.0.

I-Mutant2.0

summmesns sammmsnn

- s
, - I-Mutant v2.0 =
T-Mutant2. 0 Home = Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations =
s s

- sesanans

Biocomputing Unit

SEQ File: fileseq.txt

Contact us .

Position WT NEW DbG  pH T
20 L P -1.83 7.0 37

Last Update 27/12/06

WT: Amincacid in Wild-Type Protein

MEW: New Aminoacid after Mutation

DDG: DG(NewProtein)-DG(WildType) in Kcal/mol
DDG<@: Decrease Stability
DDG>@: Increase Stability

T: Temperature in Celsius degrees

pH:  -log[H+]

trraeiats trrariks
-

* Capriotti E, Fariselli P and Casadio R (2005). I-Mutant2.@: predicting
* stability changes upon mutation from the protein sequence or structure.
* Nucl. Acids Res. 33: W3@6-1318.

* http://gpcr.biocomp.unibo. it/cgi/predictors/I-Hutant2.0/I-Mutant2.8. cgi
=

PR

Figure 2.19 : Résultas de la recherche sur [-Mutant2.0.
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Consurf Server ( https:/consurf.tau.ac.il/) : C’est un outil bioinformatique permettant

d'estimer avec précision le taux d'évolution de chaque position dans une famille de protéines
(Ben Chorin et al. 2020).11 est largement utilisé pour détecter les régions fonctionnelles dans
les macromolécules en analysant la dynamique évolutive des substitutions d'acides

aminés/nucléiques entre séquences homologues(Ashkenazy et al. 2016)(Figures 2.20 et 2.21)

00
Goniug THE CONSURF SERVER
& L] SERVER FOR THE IDENTIFICATION OF FUNCTIONAL REGIONS IN PROTEINS
@ Amino Acids ) Nucleotides
HOME

Is there a known structure? @

ure €

+| No, there is no known structure
Insert a sequence

>sp|Q9P1W8|SIRPG_HUMAN Signal-regulatory protein gamma |
0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=SIRPG PE=1S8V=3
MPVPASWPHPPGPFLLLTLLLGLTEVAGEEELQMIQPEKLLLVTVGKTAT
LHCTVTSLLP
VGPVLWFRGVGPGRELIYNOKEGHFPRVTTYSDLTKRNNMDFSIRISSIT

DACNICT A

Figure 2.20 :Recherche sur le serveurConSurf .
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ConSurf Results for job:SIRPG date:22/05/2024
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Figure 2.21 : Résultas obtenus par le serveur ConSurf.
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Résultats et Interprétations

3. Résultats et Interprétations:

3.1. Identification des nsSNPs déléteéres :

Selon les données obtenues de la base de données NCBI dbSNP, il y avait un total de 448
nSNP dans le géne SIRPy.Les nsSNPs ont ensuite été soumis a quatre outils distincts (SIFT,
PolyPhen, PROVEAN, PANTHER). Sur ces 448 nsSNPs,un total de 28 a été prédit comme
étant des SNP probablement déléteres dans la protéine SIRPy(Tableau 3.2).

Tableau 3.2: Résultats des nsSNPs a haut risques identifiés par quatre méthodes in silico

pour le SIRPy.

Bt L
dbSNPrs# - & g g ;f
cluster id ' E E E = 5 E _ E .E . =
« > »n s = = | 8 = - S 2 A
R EE 2
< £7 E | £8 2E|E£4 EL Z
rs1230063434 L20P Deleterious | 0.00 Probably 1.000 | Deleterious -3.027 | Probably 0.78
Damaging Damaging
rs772559713 E31G Deleterious | 0.03 Probably 0.973 | Deleterious -3.464 | probably 0.78
Damaging damaging
rs202224518 Q36R Deleterious | 0.00 Probably 1.000 | Deleterious -3.812 | probably 0.78
Damaging damaging
rs1568735963 P37L Deleterious | 0.02 Probably 0.996 | Deleterious -8.726 | probably 0.78
Damaging damaging
rs2091922026 G46V Deleterious | 0.00 Probably 1.000 | Deleterious -8.578 | probably 0.78
Damaging damaging
rs772308141 L51P Deleterious | 0.00 Probably 1.000 | Deleterious -6.690 | probably 0.78
Damaging damaging
rs148010539 W66C | Deleterious | 0.01 Probably 1.000 | Deleterious -12.532 | probably 0.78
Damaging damaging
rs2091921184 G71R Deleterious | 0.01 Probably 0.997 | Deleterious -7.175 | probably 0.78
Damaging damaging
rs201956131 R74W | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleterious -7.448 | probably 0.78
Damaging damaging
rs750582002 R74L Deleterious | 0.01 Probably 1.000 | Deleterious -6.541 | probably 0.78
Damaging damaging
rs575352199 DI0IN | Deleterious | 0.01 | Probably 0.994 | Deleterious -4.839 | probably 0.78
Damaging damaging
rs770761854 D101G | Deleterious | 0.01 Probably 1.000 | Deleterious -6.781 probably 0.78
Damaging damaging
rs746738813 S103F | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleterious -5.582 | probably 0.78
Damaging damaging
rs1203086520 104N | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleterious -6.451 | probably 0.78
Damaging damaging
rs748079541 1106S Deleterious | 0.00 Probably 1.000 | Deleterious -5.614 | probably 0.78
Damaging damaging
1106T | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleterious -4.702 | probably 0.78
Damaging damaging
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rs1201647688 G115C | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleterious -8.450 | probably 0.78
Damaging damaging

G115S | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleterious -5.639 | probably 0.78
Damaging damaging

rs1371812118 YI17H | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleterious -4.436 | probably 0.78
Damaging damaging

rs751880933 CI119R | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleterious probably 0.78
Damaging -11.310 damaging

CL19S | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleterious -9.335 | probably 0.78
Damaging damaging

rs1436050511 GI135R | Deleterious | 0.01 Probably 1.000 | Deleterious -7.704 | Probably 0.78
Damaging Damaging

rs778009753 G137D | Deleterious | 0.01 Probably 1.000 | Deleterious -6.716 | Probably 0.78
Damaging Damaging

rs1568726273 C168S | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleterious -8.845 | Probably 0.78
Damaging damaging

C168Y | Deleterious | 0.00 Probably 1.000 | Deleterious -9.706 | Probably 0.78
Damaging damaging

rs1383846293 P175L | Deleterious | 0.00 Probably 1.000 | Deleterious -8.885 | Probably 0.78
Damaging damaging

rs2091802407 W182S | Deleterious | 0.00 Probably 1.000 | Deleterious -12.398 | Probably 0.78
Damaging damaging

rs980811811 W182C | Deleterious | 0.00 Probably 1.000 | Deleterious -11.518 | Probably 0.78
Damaging damaging

SIRPYy

HEm Toléré
Il Peut étre délétere

87.27%

68.30%

Il Probablement délétere

46.88%
48.00%
52.00%

31.70%
36.16%

2
([ xd
~
N
o

Pourcentage des prédictions

Figure 3.1 :Distribution des nsSNPs dans le géne SIRPy basée sur les effets estimés prédits

par quatre outils fonctionnels.
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3.2. Identifications des nsSNPsappartenant aux domaines conservés de

SIRPy :

Le logiciel en ligne InterPro a prédit quatre domaines fonctionnels de SIRPy, qui sont le

domaine delmmunoglobulin-like domain « Ig like-dom »/ Immunoglobulin V-set domain

« Ig v-set »/Immunoglobulin subtype « Ig sub »et Immunoglobulin Cl-set « Ig Cl-set ».11

existe 1 nSNPs probablement délétére situé dans les domaines « Ig like-dom »et « Ig v-

set »,3 situés dans le domaine « Ig_like-dom »,5 situés dans « Ig_like-dom »et « Ig_Cl-set »,

et 17 situés dans « Ig_like-dom », « Ig_v-set »et« Ig_sub ».

Tableau 3.3: Identification de divers domaines dans le SIRPy

Variants Domaines InterPro
L20P Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom »
E31G Immunoglobulin-like domain « Ig like-dom »
Q36R Immunoglobulin-like domain « Ig like-dom »
P37L Immunoglobulin-like domain« Ig_like-dom »/Immunoglobulin V-set domain
«Ig v-set»
G46V Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom »/ Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/Immunoglobulin subtype « Ig sub »
L51P Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom »/ Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
W66C Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
G71R Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
R74W Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
«Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
R74L Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
«Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
DIOIN Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
«Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
D101G Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
S103F Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
[104N Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
[106S Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
1106T Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
G115C Immunoglobulin-like domain « Ig like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
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«Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »

GI115S Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
Y117H Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
CI119R Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom » / Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
C119S Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom »/ / Immunoglobulin V-set domain
« Ig v-set »/ Immunoglobulin subtype « Ig sub »
C168S Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom »/Immunoglobulin C1-set « Ig_C1-
set »
Cle8Y Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom »/Immunoglobulin C1-set « Ig_C1-
set »
P175L Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom »/Immunoglobulin C1-set « Ig_C1-
set »
W182S Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom »/Immunoglobulin C1-set « Ig_C1-
set »
W182C Immunoglobulin-like domain « Ig_like-dom »/Immunoglobulin C1-set « Ig_C1-
set »

3.3. Prédiction des impacts fonctionnels des nsSNPs par PMut :

Les nsSNPs délétéres sélectionnés ont ensuite été soumis a l'outil PMut pour déterminer la
probabilité qu’ils soient responsables de maladies liées a la protéine SIRPy.

Sur les 26 nSNP évalués, 3 nSNP rs1383846293 (P175L),
rs2091802407(W182S),rs980811811 (W182C)seraient responsables de maladies et 23 nSNP

seraient considérés comme « neutres ».

3.4. Détermination de la stabilité structurelle de la protéine par I-

Mutant2.0 :

Pour prédire les changements dans la stabilité des protéines SIRPy en fonction des valeurs
dechangement d'énergie libre, j’ai utilisé I'outil I-Mutant2.0. Les résultats ont montré que le 3

nsSNPsrs1383846293 (P175L),rs2091802407(W182S),rs980811811 (W182C)diminuait la

stabilité de la protéine.

3.5. Analyse de la conservation évolutive par ConSurf :

La conservation évolutive a été déterminée en soumettant la séquence de la protéine mutée au
serveur web  ConSurf. Jai identifiécs 3  nsSNPsrs1383846293 (P175L),
rs2091802407(W182S),rs980811811 (W182C)d¢éléteres.Grace a 'utulisation de ConSurf j’ai
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trouvé InSNPs hautement conservé et exposé¢ et 2nSNPs hautement conservé et

enfouirs1383846293 (P175L), rs2091802407(W182S),rs980811811 (W182C).

Tableau 3.4 : Prédiction des nsSNPs a haut risque dans la protéine SIRPy par PMut, I-Mutant
2.0 et ConSurf.

SIRPy

Pmut IMutant ConSurf
Score and | Predecti Stability | DDG - Predection
SNPID Mutation | Porcentage on (kcal 2
/mol) | S @
g o
2 &
5
@)
rs1230063434 L20P 0.19 (93%) | Neutral Decrease |-1.03 2 Bureid
rs772559713 E31G 0.00 (99%) | Neutral Increase | 0.16 5 Exposed
rs202224518 | Q36R | 0.39(86%) | Neutral | Decrease |-1.09 9 Highly
conserved and
exposed
rs1568735963 P37L 0.23 (91%) | Neutral Increase | 0.18 7 Exposed
rs2091922026 | G46V 0.39 (86% | Neutral | Increase | 0.61 9 Highly
conserved
and
exposed
rs772308141 L51P 0.36 (87%) | Neutral Decrease |-0.41 9 Highly
conserved and
buried
rs148010539 WwW66C 0.40 (86%) | Neutral | Decrease |-2.00 9 Highly
conserved and|
buried
rs2091921184| G71R 0.38(87%) | Neutral | Decrease |-1.05 7 Exposed
rs201956131 R74W 0.38 (87%) | Neutral Decrease |-0.29 8 Highly
conserved and
buried
rs750582002 R74L 0.31 (89%) | Neutral | Decrease |-0.62 8 Highly
conserved
and
exposed
rs575352199 | DIOIN | 0.11(95%) | Neutral | Decrease |-4.31 9 Highly
conserved
and
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exposed

rs770761854

DI01G

0.42 (85%

Neutral

Decrease

-2.47
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exposed

rs746738813

S103F

0.39 (86%)

Neutral

Decrease

-0.67

Buried

rs1203086520

1104N

0.21 (92%)

Neutral

Decrease

-2.32

Highly
conserved
and buried

rs748079541

1106S

0.38 (87%)

Neutral

Decrease

-3.42

Highly
conserved and|
buried

1106T

0.33 (88%)

Neutral

Decrease

-3.35

Highly
conserved
and buried

rs1201647688

G115C

0.34 (88%)

Neutral

Decrease

-1.35

Highly
conserved
and
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G115S

0.44 (85%)

Neutral

Decrease

-1.76

Highly
conserved and
exposed

rs1371812118

Y117H

0.18 (93%)

Neutral

Decrease

-0.98

Highly
conserved and|
buried

rs751880933

C119R

0.42 (85%

Neutral

Decrease

-1.26

Highly
conserved
and buried

C119S

0.39 (86%

Neutral

Decrease

-2.04

Highly
conserved and
buried

rs1568726273

C168S

0.36 (87%

Neutral

Decrease

-1.18

Highly
conserved
and buried

Cl68Y

0.39 (86%)

Neutral

Increase

0.24

Highly
conserved
and buried

rs1383846293

P175L

0.52 (79%)

Disease

Decrease

-0.38
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conserved
and
exposed

rs2091802407

W182S

0.56 (81%)

Disease
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rs980811811

W182C

0.61 (83%)

Disease
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and buried
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Figure 3.2: Distribution des nsSNPs dans le geneSIRPy sur la base des effets estimés
prédits par divers outils structurels

3.6 Récapitulatif

Les résultats montrent que 28 nsSNPssont probablement délétéres. Parmi ces nsSNPs 26
nsSNPs de la protéine ont été identifiés sur les domaines conservés 3 nsSNPs peuvent étre
responsables de pathologies et pourront diminuer la stabilit¢ de la protéine. Et enfin une
analyse de la conservation évolutive révélée que 3nsSNPs peuvent perturber la fonction et/ou

la structure de la protéine (Figure 3.7).
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Figure 3.3 : Résultat final des analyses
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Discussion :

Le systtme immunitaire doit étre hautement régulé pour obtenir une réponse immunitaire
optimale qui élimine les agents pathogénes sans provoquer d’effets secondaires excessifs.
Cette régulation stricte implique des interactions complexes entre les protéines membranaires
des leucocytes.Le SIRPy constituent un exemple de ces protéines membranaires
régulatrices(Van Beek et al. 2005).Le SIRPy a la capacit¢ de favoriser l'activation des
lymphocytes T et l'interaction SIRPy-CD47 peut favoriser d'autres fonctions des cellules T et
des cellules NK qui sont liées a I'adhésion cellule-cellule, comme 1'attachement aux cellules
endothéliales et la transmigration dans les ganglions lymphatiques ou les tissus

périphériques(Fukunaga et al. 2004; Liu et al. 2002).

Cette étude a permis d'identifier les nsSNPs les plus susceptibles d’etre dommageables et
leurs impacts sur la structure et la fonction de la protéines SIRPy afin de comprendre leur
association avec le cancer ou d’autres maladies d’origine immunitaire en utilisant des

approches in silico.

Un total de 448 SNPs ont été extraits de la base de données dbSNP du NCBI pour le géne
SIRPy. Parmi ces SNPs ,28 ont été prédit comme étant des SNP délétéres en utilisant quatre
outils de prédiction in silico des SNP (SIFT, PolyPhen, PROVEAN, PANTHER).J ai
¢également utilisé 1’outil InterPro pour déterminer la localisation de ces nsSNPs sur différents
domaines.Il existe 1 nSNPs situé¢ dans les domaines « Ig_like-dom »et « Ig_v-set »,3 nSNP
situés dans le domaine « Ig_like-dom »,5 nSNP se situent dans « Ig_like-dom »et « Ig CI1-
set»,17 nSNPs situé dans trois domaines conjoint« Ig like-dom »et« Ig v-
set »et« Ig sub ».La stabilit¢ d'une protéine est déterminée par sa structure et sa
fonction.Cette derniére joue un role important dans la détermination de I’activité biologique et
de la fonction des protéines.Les protéines dont la stabilité est diminuée en raison de mutations
peuvent provoquer le développement de tumeurs ou d’autres pathologies en raison d'une
stabilit¢ réduite(Gromiha 2010).La diminution de l'aptitude des protéines normales favorise
'adoption des protéines tumorigénes(Wilcken et al. 2012).

L’analyse structurelle et I’analyse fonctionnelle par logiciel PMut a permis d’identifier
3nsSNPsrs1383846293 (P175L), rs2091802407(W182S),rs980811811 (W182C)qui ont été
identifi¢ comme probablement responsable de maladies liées a la protéine SIRPy. La stabilité

a été aussi évaluée par 'utilisation de 1’outil I-Mutant2.0, et (P175L), (W182S), (W182C)ont
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¢été identifiés comme probablementresponsables d’une diminution de la stabilité de la protéine
SIRPy.La stabilité des protéines est un critére qui contrdle la structure tridimensionnelle d'une
protéine et détermine sa fonction.

De plus, il est important de maintenir la stabilité des protéines au cours de I’évolution.

Pour déterminer si les mutations ont un effet négatif sur la protéine SIRPy, la conservation
évolutive des résidus protéiques a été évaluée a l'aide de ConSurf. La persistance d’un acide
aminé au cours de I’évolution témoigne de son importance et sa capacité a etre modifié.Il est
possible de supposer que les variations touchant les acides aminés trés conservés et exposés
sont les plus nocives(Ashkenazy et al. 2016).

Dans ce cas-la j’ai trouvé que les nsSNPs hautement délétéres ayant des scores de
conservation élevés étaient situés dans les régions hautement conservées.

Dans des é¢tudes GWAS préalables, il a ét¢ démontré que le SIRPG posséde 2 SNP qui sont
associé aussi au risque de diabete de type 1. Ces SNPs sont le rs2281808 qui se trouve dans la
partie intronique et le rs6043409 (A263V) qui se trouve dans la partie exonique qui est prédit
dans I’étude comme délétére et responsable sur ’apparition de diabéte (Sharp et al. 2021;
Sinha et al. 2018).Les résultats de cette étude ne concordent pas avec notre ¢tude. Dans notre
étude ces SNP ont été prédit comme neutre. Il est donc préférable que cette différence soit

vérifiée par une étude expérimentale in vivo et/ou ex vivo.
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CHAPITRE V : Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives :

Le SIRPy représente un nouveau régulateur positif de I’immunité anticancéreuse innée et
comme un nouveau membre cliniquement pertinent de la famille SIRP.Les modifications de
la protéine SIRPy dues a des mutations ou a des polymorphismes peuvent contribuer au

développement et a la progression du cancer.

Cette étude a montré que trois nsSNPs (P175L), (W182S), (W182C) devraient présenter un
risque pathogeéne élevé et une stabilité réduite, ce qui suggeére qu'ils pourraient avoir un

impact négatif sur la structure et/ou de la protéine SIRPy.

Ces nsSNPs qui pourraient étre exploités par des analyses complémentaires in silico se
focalisant sur les modifications post-traductionnelles du SIRPy et ses interactions avec le

CD47.
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rs1275372380 P2S Deleterious | 0.00 | Possibly 0.934 | Neutral | -1.023 | Probably 0.27
Damaging Benign
rs768767170 P2L | Deleterious | 0.00 | Probably 0.996 | Neutral | -1.107 | probably 0.27
Damaging Benign
rs201306847 P4S Deleterious 0.00 | Benign 0.168 | Neutral | -1.246 Probably 0.17
Benign
PAT Deleterious 0.00 | Benign 0.139 | Neutral | -1.286 | Probably 0.17
Benign
rs371896459 P4R | Deleterious | 0.00 | Possibly 0.948 | Neutral | -1.734 | probably 0.17
Damaging Benign
rs6074959 ASS | Deleterious | 0.00 | Probably 0.991 | Neutral | -0.736 | Probably 0.17
Damaging Benign
rs1281567353 S6F Deleterious | 0.00 | Benign 0.090 | Neutral | -1.630 | Probably 0.17
Benign
rs199556654 P8S Deleterious | 0.00 | Benign 0.002 | Neutral | -1.486 Probably 0.17
Benign
rs2091983834 H9Y | Deleterious | 0.00 | Benign 0.020 | Neutral | -1.174 | probably 0.17
Benign
rs781714804 HOL | Deleterious | 0.00 | Possibly 0.577 | Neutral | -2.018 | probably 0.17
Damaging Benign
rs144234748 H9Q | Deleterious 0.00 | Possibly 0.868 | Neutral | -1.507 | Probably 0.17
Damaging Benign
rs747567133 P11R | Deleterious | 0.00 | Probably 0.987 | Deleter | -3.861 Probably 0.17
Damaging ious Benign
rs778205397 G12C | Tolerated 0.07 | Benign 0.002 | Neutral | -1.012 | probably benign | 0-17
rs2091983737 G12V | Tolerated 0.11 | Benign 0.231 | Neutral | -0.342 | probably 0.17
Benign
G12D | Tolerated 0.23 | Benign 0.421 | Neutral | -0.777 | Probably 0.17
Benign
rs371163922 P13S | Tolerated 0.12 | Possibly 0.536 | Neutral | -2.478 | Probably 0.17
Damaging Benign
rs2122590666 F14L | Tolerated 0.59 | Benign 0.001 | Neutral | -0.143 Probably 0.17
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Benign
rs867272459 F14L
rs2091983609 T18S | Tolerated 0.56 | Benign 0.016 | Neutral | -0.207 | Probably 0.17
Benign
rs752193069 L19V | Tolerated 0.13 | Probably 1.000 | Neutral | -1.411 | probably 0.78
Damaging Damaging
rs2091983560 L19P | Tolerated 0.06 | Probably 1.000 | Deleter | -3.707 | Probably 0.78
Damaging ious Damaging
rs1230063434 L20P | Deleterious 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -3.027 | Probably 0.78
Damaging ious Damaging
rs764816031 G22E | Tolerated 0.10 | Probably 1.000 | Deleter | -3.646 | Probably 0.17
Damaging ious Benign
rs139502650 L23H | Tolerated 0.07 | Possibly 0.731 | Deleter | -2.509 | Probably 0.17
Damaging ious Benign
rs753560324 T24R | Deleterious 0.02 Probably 0.973 | Deleter | -2.592 | Probably 0.17
Damaging ious Benign
rs760442783 E25K | Tolerated 0.87 | Benign 0.121 | Neutral | -0.243 | Probably 0.17
Benign
rs368139177 V26 Tolerated 0.06 | Probably 0.980 | Neutral | -1.631 Probably 0.17
M Damaging Benign
rs1183850080 V26G | Deleterious | 0.02 | Benign 0.003 | Neutral | -1.164 | Probably 0.17
Benign
V26A | Tolerated 0.22 Benign 0.001 | Neutral | -0.366 | Probably 0.17
Benign
V26E | Tolerated 0.05 | Benign 0.152 | Deleter | -2.945 | Probably 0.17
ious Benign
rs750234705 A27S | Tolerated 0.08 | Possibly 0.736 | Neutral | -1.855 | Probably 0.17
Damaging Benign
A27T | Deleterious | 0.04 | Benign 0.201 | Neutral | -2.055 | Probably 0.17
Benign
rs761688818 G28S | Tolerated 0.37 | Possibly 0.847 | Deleter | -3.139 | Probably 0.17
Damaging ious Benign
rs752758859 G28D | Tolerated 0.12 Possibly 0.951 | Deleter | -4.529 | Probably 0.17
Damaging ious Benign
rs759749841 E29G | Tolerated 0.30 | Benign 0.044 | Deleter | -3.471 Probably 0.17
ious Benign
rs776991507 E30Q | Tolerated 0.49 | Benign 0.039 | Neutral | -0.720 | Probably 0.17
Benign
rs771321985 E30G | Tolerated 0.34 | Benign 0.335 | Neutral | -2.379 | Probably 0.17
Benign
rs201954358 E30D | Tolerated 0.58 Benign 0.005 | Neutral | -1.382 | probably benign | 0.17
rs2091922669 E31K | Tolerated 0.06 | Probably 1.000 | Neutral | -2.424 | probably 0.78
Damaging damaging
rs772559713 E31G | Deleterious 0.03 Probably 0.973 | Deleter | -3.464 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs779451925 L321 | Tolerated 0.07 | Possibly 0.948 | Neutral | -1.843 | probably benign | 0.17
Damaging
rs576810342 Q33H | Tolerated 0.11 Probably 1.000 | Deleter | -4.090 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs960986801 M34 | Tolerated 1.00 | Benign 0.019 | Neutral | 2.464 probably benign | 0.17
\%
rs375060745 M341 | Tolerated 0.11 Benign 0.000 | Neutral | 1.584 probably benign | 0.17
rs202224518 Q36R | Deleterious 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -3.812 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs2091922387 P37S | Tolerated 0.10 | Probably 0.998 | Deleter | -6.904 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs1568735963 P37L | Deleterious 0.02 Probably 0.996 | Deleter | -8.726 probably 0.78
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Damaging ious damaging
rs780854234 L401 | Tolerated 0.41 Possibly 0.762 | Neutral | -0.185 | probably benign | 0.17
Damaging
rs757162144 L42F | Tolerated 0.09 | Benign 0.011 | Neutral | -0.582 | probably benign | 0.17
rs2091922200 V43L | Deleterious | 0.00 | Benign 0.353 | Deleter | -2.653 | probably benign | 0.17
ious
V431 | Deleterious | 0.00 | Benign 0.353 | Neutral | -0.869 | probably benign | 0.17
rs770579012 V43A | Deleterious | 0.00 | Probably 0.996 | Deleter | -3.696 | probably benign | 0.17
Damaging ious
rs751532170 T44P | Tolerated 0.25 | Benign 0.011 | Neutral | -1.604 | probably benign | 0.17
rs1188935483 T44K | Tolerated 0.08 | Benign 0.021 | Neutral | -1.737 | probably benign | 0.17
rs775245375 V45A | Tolerated 1.00 | Benign 0.017 | Neutral | 3.157 probably benign | 0.17
rs2091922026 G46V | Deleterious 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -8.578 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs754024064 K47N | Tolerated 0.22 | Benign 0.006 | Neutral | -0.667 | probably benign | 0.17
rs78831862 T48P | deleterious 0.02 | Benign 0.042 | Deleter | -3.491 | probably benign | 0.17
ious
rs2091921878 T481 | Deleterious | 0.01 Benign 0.087 | Deleter | -3.920 | probably benign | 0.17
ious
rs1410500857 A49P | Tolerated 0.07 | Probably 0.997 | Deleter | -4.084 | probably benign | 0.17
Damaging ious
A49T | Tolerated 0.32 Possibly 0.513 | Deleter | -2.819 | probably benign | 0.17
Damaging ious
rs760807673 A49V | Tolerated 0.46 Benign 0.123 | Neutral | -2.382 | probably benign | 0.17
A49G | Deleterious 0.04 | Probably 0.994 | Deleter | -3.510 | probably benign | 0.17
Damaging ious
rs773564663 T50S | Tolerated 0.25 Probably 0.994 | Deleter | -3.421 probably 0.78
Damaging ious damaging
rs772308141 L51P | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -6.690 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs143978848 T541 | Deleterious | 0.02 | Possibly 0.964 | Deleter | -4.834 | probably benign | 0.17
Damaging ious
rs1368351044 T56A | Tolerated 0.26 | Probably 0.982 | Deleter | -4.243 | probably benign | 0.17
Damaging ious
rs2122545478 T56N | Tolerated 0.21 Probably 0.959 | Deleter | -3.895 | probably benign | 0.17
Damaging ious
rs138452343 Vel Deleterious | 0.04 | Probably 0.972 | Neutral | -2.303 | probably benign | 0.17
M Damaging
rs200917950 P63A | Tolerated 0.09 | Probably 0.995 | Deleter | -6.409 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs62641738 V64L | Tolerated 0.25 | Benign 0.039 | Neutral | -1.469 | probably benign | 0.17
V641 | Tolerated 1.00 | Benign 0.004 | Neutral | 0.018 probably benign | 0.17
rs1434576640 L65 Tolerated 0.15 | Benign 0.031 | Neutral | 0.974 probably benign | 0.17
M
rs368412754 L65P | Tolerated 0.21 Probably 0.984 | Neutral | -0.056 | probably benign | 0.17
Damaging
L65Q | Tolerated 0.49 Benign 0.020 | Neutral | 2.605 probably benign | 0.17
rs143474967 W66 | Tolerated 0.09 | Probably 1.000 | Deleter | -12.532 | probably 0.78
L Damaging ious damaging
rs148010539 W66 | Deleterious 0.01 Probably 1.000 | Deleter | -12.532 | probably 0.78
C Damaging ious damaging
rs1278147153 F67L | Tolerated 0.15 Probably 1.000 | Deleter | -5.696 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs2091921283 R68K | Tolerated 0.60 | Benign 0.363 | Neutral | -1.253 | probably benign | 0.17
rs2091921269 G69R | Deleterious | 0.04 | Probably 0.996 | Deleter | -7.712 | probably benign | 0.17
Damaging ious
rs1209729465 V70F | Tolerated 0.05 Benign 0.022 | Neutral | -1.944 | probably benign | 0.17
rs185871223 V70A | Tolerated 1.00 | Benign 0.000 | Neutral | 0.329 probably benign | 0.17
V70D | Tolerated 0.32 | Benign 0.156 | Neutral | -1.063 | probably benign | 0.17
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rs2091921184 G71R | Deleterious | 0.01 Probably 0.997 | Deleter | -7.175 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs376352368 P72S | Tolerated 0.15 | Possibly 0.604 | Deleter | -4.364 | probably benign | 0.17
Damaging ious
P72A | Tolerated 0.41 Benign 0.035 | Deleter | -4.667 | probably benign | 0.17
ious
rs1243589287 P72R | Tolerated 0.10 | Possibly 0.705 | Deleter | -4.565 | probably benign | 0.17
Damaging ious
P72Q | Tolerated 0.54 | Benign 0.139 | Deleter | -3.472 | probably benign | 0.17
ious
rs143441100 G73S | Tolerated 0.40 | Benign 0.002 | Neutral | -1.619 | probably benign | 0.17
rs2091921079 G73D | Tolerated 0.19 | Benign 0.002 | Neutral | -1.816 | probably benign | 0.17
rs201956131 R74 Deleterious 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -7.448 | probably 0.78
\Y Damaging ious damaging
rs750582002 R74L | Deleterious 0.01 Probably 1.000 | Deleter | -6.541 probably 0.78
Damaging ious damaging
R74Q | Tolerated 0.13 Probably 1.000 | Deleter | -3.448 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs750582002 E75Q | Tolerated 0.46 | Benign 0.091 | Neutral | -1.610 | probably benign | 0.17
E75K | Toletrated 0.67 | Benign 0.046 | Deleter | -2.595 | probably benign | 0.17
ious
rs1362929974 E75D | Tolerated 0.44 | Possibly 0.895 | Neutral | -2.407 | probably benign | 0.17
Damaging
rs2091920904 N79S | Tolerated 0.49 | Benign 0.009 | Neutral | -0.145 | probably benign | 0.17
rs138635169 Q80K | Tolerated 1.00 | Benign 0.000 | Neutral | -0.948 | probably benign | 0.17
rs1195538425 K81Q | Tolerated 0.31 Benign 0.063 | Deleter | -2.878 | probably benign | 0.17
ious
rs763481309 K81R | Tolerated 0.61 Benign 0.008 | Neutral | -2.013 | probably benign | 0.17
rs2091920753 G83V | Tolerated 0.22 | Possibly 0.492 | Deleter | -4.631 | probably benign | 0.17
Damaging ious
rs2091920695 P86S | Tolerated 0.08 | Probably 0.999 | Deleter | -7.617 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs775015713 V881 | Tolerated 0.38 | Benign 0.155 | Neutral | -0.632 | probably benign | 0.17
rs2091920607 T89K | Tolerated 0.13 Possibly 0.822 | Deleter | -5.448 | probably benign | 0.17
Damaging ious
rs770723293 T90A | Tolerated 0.16 | Benign 0.000 | Neutral | -1.997 | probably benign | 0.17
rs745421325 VO1I | Tolerated 0.18 | Benign 0.009 | Neutral | -0.701 | hrobably 0.78
damaging
rs917125051 D93E | Tolerated 0.76 | Benign 0.096 | Deleter | -3.785 | yrobably benign | 0-17
ious
rs2091920404 L94F | Tolerated 0.08 | Benign 0.000 | Neutral | -0.533 | probably benign | 0-17
rs1555815213 L94P | Tolerated 0.21 | Benign 0.014 | Neutral | 0.134 probably benign | 0-17
rs1392532853 T95I | Tolerated 0.10 | Probably 0.984 | Deleter | -5.755 | probably benign | 0-17
Damaging 10us
rs2091920288 K96N | Deleterious 0.03 Possibly 0.786 | Deleter | -3.688 probably benign 0.17
Damaging ious
rs2091920235 N98D | Tolerated 0.20 | Benign 0.076 | Deleter | -2.551 | probably benign | 0-17
ious
rs2091920209 N98K | Tolerated 0.07 | Possibly 0471 | Deleter | -4.597 | probably benign | 0-17
Damaging 10us
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rs2091920182 N99Y | Tolerated 0.13 | Probably 1.000 | Deleter | -7.058 probably benign 0.17
damaging ious
rs1254431356 M100 | Tolerated 0.61 | Possibly 0.869 | Neutral | -1.551 | probably benign | 0-17
v Damaging
MI100 | Tolerated 0.95 | Benign 0.01 | Neutral | -0.958 | probably benign | 0-17
L
rs527643862 M100 | Tolerated 0.50 | Benign 0.210 | Neutral | -1.753 | probably benign | 0-17
I
rs575352199 D101 | Deleterious | 0.01 | PROBAB | 0.994 | Deleter | -4.839 | probably 0.78
N LY ious damaging
DAMAGI
NG
rs770761854 D101 | Deleterious | 0.01 | Probably 1.000 | Deleter | -6.781 | probably 0.78
G Damaging ious damaging
rs746738813 S103 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -5.582 | hrobably 0.78
F Damaging ious damaging
rs747816100 1104 | Tolerated 0.06 | Probably 0.989 | Neutral | -0.887 | probably 0.78
\Y, Damaging damaging
rs1203086520 1104T | Tolerated 0.07 | Probably 1.000 | Deleter | -4.602 | hrobably 0.78
Damaging ious damaging
1104 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -6.451 | probably 0.78
N Damaging ious damaging
rs777710856 R105 | Tolerated 0.13 Probably 0.995 | Deleter | -6.252 | probably benign | 0.17
C Damaging ious
R105 | Tolerated 1.00 | Probably 0.961 | Deleter | -4.357 | probably benign | 0.17
S Damaging ious
rs200001337 R105 | Tolerated 0.16 | Possibly 0.940 | Deleter | -5.660 | probably benign | 0.17
L Damaging ious
R105 | Tolerated 0.09 | Benign 0.175 | Neutral | -2.432 | probably benign | 0.17
H
rs748079541 1106S | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -5.614 | probably 0.78
Damaging ious damaging
1106T | Deleterious 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -4.702 | probably 0.78
Damaging ious damaging
rs370269730 S107 | Deleterious | 0.02 | Possibly 0.733 | Deleter | -2.953 | probably benign | 0.17
G Damaging ious
rs2091919816 S107 | deleterious 0.02 | Benign 0.049 | Neutral | -1.736 | probably benign | 0.17
N
rs62641735 S108 | Tolerated 1.00 | Benign 0.000 | Neutral | 3.621 probably benign | 0.17
N
rs2091919719 T110I | Deleterious | 0.02 | Probably 0.975 | Deleter | -5.517 | probably benign | 0.17
Damaging ious
T110 | Deleterious 0.03 Probably 1.000 | Deleter | -4.749 | probably benign | 0.17
N Damaging ious
rs983489368 P111 | Tolerated 0.09 | Probably 0.979 | Deleter | -6.763 | probably 0.78
S Damaging ious damaging
rs535216502 A112 | Tolerated 0.34 | Benign 0.094 | Deleter | -3.722 | probably benign | 0.17
E ious
rs1339573943 V114 | Tolerated 1.00 | Benign 0.000 | Neutral | 2.335 probably benign | 0.17
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A

rs1201647688 G115 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -8.450 | probably 0.78
C Damaging ious damaging
G115 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -5.639 | probably 0.78
S Damaging ious damaging

rs1307066876 T1161 | Tolerated 0.15 | Possibly 0.891 | Deleter | -4.229 probably benign 0.17

Damaging ious

rs1371812118 Y117 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -4.436 | probably 0.78
H Damaging ious damaging

rs751880933 C119 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter probably 0.78
R Damaging ious -11.310 | damaging
C119 | Deleterious 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -9.335 probably 0.78
S Damaging ious damaging

rs1410520246 V120 | Tolerated 0.07 | Probably 1.000 | Deleter | -2.776 | probably 0.78
M Damaging ious damaging

rs2091919390 V120 | Tolerated 0.09 | Probably 1.000 | Deleter | -5.486 probably 0.78
E Damaging ious damaging

rs1167335814 K121 | Tolerated 0.09 | Probably 1.000 | Deleter | -3.714 | probably 0.78
Q Damaging ious damaging

rs1424811521 K121 | Tolerated 0.16 | Probably 1.000 | Deleter | -2.844 probably 0.78
R Damaging ious damaging

rs1251323533 F122 | Deleterious | 0.00 | Probably 0.999 | Deleter | -5.994 | probably benign | 0.17
\Y% Damaging ious

rs202204320 R123 | Tolerated 0.41 Benign 0.137 | Neutral | 0.049 probably benign | 0.17
Q

rs1355539089 G125 | Tolerated 0.23 Benign 0.386 Deleter -3.886 probably 0.78
E 1ous damaging

rs200195769 S126 | Tolerated 0.38 | Benign 0.062 | Neutral | -2.109 | probably benign | 0.17
G

rs1329941693 S126 | Tolerated 0.57 | Possibly 0.912 | Neutral | -2.474 | probably benign | 0.17
R Damaging

rs1335190516 P127 | Tolerated 0.85 Benign 0.06 Deleter | -3.908 | Probably 0.17
S 4 ious Benign
P127 | Tolerated 0.51 Benign 0.00 | Deleter | -4.196 | Probably 0.17
T ious Benign

rs897044300 P127 | Tolerated 0.12 | Benign 0.001 | Deleter | -5.369 | Probably 0.17
H ious Benign

rs746685702 E128 | Tolerated 0.61 Benign 0.000 | Neutral | 0.888 Probably 0.17
D Benign

rs773052108 N129 | Tolerated 0.94 | Benign 0.001 | Neutral | 2.292 Probably 0.17
D Benign

rs146471324 N129 | Tolerated 0.45 Possibly 0.744 | Neutral | -1.439 | Probably 0.17
K Damaging Benign

rs1385794032 V130 | Tolerated 0.75 | Benign 0.001 | Neutral | -1.670 | Probably 0.17
M Benign
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rs2091918762 V130 | Tolerated 0.26 | Benign 0.071 | Deleter | -2.587 | Probably 0.17
A ious Benign

rs62641733 E131 | Tolerated 0.17 | Probably 0.997 | Deleter | -3.741 Probably 0.17
K Damaging ious Benign

rs2091918660 E131 | Tolerated 0.10 | Probably 1.000 | Deleter | -6.623 Probably 0.17
G Damaging ious Benign

rs1389181008 E131 | Tolerated 0.41 Probably 0.974 | Deleter | -2.852 | Probably 0.17
D Damaging ious Benign

rs778704272 F132 | Tolerated 0.35 Benign 0.039 | Neutral | -1.898 | Probably 0.17
L Benign

rs2091918545 F132 | Tolerated 0.23 | Benign 0.013 | Neutral | -1.890 | Probably 0.17
Y Benign

rs570107389 K133 | Deleterious | 0.02 | Possibly 0.646 | Deleter | -2.818 | Probably 0.17
E Damaging ious Benign

rs1568735266 K133 | Deleterious | 0.02 | Probably 0.995 | Deleter | -4.599 | Probably 0.17
T Damaging ious Benign

rs745869898 K133 | Deleterious 0.01 Probably 0.998 | Deleter | -3.736 | Probably 0.17
N Damaging ious Benign

rs1436050511 G135 | Deleterious 0.01 Probably 1.000 | Deleter | -7.704 | Probably 0.78
R Damaging ious Damaging

rs757421982 G135 | Tolerated 0.46 | Probably 0.998 | Deleter | -5.781 Probably 0.78
A Damaging ious Damaging

rs895636620 P136 | Tolerated 0.69 | Benign 0.008 | Deleter | -3.814 | Probably 0.17
A ious Benign

rs778009753 G137 | Deleterious | 0.01 Probably 1.000 | Deleter | -6.716 | Probably 0.78
D Damaging ious Damaging

rs1211510692 M140 | Tolerated 0.33 Benign 0.016 | Neutral | 0.385 Probably 0.17
I Benign

rs370649250 Al141 | Tolerated 0.70 | Benign 0.001 | Neutral | -0.412 | Probably 0.17
\Y Benign
Al41 | Tolerated 0.31 Benign 0.002 | Neutral | -1.559 | Probably 0.17
G Benign

rs1468867126 G143 | Tolerated 0.38 | Benign 0.002 | Neutral | -1.007 | Probably 0.17
\Y Benign
G143 | Tolerated 0.49 | Benign 0.003 | Neutral | -0.405 | Probably 0.17
D Benign

rs2091918041 Al44 | Tolerated 0.23 Benign 0.286 | Deleter | -3.475 | Probably 0.17
T ious Benign

rs777955269 K145 | Deleterious 0.01 Possibly 0.934 | Deleter | -5.354 | Probably 0.17
T Damaging ious Benign

rs758657511 P146 | Deleterious 0.03 Probably 0.977 | Deleter | -7.001 Probably 0.17
S Damaging ious Benign
P146 | Deleterious | 0.02 | Benign 0.422 | Deleter | -6.967 | Probably 0.17
T ious Benign

rs752934849 P146 | Deleterious | 0.01 Probably 0.996 | Deleter | -8.822 | Probably 0.17
L Damaging ious Benign

rs61738503 A148 | Tolerated 0.26 | Benign 0.005 | Neutral | -0.692 | Probably 0.17
\Y Benign
A148 | Tolerated 0.55 Benign 0.165 | Neutral | -1.283 Probably 0.17
D Benign

rs1568726383 P149 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -8.022 | Probably 0.17
H Damaging ious Benign

rs373555109 V150 | Tolerated 0.64 | Benign 0.007 | Neutral | -1.846 | Probably 0.17
L Benign
V150 | Tolerated 0.22 | Possibly 0.477 | Neutral | -1.457 | Probably 0.17
M Damaging Benign

rs2091803804 V151 | Deleterious | 0.02 | Possibly 0.943 | Deleter | -3.612 | Probably 0.17
A Damaging ious Benign

rs144100952 L152 | Tolerated 1.00 Benign 0.001 | Neutral | 3.107 Probably 0.17
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S Benign
rs191856632 G153 | Deleterious | 0.03 | Possibly 0.593 | Deleter | -4.436 | Probably 0.17
S Damaging ious Benign
rs773968801 G153 | Deleterious | 0.02 | Probably 0.991 | Deleter | -5.628 | Probably 0.17
D Damaging ious Benign
rs768475171 P154 | Tolerated 0.27 | Benign 0.076 | Deleter | -8.176 | Probably 0.17
L ious Benign
rs1290175888 A155 | Tolerated 0.19 | Benign 0.183 | Neutral | -2.065 | Probably 0.17
\Y Benign
A155 | Tolerated 0.83 Benign 0.189 | Neutral | -2.297 | Probably 0.17
E Benign
rs775400271 A156 | Tolerated 0.30 | Benign 0.000 | Neutral | -1.796 | Probably 0.17
T Benign
rs769779237 A156 | Tolerated 0.27 | Benign 0.001 | Neutral | -1.708 | Probably 0.17
\Y Benign
rs1242428697 R157 | Tolerated 0.50 | Probably 1.000 | Deleter | -6.014 | Probably 0.17
G Damaging ious Benign
rs1600200069 R157 | Tolerated 0.32 Probably 0.992 | Deleter | -5.209 | Probably 0.17
T Damaging ious Benign
rs368883967 R157 | Tolerated 0.63 Probably 0.999 | Deleter | -5.148 | Probably 0.17
S Damaging ious Benign
rs1440335373 T1591 | Tolerated 0.25 | Benign 0.033 | Deleter | -3.695 | Probably 0.17
ious Benign
rs2091803328 P160 | Tolerated 0.16 | Benign 0.036 | Deleter | -5.076 | Probably 0.17
A ious Benign
P160 | Tolerated 0.08 | Benign 0.113 | Deleter | -5.245 | Probably 0.17
T ious Benign
rs750722835 E161 | Tolerated 0.56 | Benign 0.003 | Neutral | -0.777 | Probably 0.17
Q Benign
E161 | Tolerated 0.84 | Benign 0.005 | Neutral | -1.708 | Probably 0.17
K Benign
rs1282079267 T163 | Tolerated 0.24 | Possibly 0.522 | Deleter | -3.409 | Probably 0.17
A Damaging ious Benign
rs748421244 V164 | Tolerated 0.12 Possibly 0.862 | Neutral | -2.248 | Probably 0.17
M Damaging Benign
rs2091803147 S165 | Deleterious | 0.02 | Probably 0.991 | Deleter | -3.515 | Probably 0.17
C Damaging ious Benign
rs779049465 S165 | Tolerated 0.22 Benign 0.035 | Neutral | -2.405 | Probably 0.17
R Benign
rs1600199998 T167 | Tolerated 0.19 | Probably 0.971 | Deleter | -4.133 Probably 0.17
N Damaging ious Benign
rs1568726273 C168 | Deleterious 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -8.845 | Probably 0.78
S Damaging ious damaging
C168 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -9.706 | Probably 0.78
Y Damaging ious damaging
rs1443751638 E169 | Tolerated 0.36 | Benign 0.051 | Neutral | -1.766 | Probably 0.17
D Benign
rs755370269 H171 | Tolerated 0.22 | Benign 0.010 | Deleter | -5.560 | Probably 0.17
R ious Benign
rs2277761 H171 | Tolerated 0.19 | Probably 0.986 | Deleter | -5.584 | Probably 0.17
Q Damaging ious Benign
rs937565446 G172 | Deleterious | 0.00 | Probably 0.997 | Deleter | -6.581 Probably 0.17
R Damaging ious Benign
rs749913117 G172 | Deleterious 0.00 | Possibly 0.896 | Deleter | -4.747 | Probably 0.17
A Damaging ious Benign
G172 | Deleterious 0.00 | Probably 0.982 | Deleter | -5.809 | Probably 0.17
D Damaging ious Benign
rs1208182683 F173 | Tolerated 0.32 Probably 0.996 | Deleter | -5.321 Probably 0.17
L Damaging ious Benign

65




Annexes

rs986816973 F173 | Tolerated 0.51 Probably 1.000 | Deleter | -7.049 | Probably 0.17
S Damaging ious Benign
rs767157809 S174 | Tolerated 0.10 | Probably 0.997 | Deleter | -4.030 | Probably 0.17
P Damaging ious Benign
rs756766017 S174 | Deleterious | 0.02 | Benign 0.080 | Deleter | -3.298 | Probably 0.17
F ious Benign
S174 | Deleterious | 0.03 | Possibly 0.856 | Deleter | -3.739 | Probably 0.17
Y Damaging ious Benign
rs1383846293 P175 | Deleterious 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -8.885 | Probably 0.78
L Damaging ious damaging
rs763718809 D177 | Tolerated 0.81 Benign 0.000 | Neutral | 2.119 Probably 0.17
N Benign
rs374688687 1178 | Tolerated 0.68 | Possibly 0.775 | Neutral | -0.754 | Probably 0.17
\Y Damaging Benign
rs775275224 1178T | Tolerated 0.21 Probably 1.000 | Deleter | -4.242 Probably 0.17
Damaging ious Benign
1178 | Deleterious 0.04 | Probably 1.000 | Deleter | -6.083 Probably 0.17
N Damaging ious Benign
rs766150112 T179 | Tolerated 0.52 Probably 0.992 | Deleter | -2.648 | Probably 0.17
N Damaging ious Benign
rs1215156919 K181 | Tolerated 0.33 | Benign 0.236 | Neutral | -1.474 | Probably 0.17
R Benign
rs2091802407 W182 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -12.398 | Probably 0.78
S Damaging ious damaging
rs980811811 W182 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -11.518 | Probably 0.78
C Damaging ious damaging
rs759496846 F183 | Tolerated 0.24 | Probably 0.988 | Deleter | -5.160 | Probably 0.17
L Damaging ious Benign
rs970408736 F183 | Tolerated 0.06 | Probably 1.000 | Deleter | -6.960 | Probably 0.17
S Damaging ious Benign
F183 | Tolerated 0.31 Possibly 0.860 | Neutral | -2.482 | Probably 0.17
Y Damaging Benign
rs1568726146 K184 | Deleterious | 0.00 | Possibly 0.886 | Neutral | -2.388 | Probably 0.17
R Damaging Benign
rs2091802234 G186 | Tolerated 0.16 | Probably 0.997 | Deleter | -6.527 | Probably 0.17
E Damaging ious Benign
rs773223492 E188 | Deleterious 0.00 | Benign 0.158 | Deleter | -3.365 | Probably 0.17
K ious Benign
rs2091802178 E188 | Deleterious 0.00 | Probably 0.988 | Deleter | -5.893 Probably 0.17
G Damaging ious Benign
rs772163644 S190 | Tolerated 0.22 Possibly 0.923 | Deleter | -2.993 Probably 0.17
L Damaging ious Benign
rs1482530255 Q193 | Tolerated 0.09 | Probably 1.000 | Deleter | -5.132 | Probably 0.17
P Damaging ious Benign
rs2091801932 T194 | Tolerated 0.07 | Probably 0.996 | Deleter | -4.186 | Probably 0.17
A Damaging ious Benign
rs917611496 T194 | Tolerated 0.15 | Probably 0.991 | Deleter | -3.332 | Probably 0.17
S Damaging ious Benign
T194 | Tolerated 0.07 | Probably 1.000 | Deleter | -4.253 Probably 0.17
N Damaging ious Benign
rs982508134 N195 | Tolerated 1.00 | Benign 0.008 | Neutral | 0.464 Probably 0.17
S Benign
rs768776233 N195 | Tolerated 0.85 | Benign 0.052 | Neutral | -1.207 | Probably 0.17
K Benign
rs749599207 D197 | Tolerated 0.68 | Benign 0.013 | Neutral | -1.144 | Probably 0.17
E Benign
rs1448884872 P198 | Tolerated 0.06 | Probably 0.988 | Deleter | -5.645 | Probably 0.17
S Damaging ious Benign
rs780598194 P198 | Deleterious 0.03 Possibly 0.811 | Deleter | -7.020 Probably 0.17
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L Damaging ious Benign

rs1417353190 T199 | Tolerated 0.82 | Benign 0.000 | Neutral | 0.152 Probably 0.17
A Benign

rs142262583 T199 | Tolerated 0.87 | Benign 0.000 | Neutral | 0.455 Probably 0.17
K Benign

rs995344303 Q201 | Tolerated 0.06 | Benign 0.000 | Neutral | -0.663 | Probably 0.17
H Benign

rs2091801445 S202 | Deleterious 0.05 Benign 0.121 | Deleter | -3.204 | Probably 0.17
C ious Benign

rs1294317660 S202 | Tolerated 0.09 | Benign 0.286 | Neutral | -1.622 | Probably 0.17
T Benign
S202 | Tolerated 0.85 | Benign 0.001 | Neutral | -0.111 Probably 0.17
N Benign

rs746356323 V203 | Tolerated 0.09 | Probably 1.000 | Deleter | -3.436 | Probably 0.17
E Damaging ious Benign

rs1348870294 A204 | Tolerated 1.00 | Benign 0.000 | Neutral | 2.549 Probably 0.17
S Benign
A204 | Tolerated 0.83 Benign 0.000 | Neutral | 0.012 Probably 0.17
T Benign

rs1334973840 A204 | Deleterious 0.02 Benign 0.004 | Deleter | -2.712 | Probably 0.17
\Y ious Benign

rs756787375 S206 | Deleterious | 0.01 Possibly 0.484 | Deleter | -2.619 | Probably 0.17
R Damaging ious Benign

rs534699318 R208 | Tolerated 0.05 | Probably 1.000 | Neutral | -0.200 | Probably 0.17
C Damaging Benign

rs570506979 R208 | Tolerated 0.24 | Benign 0.018 | Neutral | 0.420 Probably 0.17
H Benign

rs758047919 A211 | Tolerated 1.00 | Benign 0.048 | Neutral | -0.711 Probably 0.17
\Y Benign
A211 | Deleterious 0.03 Possibly 0.898 | Deleter | -2.721 Probably 0.17
G Damaging ious Benign

rs2091800992 R212 | Tolertaed 1.00 | Benign 0.003 | Neutral | 0.466 Probably 0.17
K Benign

rs1281713774 V214 | Tolerated 0.20 | Benign 0.142 | Neutral | -0.651 Probably 0.17
I Benign

rs200104645 L215 | Tolerated 0.57 | Probably 1.000 | Deleter | -2.759 | Probably 0.17
\ Damaging ious Benign

rs1263158236 D216 | Tolerated 0.06 | Possibly 0.642 | Neutral | -1.600 | Probably 0.17
Y Damaging Benign

rs761896989 D216 | Tolerated 0.28 Benign 0.009 | Neutral | -0.320 | Probably 0.17
\ Benign
D216 | Tolerated 0.43 Benign 0.001 | Neutral | 0.181 Probably 0.17
G Benign

rs768885801 D216 | Tolerated 0.99 | Benign 0.000 | Neutral | 0.062 Probably 0.17
E Benign

rs1219947167 P217 | Tolerated 0.46 | Benign 0.006 | Neutral | -1.545 | Probably 0.17
T Benign

rs775904582 P217 | Tolerated 0.19 | Benign 0.005 | Neutral | -2.438 | Probably 0.17
L Benign
P217 | Tolerated 0.12 | Benign 0.021 | Deleter | -3.028 | Probably 0.17
H ious Benign

rs746301292 D219 | Deleterious 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -3.903 Probably 0.17
N Damaging ious Benign

rs186182902 V220 | Tolerated 0.88 Benign 0.048 | Neutral | -0.368 | Probably 0.17
I Benign

rs746459913 V220 | Tolerated 0.17 | Probably 0.999 | Deleter | -3.382 | Probably 0.17
A Damaging ious Benign

rs375274090 R221 | Tolerated 0.06 | Probably 1.000 | Deleter | -3.876 | Probably 0.17
C Damaging ious Benign
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rs148726891 R221 | Tolerated 0.22 | Probably 0.999 | Deleter | -3.456 | Probably 0.17
P Damaging ious Benign

R221 | Tolerated 0.32 | Benign 0.003 | Neutral | 2.456 Probably 0.17
H Benign

rs372433614 S222 | Tolerated 0.09 | Probably 1.000 | Deleter | -4.336 | Probably 0.17
P Damaging ious Benign

rs867426310 S222 | Deleterious 0.02 Probably 1.000 | Deleter | -4.890 | Probably 0.17
F Damaging ious Benign

rs2091800152 V224 | Tolerated 0.46 | Benign 0.378 | Neutral | -0.721 Probably 0.17
I Benign

rs2091800091 1225 | Tolerated 0.52 | Benign 0.113 | Neutral | -0.645 | Probably 0.17
\Y Benign

rs147250447 E227 | Tolerated 0.25 Probably 0.994 | Deleter | -3.288 | Probably 0.17
K Damaging ious Benign

rs766277023 V228 | Tolerated 0.11 Probably 0.994 | Deleter | -2.683 | Probably 0.17
M Damaging ious Benign

rs760563124 A229 | Tolerated 0.54 | Benign 0.001 | Neutral | -1.627 | Probably 0.17
S Benign

rs763166687 V231 | Tolerated 0.81 Benign 0.001 | Neutral | -0.505 | Probably 0.17
1 Benign

rs147498898 L233 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -3.593 | Probably 0.17
F Damaging ious Benign

rs1439146809 Q234 | Tolerated 0.66 | Benign 0.039 | Deleter | -2.784 | Probably 0.17
K ious Benign

rs569541055 Q234 | Tolerated 0.26 | Benign 0.009 | Deleter | -3.692 | Probably 0.17
H ious Benign

rs917574984 G235 | Tolerated 0.19 | Possibly 0.497 | Deleter | -4.689 | Probably 0.17
R Damaging ious Benign

rs1316345736 D236 | Tolerated 0.05 Probably 0.987 | Neutral | -1.645 | Probably 0.17
Y Damaging Benign

D236 | Tolerated 0.55 Benign 0.311 | Neutral | 0.258 Probably 0.17
N Benign

rs982455872 L238 | Tolerated 0.10 | Probably 0.974 | Deleter | -3.622 | Probably 0.17
F Damaging ious Benign

rs776862353 L238 | Tolerated 0.13 | Probably 1.000 | Deleter | -6.013 | Probably 0.17
H Damaging ious Benign

rs771425697 R239 | Tolerated 0.09 | Probably 1.000 | Deleter | -5.547 | Probably 0.17
C Damaging ious Benign

R239 | Tolerated 0.29 | Probably 0.999 | Deleter | -5.187 | Probably 0.17
G Damaging ious Benign

rs370463374 R239 | Tolerated 0.23 Probably 1.000 | Deleter | -5.215 | Probably 0.17
P Damaging ious Benign

R239 | Tolerated 0.22 | Possibly 0.483 | Deleter | -3.700 | Probably 0.17
H Damaging ious Benign

rs941997415 T241 | Tolerated 0.10 | Benign 0.267 | Deleter | -3.371 Probably 0.17
A ious Benign

rs1262888704 T241 | Tolerated 0.36 | Possibly 0.514 | Deleter | -2.548 | Probably 0.17
S Damaging ious Benign

rs951073014 N243 | Tolerated 1.00 | Possibly 0.638 | Deleter | -5.048 | Probably 0.17
K Damaging ious Benign

rs1311830350 S245 | Tolerated 0.07 | Probably 1.000 | Deleter | -4.558 | Probably 0.17
P Damaging ious Benign

rs778389847 1248 | Tolerated 0.57 | Benign 0.251 | Neutral | -0.898 | Probably 0.17
\Y Benign

rs1241097052 1248T | Deleterious 0.01 Probably 1.000 | Deleter | -4.008 | Probably 0.17
Damaging ious Benign

rs771536811 R249 | Deleterious | 0.03 | Probably 1.000 | Deleter | -5.452 | Probably 0.17
G Damaging ious Benign

rs747718268 R249 | Tolerated 0.22 Probably 0.973 | Neutral | -2.154 Probably 0.17
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Q Damaging Benign

rs778483181 V250 | Deleterious | 0.03 | Probably 1.000 | Deleter | -4.297 | Probably 0.17
F Damaging ious Benign
V250 | Tolerated 0.51 Probably 0.997 | Neutral | -0.859 | Probably 0.17
I Damaging Benign

rs2122438746 P251 | Tolerated 0.49 | Possibly 0.777 | Deleter | -4.555 | Probably 0.17
T Damaging ious Benign

rs768249416 T253 | Tolerated 0.18 Possibly 0.829 | Deleter | -3.850 | Probably 0.17
A Damaging ious Benign

rs1423634389 L254 | Deleterious 0.01 Probably 0.995 | Deleter | -4.653 Probably 0.17
\Y Damaging ious Benign

rs1290244218 V256 | Tolerated 0.15 Probably 0.982 | Deleter | -3.884 | Probably 0.17
F Damaging ious Benign

rs370231533 Q258 | Tolerated 0.09 | Possibly 0.788 | Deleter | -4.807 | Probably 0.17
L Damaging ious Benign
Q258 | Tolerated 0.15 Benign 0.335 | Deleter | -2.511 Probably 0.17
R ious Benign

rs781217864 P260 | Tolerated 0.16 | Benign 0.190 | Deleter | -4.614 | Probably 0.17
S ious Benign

rs548420665 M261 | Tolerated 0.71 Benign 0.007 | Neutral | 0.038 Probably 0.17
\ Benign
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rs2122438376 M261 | Tolerated 0.49 | Benign 0.000 | Neutral | -2.259 | Probably 0.17
R Benign

rs1032983737 R262 | Deleterious | 0.02 | Benign 0.084 | Neutral | 0.657 Probably 0.17
M Benign
R262 | Tolerated 0.19 | Possibly 0.777 | Neutral | 0.236 Probably 0.17
K Damaging Benign

rs2091791834 R262 | Tolerated 0.46 | Benign 0.445 | Neutral | 0.563 Probably 0.17
S Benign

rs200055053 V263 | Tolerated 0.09 | Benign 0.000 | Neutral | -0.442 | Probably 0.17
M Benign

rs6043409 V263 | Tolerated 1.00 | Benign 0.000 | Neutral | 2.102 Probably 0.17
A Benign
V263 | Tolerated 0.90 | Benign 0.002 | Neutral | -0.059 | Probably 0.17
E Benign

rs753971956 G264 | Tolerated 0.70 | Benign 0.000 | Neutral | -2.015 | Probably 0.17
E Benign

rs970135212 N265 | Tolerated 0.05 Benign 0.010 | Deleter | -2.897 | Probably 0.17
T ious Benign

rs1389223302 Q266 | Tolerated 0.35 Benign 0.026 | Deleter | -2.841 Probably 0.17
R ious Benign

rs1354029029 V267 | Tolerated 0.25 Benign 0.001 | Neutral | -2.392 | Probably 0.17
A Benign

rs760893584 N268 | Tolerated 0.37 | Probably 0.993 | Deleter | -2.918 | Probably 0.17
H Damaging ious Benign

rs767975166 V269 | Tolerated 0.17 | Benign 0.001 | Neutral | -0.396 | Probably 0.17
1 Benign

rs2091791335 T270 | Tolerated 0.29 | Probably 0.979 | Deleter | -3.686 | Probably 0.17
A Damaging ious Benign

rs1024803591 Q272 | Tolerated 0.20 | Benign 0.053 | Neutral | -2.206 | Probably 0.17
R Benign
Q272 | Deleterious 0.05 Probably 1.000 | Deleter | -3.948 | Probably 0.17
P Damaging ious Benign

rs1475658105 Q272 | Deleterious | 0.02 | Benign 0.004 | Neutral | -1.418 | Probably 0.17
H Benign

rs1823350212 F276 | Tolerated 0.37 Probably 1.000 | Deleter | -5.023 Probably 0.17
L Damaging ious Benign

rs1421002880 Y277 | Tolerated 0.32 Probably 1.000 | Deleter | -4.231 Probably 0.17
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H Damaging ious Benign

rs2122437520 Y277 | Tolerated 0.54 | Probably 1.000 | Deleter | -7.602 | Probably 0.17
S Damaging ious Benign

rs2091791103 P278 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -6.776 | Probably 0.17
S Damaging ious Benign

rs1251377665 P278 | Deleterious 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -7.735 | Probably 0.17
H Damaging ious Benign

rs1196245641 S280 | Tolerated 0.59 | BENIGN 0.000 | Neutral | 0.235 probably benign | 0.17
N

rs1319116368 Q282 | Tolerated 0.05 BENIGN 0.002 | Deleter | -4.789 | probably benign | 0.17
L ious

rs547549347 T2841 | Tolerated 0.72 | Possibly 0.790 | Deleter | -3.924 | probably benign | 0.17

Damaging ious

T284 | Tolerated 0.08 Possibly 0.916 | Deleter | -2.720 | probably benign | 0.17
S Damaging ious

rs367852522 W285 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -11.059 | probably benign | 0.17
C Damaging ious

rs142972068 S286 | Tolerated 0.27 | Benign 0.004 | Neutral | -0.939 probably benign 0.17
P

rs6034239 S286 | Tolerated 0.64 | BENIGN 0.000 | Neutral | 5.018 probably benign | 0.17
L
3586 Deleterious | 0.05 | BENIGN | 0.004 | Neutral | -0.156 | yrobably benign | 0-17

rs757208638 E287 | Deleterious 0.02 Probably 1.000 | Deleter | -5.883 probably benign 0.17
G Damaging ious

rs1454488399 E287 | Tolerated 0.40 Possibly 0.909 Deleter -3.088 | probably benign | 0-17
K Damaging 1ous

rs1460681957 V291 | Deleterious | 0.01 | BENIGN | 0.407 | Deleter | -3.880 | probably benign | 0-17
E ous

rs141069067 1729 1 | Tolerated 0.26 | BENIGN 0.001 | Neutral | -1.318 probably benign | 0-17
;7/[291 Tolerated 0.14 | BENIGN 0.330 | Neutral | -1.042 probably benign 0.17

rs2091790419 R294 | Tolerated 0.67 | BENIGN 0.407 | Neutral | 3.498 probably benign | 0.17
T

rs145447195 S298 | Tolerated 0.35 BENIGN 0.001 Deleter -2.950 probably benign 0.17
L 1ous

rs756394138 T2991 | Tolerated 0.42 | BENIGN 0.018 | Neutral | -1.971 | probably benign | 0.17

rs148883600 L300 | Tolerated 0.23 | BENIGN 0.028 | Neutral | -2.007 | probably benign | 0.17
F
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L300 | Tolerated 0.11 BENIGN 0.028 | Neutral | -1.199 | probably benign | 0.17
\Y%
rs2122436311 T301I | Tolerated 0.71 BENIGN 0.004 | Neutral | -0.819 | probably benign | 0.17
rs1471293832 T301 | Tolerated 0.09 | BENIGN | 0223 | Deleter | -2.970 | yrobably benign | 0-17
P 1ous
rs1430296364 E302 | Tolerated 0.06 | Probably 1.000 | Deleter | -4.813 | probably benign | 0.17
G Damaging ious
rs1469609571 K304 | Tolerated 0.76 | Probably 0.981 | Deleter | -2.878 | yrobably benign | 0-17
E Damaging ious
rs762205668 K304 | Tolerated 0.09 | Probably 1.000 | Deleter | -4.292 | probably benign | 0.17
M Damaging ious
rs542506528 D305 | Deleterious | 0.01 Probably 1.000 | Deleter | -7.733 | probably benign | 0.17
Y Damaging ious
D305 | Deleterious 0.02 Probably 1.000 | Deleter | -5.883 | probably benign | 0.17
H Damaging ious
rs764721660 T3071 | Deleterious | 0.00 | Probably Deleter | -5.126 | probably benign | 0.17
Damaging ious
0.997
T307 | Deleterious 0.00 | Probably 0.999 | Deleter | -4.251 | probably benign | 0.17
N Damaging ious
rs1288820175 T3111 | Tolerated 0.44 | Benign 0.001 | Deleter | -2.948 | probably benign | 0.17
ious
rs2091789740 W313 | Deleterious | 0.02 | Possibly 0.903 | Deleter | -9.124 | probably benign | 0.17
S Damaging ious
rs775068837 W313 | Deleterious 0.01 Probably 1.000 | Deleter | -9.118 | probably benign | 0.17
R Damaging ious
rs574972022 53 14 | Tolerated 0.42 | Benign 0.000 | Neutral | 1.913 probably benign 0.17
rs200982024 L315 | Tolerated 0.10 | Probably 1.000 | Deleter | -5.983 probably benign 0.17
P Damaging ious
rs41275436 V316 | Tolerated 0.46 | Benign 0.361 | Neutral probably benign | 0.17
L -2.412
rs2091789562 1318 | Tolerated 0.100 | Benign 0.000 | Neutral | -0.121 | probably benign | 0.17
K
rs1316683956 S319 | Deleterious | 0.02 | Benign 0.284 | Deleter probably benign | 0-17
F ious -4.854
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rs1322463631 D320 | Tolerated 0.07 | Possibly 0.731 | Neutral | -0.594 | ,robably benign | 0-17
Y Damaging
rs1217126513 Q321 | Tolerated 0.57 | Benign 0.021 | Neutral | -0.802 | probably benign | 0.17
K
rs201051307 D323 | Deleterious 0.02 Benign 0.368 | Deleter probably benign | 0.17
G ious -3.766
rs777554720 D323 | Deleterious | 0.00 | Probably 0.979 | Deleter | -4.266 | probably benign | 0.17
Y Damaging ious
rs749290871 D324 | Tolerated 0.50 | Benign 0.001 | Neutral | -1.257 | probably benign | 0.17
E
rs1172046249 D324 | Tolerated 0.17 Benign 0.013 | Deleter | -2.890 probably benign 0.17
G ious
rs2091789298 V325 | Tolerated 0.06 | Benign 0.255 | Neutral | -1.170 | probably benign | 0.17
M
rs780208812 V326 | Deleterious | 0.04 | Possibly 0.774 | Deleter | -3.081 probably benign 0.17
F Damaging ious
V326 | tolerated 0.30 | Benign 0.007 | Neutral probably benign | 0.17
I -0.537
rs2091789172 T328 | Deleterious 0.00 | Probably 0.974 | Deleter | -3.936 0.17
A Damaging 10us probably benign
rs781459773 C329 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -9.913 | probably benign | 0.17
R Damaging ious
1209178904 Deleterious 0.00 Probabl‘y 0.996 Deleter -2.578 | probably benign | 0.17
V331 Damaging ious
4 L
751933850 H333 | Deleterious | 0.00 Posmbly 0.933 Deleter -4.523 | probably benign | 0.17
Y Damaging 10us
1576944150 H333 | Deleterious 0.00 Posmbly 0.909 Deleter -8.337 | probably benign | 0.17
L Damaging 1ous
rs972382882 H333 | Deleterious 0.00 | Probably 0.995 | Deleter | -5.909 | probably benign | 0.17
Q Damaging ious
+$373199508 D334 | Deleterious | 0.00 | Probably 1.000 | Deleter | -6.639 | probably benign | 9-17
Y Damaging 10us
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5128187351 G335 | Tolerated 0.05 Posmbly 0.727 Deleter -5.319 probably benign | 0.17

9 R Damaging 1ous

rs145754609 G335 | Deleterious 0.04 Probabliy 0.998 Deleter -6.395 probably benign 0.17
\'% Damaging 1ous

sT76416912 11;337 Tolerated 0.54 | Benign 0.011 | Neutral | 5.267 probably benign 0.17

541275434 A338 | Deleterious | 0.00 Posmbly 0.755 | Neutral | -1.843 | probably benign | 0.17
v Damaging

15209178856 ;7339 Deleterious | 0.49 | Benign 0.003 | Neutral | -0.738 probably benign 0.17

4

rs137729084 181340 Deleterious | 0.01 Benign 0.166 | Neutral | -1.606 | probably benign | 0.17

4

15148596804 R342 | Deleterious | 0.05 Probabliy 0.976 | Neutral | -1.670 | probably benign | 0.17
C Damaging

5748098905 E342 Tolerated 0.07 | Benign 0.000 | Neutral | 0.153 probably benign | 0.17

1$369760423 ?344 Tolerated 0.86 | Benign 0.000 | Neutral | 0.435 probably benign 0.17
A344 | Tolerated 0.31 Benign 0.036 | Neutral | -1.342 0.17
P probably benign

rs134432311 5346 Tolerated 1.00 | Benign 0.001 | Neutral | -0.623 | probably benign | 0.17

5

15147629385 X347 Tolerated 0.17 | Benign 0.000 | Neutral | -0.816 probably benign 0.17

6

rs2091788127 T3481 | Tolerated 0.24 | Benign 0.001 | Neutral | -2.020 0.17
probably benign
rs2091788003 Q351 | Tolerated 0.71 Benign 0.005 | Neutral | -1.721 | probably benign | 0.17

R
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rs746007484 D353 | Tolerated 0.09 | Benign 0.001 | Deleter | -2.635 | probably benign | 0.17
G ious

rs78053816 Q354 | Tolerated 0.46 | Benign 0.017 | Neutral | -1.442 | probably benign | 0.17
E
Q354 | Tolerated 0.18 | Benign 0.017 | Neutral | -2.097 | probably benign | 0-17
K

rs751880612 Q354 | Tolerated 0.09 | Benign 0.004 | Deleter | -3.504 | ,robably benign | 0-17
P ious

rs778222328 S355 | Tolerated 0.64 | Benign 0.046 | Neutral | -0.298 | probably benign | 0.17
N

rs147969759 S355 | Tolerated 0.31 Benign 0.003 | Neutral | -1.136 | probably benign | 0.17
R

rs1283794975 T3591 | Deleterious | 0.01 Benign 0.005 | Neutral | -1.727 probably benign 0.17

rs547634798 P360 | Tolerated 0.16 | Benign 0.134 | Neutral | -1.779 probably benign 0.17
R
P360 | Tolerated 0.26 | Benign 0.000 | Neutral | -1.172 | probably benign | 0.17
H

rs2091787645 P360 | Tolerated 0.17 | Benign 0.000 | Neutral | -0.633 probably benign 0.17
S

rs2091787523 G361 | Tolerated 0.65 | Possibly 0.952 | Neutral | -1.323 | probably benign | 0.17
S Damaging

rs747232069 P362 | Tolerated 0.24 | Benign 0.180 | Neutral | 0.117 0.17
S probably benign

rs777894070 P362 | Tolerated 0.06 | Possibly 0.004 | Neutral | -0.440 | probably benign | 0.17
L Damaging
P362 | Tolerated 0.07 | Possibly 0.799 | Neutral | -0.337 probably benign 0.17
R Damaging
P362 | Tolerated 0.08 | Possibly 0.662 | Neutral | -0.126 | probably benign | 0.17
Q Damaging

rs748516544 A363 | Tolerated 0.95 Possibly 0.751 | Neutral | 0.364 probably benign 0.17
S Damaging
A363 | Tolerated 0.71 Benign 0.00 | Neutral | -0.152 | probably benign | 0.17
T 5

rs1399764109 ;364 Tolerated 0.94 | Benign 0.039 | Neutral | -0.679 probably benign 0.17

rs1178495642 S365 | Deleterious | 0.01 Benign 0.410 | Neutral probably benign | 0.17
F -1.208
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rs2091739530 L366 | Tolerated 0.64 | Benign 0.165 | Neutral | -0.900 | probably benign | 0.17
F

rs35062363 A368 | Tolerated 0.49 | Benign 0.002 | Neutral | -0.921 | probably benign | 0.17
\Y%
A368 | Tolerated 0.26 | Benign 0.180 | Neutral | -1.990 | yrobably benign | 0-17
E

rs2091739323 L370 | Deleterious 0.05 Probably 0.998 | Neutral | -1.915 | probably benign | 0.17
F Damaging

rs2122388180 L371 | Deleterious 0.01 Probably 0.999 | Deleter | -4.444 | probably benign | 0.17
H Damaging ious

rs1465470091 1372 | Deleterious | 0.00 | Possibly 0.877 | Deleter | -3.101 | yrobably benign | 0-17
R Damaging ious
1372T | Deleterious | 0.01 Neutral | -1.008

rs1286427526 V374 | Tolerated 0.27 | Benign 0.009 | Neutral | 0.354 0.17
I probably benign

rs1224452521 V374 | Deleterious 0.01 Possibly 0.679 | Deleter | -3.145 0.17
D Damaging 1ous probably benign

rs767134003 L375 | Tolerated 0.30 | Probably 0.995 | Neutral | -1.697 | probably benign | 0.17
F Damaging

rs868456979 P378 | Tolerated 0.05 | Possibly 0.622 | Neutral probably benign | 0-17
R Damaging -2.160
P378 | Délétére 0.02 Deleter | -2.738
H ious

rs561280167 Y380 | Deleterious | 0.00 | Probably 0.999 | Deleter | -3.796 | probably benign | 0-17
C Damaging 10us
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