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Le géne BRCAL est un géne suppresseur de tumeur et son altération moléculaire
pourra conduire & un risque accru de cancer du sein et ovaire. Dans le but de contribuer a
I’étude moléculaire, nous nous sommes intéressés a 1’étude in silico des fonctionnalités de
deux mutations du gene BRCALlidentifiées chez des patients Algériens a savoir la mutation :

c.122A>G et la mutation ¢.135G>C.

Ainsi, les effets déléteres de deux mutations ont été prédites en utilisant un protocole
d’étude in silico constituée de différents logiciels (I-Mutant 2.0 ; SIFT ; Polyphen-2 ; Align

GVGD ; Project HOPE).

La mutation ¢.122A>G est prédite comme étant delétere altérant la protéine BRCA1
tandis que la substitution ¢.135G>C est prédite comme non délétére. En fait, les changements
physicochimiques entre les acides aminés natifs et mutés perturbent la stabilité de la protéine et

peuvent engendrer la perte d’interaction avec d’autres molécules. Nos résultats ont montré que ces
différents logiciels sont cohérents et que leur combinaison pourrait augmenter les

performances de prédiction de 1’effet de ces mutations.

Cette étude nous a permis de mieux comprendre I’effet des mutations et a dévoilé

I’importance des études de prédiction par des logiciels bio-informatiques

Mots clés : BRCAL : in silico ; mutation, faux sens .
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The BRCAI gene is a tumor suppressor gene and its molecular alteration may lead to
an increased risk of breast and ovarian cancer. In order to contribute to the molecular study,
we were interested in the in silico study of the functionalities of two mutations of the BRCAI
gene identified in Algerian patients, namely, ¢.122A>G mutation and c135G>C mutation.

Thus, the deleterious effects of two mutations were predicted using an in silico study
protocol consisting of different software (I-Mutant 2.0; SIFT: Polyphen-2; AlignGVGD;

Project HOPE).

The ¢.122AG mutation is predicted to be deleterious altering the BRCAL protein while
the ¢.135G>C substitution is predicted to be non-deleterious. Indeed, physicochemical
changes between native and mutated amino acids disrupt the stability of the protein and can
cause the loss of interaction with other molecules. Our results have shown that these different
software are consistent and that their combination could increase the performance of

predicting the effect of these mutations.

This study allowed us to better understand the effect of mutations and revealed the

importance of prediction studies by bioinformatics software.

Keywords:BRCAL,; in silico; mutation ; missense.
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Introduction

Le cancer est une pathologie caractérisée par la multiplication et la propagation
anarchiques de cellules malignes initialement normales ayant subit un panel de mutations ou
une instabilité génétique au sein d’un tissu normal et pouvant affecter d’autres organes, ce
sont les métastases. Si la propagation n'est pas contrblée, le cancer peut entrainer la
mort.(Benyelles, 2018)

L’existence d’une composante multigénique du cancer a ét¢ démontrée par différentes
études depuis longtemps et aide désormais a mieux comprendre les déterminants génétiques
de [lapparition du cancer et leur interaction avec les facteurs de risque
environnementaux.(Delort, 2007)

Les genes considérés comme ayant une implication significative dans la mise en place
du processus de cancérisation sont les génes de réparation de I’ADN, les genes du
métabolisme des xénobiotiques, les oncogénes et les anti-oncogénes. S’agissant de ces
derniers, de nombreuses études ont souligné 1’existence d’une relation entre les altérations
moléculaires de nombreux entre eux et la survenue des cancers. En effet, les altérations
constitutionnelles du gene suppresseur du tumeur BRCAL sont a I’origine des formes

héréditaires de cancers du sein et de 1’ovaire.(Taste, 2007)

Bien que plusieurs études sont réalisées sur le géne BRCAldans différentes
populations, les données de la littérature sur le spectre des mutations de ce géne en Algérie

sont pauvres en raison d’un manque d’études. (Cherbal, 2010)

Au cours de ce travail, en se référant aux données de la littérature, les mutations
semblant spécifiques a la population Algérienne sont analysées afin de prédire leurs éventuels

effets déléteéres en utilisant différents logiciels d’étude in silico(Salhi et al., 2006).
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I.  Notion oncogéne et anti anti-oncogéne

La transformation maligne résulte de l'accumulation d'événements mutationnels
successifs: des mutations germinales ou acquises altérent le fonctionnement normal de
certains génes impliqués dans le contrdle de la division et la différenciation
cellulaire(Andrieu, Colonna, & Lévy, 1997).Toutefois, I’apparition d’anomalies

chromosomiques constitue une étape fondamentale de la cancérogenése (Boveri, 1929).

L'étude des cancers a permis d'identifier deux catégories de génes: les anti-oncogénes et
les proto-oncogenes. Ces derniers ont une action stimulatrice sur la division cellulaire, mais
leur expression est régulée. Ils s’activent en oncogenes lorsqu'ilssubissent des altérations
sporadiques ou plus rarement constitutionnelles. Leur mode d'action est dominant car il suffit
qu'un seul des deux alléles soit muté pour que leur action puisse s’exercer.Les anti-
oncogénes :ont une action inhibitrice de la division cellulaire. Leur mode de fonctionnement
est récessif, puisque la perte de fonction nécessite 1’inactivation des deux all¢les de ces
mémes genes. lls subissent aussi bien des mutations germinales que des mutations
somatiques(Zografos, 2002). En effet, la transformation cancéreuse résulte des mutations
entrainant I’augmentation de 1’activité des proto-oncogenes ou la diminution de I’activité des
anti- oncogenes(Coppola, 2010).Le gene BRCAL (Breast Cancer susceptibilitygene 1) fait
partie de la famille des genes suppresseurs des tumeurs dont les mutations inactivatrices

prédisposent au cancer du sein et de I’ovaire.

Il.  Description du géne BRCA1

Le géne BRCAL est porté par le chromosome 17 situé dans la région 17921 (Miki et al.,
1994) (Figure 01).11 comporte 22 exons occupant environ 110kilobases (kb) sur I’ADN
génomique, dont la taille varie de 40 paires de bases (pb) a 3425 pb. L’exon 11 représente a
lui seul 3426 pb (60% de la séquence codante de BRCAL). Cette taille importante rend
d’ailleurs son étude délicate. Les autres exons quant a eux sont de plus petites tailles. Parmi

les exons, 22 sont codants et deux considérés comme non codants :

-L’exon 1: en amont du codon d’initiation de traduction ATG (situé dans 1’exon 2). Il

correspond a la majeure partie de la région 5’UTR du géne

—L’exon 4 : identifié initialement comme un exon, il s’agit en fait d’une séquence Alu non

codante. Il n’est d’ailleurs méme pas représenté le plus souvent.
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Les séquences introniques (de tailles variant de 403 pb a 9,2 kb) représentent 91% du géne et

contiennent une forte quantité de séquences répétées de type Alu.(Ruiu, 2015)

=- 17p13.2
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— 17921.32

- 17922

- ceemm
= 17q23.2
—  17q24.1

= =
= 17q24.3
[ |

17921.2
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Figure 1:Localisation du gene BRCA1(Brody et al., 1995)

I11.  Structure de la protéine

La région codante du gene «Coding DNA Sequence (CDS) » s’étend sur 5,7kb et code
pour une phosphoprotéine nucléaire appelée BRCAL1 (UNIPROT :Q3B891) dont la masse

moléculaire est de 190KiloDalton (kDa)et constituée de 1863 acides aminés (aa)
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Figure 2:Représentation schématique des domaines fonctionnels de la protéine
BRCAL.(Savage et al., 2014)

La protéine BRCAL comprend différents domaines structuraux et fonctionnels suivants :

-Au niveau de I’extrémité N-terminale, on retrouve le domaine RING (Realy Interesting New
gene) : il s’agit d’'un domaine en doigt de Zinc, qui grace a sept résidus cystéine et un résidu
histidine, se lie a deux ions Zn+2, ce qui stabilise sa structure (Brzovic, Rajagopal, Hoyt,
King, & Klevit, 2001; Meza, Brzovic, King, & Klevit, 1999).11 est responsable de 1’activité
E3-ubiquitine ligase de BRCAI, ainsi que I’interaction avec BARD1 (BRCA1 Associated
RING Domain protein 1) (Brzovic et al.,, 2001). Cette extrémité comporte également
deuxséquences d’exportation nucléaire NES (Nuclear export signal) (Rodriguez &

Henderson, 2000).

- La région centrale codée par les exons 11-13 représente 65 % de la séquence peptidique et
comporte deux domaines NLS (Nuclear Localization sequences) qui interviennent dans le
transport de BRCAL du cytosol vers le noyau ((C.-F. Chen et al., 1996), ainsi que différents
sites de liaison pour de nombreuses protéines (Clark, Rodriguez, Snyder, Hankins, &
Boehning, 2012) : la protéine Rb (Retinoblastomaprotein) qui a un réle régulateur du cycle
cellulaire, un facteur de transcription c-Myc et RAD50 et RAD51 impliqués dans la
réparation de I’ADN.

Au sein de cette région, il existe également un domaine en super hélice (coiled-coildomain)
qui s’associe avec PALB2 (Partner and localizer of BRCAZ2) et un site de phosphorylation par
CHK2 au niveau de la sérine 988 (S988)(Y. Zhang et al., 2004).
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-L’extrémité C-terminale présente, un domaine SCD (Serine Cluster Domain), dont une
portion est localisée dans la région codée par I’exon 11-13 (Paul & Paul, 2014), contient de
nombreux résidus sérineglutamine (SQ) ou thréonine-glutamine (TQ) qui peuvent étre
phosphorylés  par  différentes  kinases suite aux lésions de I’ADN tel
PIKKs(phosphatidylinositol 3 kinase-related kinases) ; ATM (ataxia-telangiectasia mutated)
et ATR (ATM and Rad3-related) et dépendamment du résidu phosphorylé va étre responsable
de nombreuses fonctions de BRCAL1(Traven & Heierhorst, 2005) et deux domaines BRCT
(BRCAL Carboxyl Terminal) en tandem (Williams, Green, & Glover, 2001).

IV. ROle et fonction de la protéine

La protéine BRCA1 est exprimée de fagon ubiquitaire chez I’étre humain. Cette
expression corréle de prés avec les degrés de prolifération cellulaire et varie au cours du cycle
cellulaire avec des niveaux maximum a la transition G1/S(Sopik, Phelan, Cybulski, & Narod,
2015). C’est une protéine dite « caretaker » dont I’inactivation crée un état permissif dans
lequel la cellule accumule des défauts cellulaires qui amenent wune instabilité
chromosomique.Elle est impliquée dans des fonctions essentielles et selon son partenaire elle
joue un réle de pivot a la fois dans la réparation de I’ADN, la régulation du cycle cellulaire, la

transcription et I’ubiquitination(Hadj Bekkouche, 2018).

v' BRCAL et le remodelage de la chromatine

La protéine BRCAL joue un réle dans le remodelage de la chromatine en se liant aux
histones acétyle transférases (HAT) p300/CBP (Pao, Janknecht, Ruffner, Hunter, & Verma,
2000) et SWI/SNF (Mating type Switch/sucrose non-fermenting) (Harte et al., 2010).

L’activité de régulation translationnelle de BRCA1 semble s’effectuer a la fois par le biais de
co-activateurs et co-répresseurs, mais aussi par le recrutement de protéines impliquées dans le

remodelage de la chromatine.
v" BRCAL1 et la régulation du cycle cellulaire

L’activit¢ de BRCA1 dans la régulation de plusieurs points de restriction du cycle
cellulaire est effectuée en partie par le controle transcriptionnel de génes clés (exemple :
GADDA45A) et par son association a des protéines de régulation(Hadj Bekkouche, 2018).

BRCAL forme des complexes qui régulent le cycle cellulaire : au sein du complexe
BACH1 (BRCA1l-associated C-terminal hélices) ou FANCJ (Fanconi anemia group J
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protéine) ou BRIP1 (BRCAL interacting protéine C-terminal hélices 1) régule le point de
contréle G1/S (Kumaraswamy & Shiekhattar, 2007) et le point de contréle G2/M (Yu, Chini,
He, Mer, & Chen, 2003). BRCAL et TOPBP1 ( Topo isomérase DNA Il Binding Protein 1)
colocalisent dans la fourche de réplication durant la phase S aprés traitement par différents

agents génotoxiques (exemple : hydroxyurée, UV, zeocin) (Makiniemi et al., 2001).

v’ Activité ubiquitine ligase de BRCA1

BRCAL1 possede une activité ubiquitine ligase acquise par son interaction avec BARD1,
sur différents substrats: les histones, I’ARN polymérase II, la tubuline gamma, le récepteur
alpha de I’cestrogéne (Boulton, 2006). De plus, Le complexe BRCA1- BARDL1 par son
activité ubiquitine ligase (E3 ligase) régule le point de contréle G2/M(Shabbeer et al., 2013;
Yu et al., 2003).

v Régulation de la transcription

BRCAL intervient également dans la régulation de la transcription en se liant avec
I’ARN polymérase II via I’interaction avec ARN Helicase(Anderson, Schlegel, Nakajima,
Wolpin, & Parvin, 1998). BRCA1 a aussi un role Co-activateur de p53, en se liant a la région
promotrice de nombreux genes régulés par p53 favorisant ainsi leur transcription (H. Zhang et
al., 1998).

v’ Réparation de ’ADN

Dans un premier temps elle intervient dans la détection des lésions de I’ADN et la
transmission du signal d’activation; en effet la protéine BRCA1 est phosphorylée par les
kinases ATM, ATR et CHK2 activées en réponse aux cassures double-brin induites par les
radiations ionisantes, UV (Ultraviolets) etc.(Gatei et al., 2001; Traven & Heierhorst, 2005).
Elle prend part a la recombinaison homologue a plusieurs niveaux; la protéine BRCAL au sein
du complexe BRCA1-MRN-Ctlp, I’associant a MRN (MRE11/RAD50/NBS1) et CtIP (C-15
terminal building proteine inter acting proteine) participe a la résection de I’ADN, étape
nécessaire a I’initiation de la recombinaison homologue (L. Chen, Nievera, Lee, & Wu, 2008)
et par sa liaison avec RAD51 (Radiation sensitivité anormale 51) qui est une recombinase
essentielle a toutes les phases de la recombinaison homologue (Cousineau, Abaji, &

Belmaaza, 2005).En interagissant avec RADS50 et I’ADN dans le complexe protéique MRN,
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BRCAL intervient également dans la réparation par le NHEJ et régule négativement le
processus alt-NHEJ, trés mutagene (Zhuang et al., 2006).

En plus, de ces activités, BRCA1 posséde d’autres fonctions cellulaires généralement

moins bien connues.

V. Implication des mutations du géne dans le développement des cancers

La protéine BRCAL est impliquée dans une voie de réponse aux dommages a I'ADN qui
est associée a l'activation de la recombinaison homologue et a la réparation des cassures a
double brin, et donc au maintien de l'intégrité du génome (Cantor et al., 2001). Un réle pour
BRCA1 dans la transcription a été suggéré puisque BRCAL est un composant de
I'noloenzyme ARN polymérase |l et possede des domaines d'activation de la transcription
(Scully, Chen, Ochs, et al., 1997). De plus, le BRCAL s'associe physiquement a la p53 et
stimule l'activité transcriptionnelle des génes impliqués dans l'apoptose et I'arrét du cycle
cellulaire (Derynck, Zhang, & Feng, 1998)

Le géne BRCA 1 est un gene impliqué dans les formes héréditaires de cancer du sein et de
I’ovaire. Le risque dans la population générale de développer un cancer du sein est de 12% et
celui d’un cancer de I’ovaire est de 1,4%. Ces risques sont augmentés chez une femme

présentant une anomalie du gene BRCA I(Senechal & Mouret-Fourme) .

Le fait d'étre porteur d'une mutation du BRCAL de la lignée germinale augmente
considérablement le risque de développer un cancer du sein et/ou de I'ovaire. La mutation du
BRCAL se produit dans environ 34 a 58 % des familles de cancers du sein et/ou de I'ovaire, et
la majorité des mutations du BRCA1 (environ 80 %) entrainent I'encodage d'une protéine
tronquée. Il est intéressant de noter que les porteurs de mutation BRCA1L atteints d'un cancer
de I'ovaire avancé ont de meilleurs taux de survie a 5 ans que les cas non familiaux (77 mois
contre 29 mois)(Rubin et al., 1996).

En effet, plus de 600 mutations ou variations de séquence ont été identifiées sur ce
gene. une anomalie du géne BRCA | est retrouvée chez 3 a 5% des femmes présentant un
cancer du sein. chez une femme porteuse, le risque de développer au cours de sa vie un cancer
du sein est d’environ 65% et un cancer de 1’ovaire d’environ 45%(Wojnarowicz, 2012).

De plus, une mutation de ce géne augmente également le risque de survenue d’un cancer de

la prostate chez I’homme et celui du colon.(\Wojnarowicz, 2012).
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Les mutations les plus fréequentes sont : C4446T, 2953delCT et GinsC. Les mutations
intragéniques somatiques du BRCAL sont rarement rapportées dans le COU, ou d'autres
cancers. Bien que la mutation somatique du BRCA1 ait rarement été signalée, la
méthylation du BRCA1 par le promoteur a été signalée dans 10 a 20 % des cancers du sein
/ovaire (Scully, Chen, Plug, et al., 1997)

VI. Labioinformatique
V1.1. Définition et historique

La bioinformatique est une discipline scientifique récente qui englobe la collecte,
I’organisation et 1’analyse de données biologiques au moyen de I’outil informatique. Le terme
bioinformatique regroupe, sous le méme mot, 2 approches. La premiére approche correspond
a la sensibilité plus informatique du domaine et consiste en I’¢laboration d’algorithmes et le
développement de programmes pour extraire I’information biologique ainsi que la création de
banques de données. La seconde approche correspond a la bio-analyse dont le but est centré
sur 1’analyse de ces données et leur signification dans un contexte biologique. Ces 2
approches, bio-analytique et informatique, sont complémentaires et sont naturellement liées
I’une a I’autre dans leur évolution. En effet, I’étude d’un systéme biologique complet n’est
rendue possible que par I’existence d’outils adaptés et performants et la bonne compréhension
des systemes biologiques permet de mettre au point des programmes adaptés et efficaces
(Blanc et al., 2007).

L’essor de la bioinformatique est du a I’émergence et a la diffusion de I’informatique
qui a permis de disposer d’ordinateurs puissants capables de stocker et de traiter un nombre
croissant de données, mais également, son développement se fait grace a la compréhension
des objets biologiques majeurs (ADN, ARN et protéine) et I’avénement d’outils de
prédictions(Blanchet, 1999) .L’évolution conjointe de ses 2 approches de la bioinformatique
en fait actuellement une discipline indispensable a la compréhension du vivant (Glass et al.,
2009).

Initialement, la bioinformatique consistait a créer et a maintenir des bases de données
pour le stockage de I’information biologique comme les séquences nucléotidiques et d’acides
aminés. Le passage de la recherche en biologie de I’étude d’un seul géne a I’étude de

génomes et de protéomes d’organismes complets, a nécessité des moyens de calculs de plus
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en plus importants, le rassemblement des banques de données existantes comme
GenBank/EMBL/DDBJ, le développement de programmes performants (BLAST, FASTA...)
et le developpement de nouvelles techniques (les puces a ADN,....). L’analyse de cette grande
quantit¢ de données n’est rendue possible que parl’utilisation de la bioinformatique. En effet,
la bioinformatique est un ¢élément essentiel pour le passage de la biologie a 1’ére post

génomique et aux études a haut débit (Aube et al., 2004).

V1.2.Les banques de données

La nécessité d’acces rapide et facile a I’information a toujours été une demande de la
part des biologistes et un moteur de développement de la bioinformatique, ce besoin s’est fait
encore plus pressant avec 1’évolution des techniques du séquengage. Cet acces rapide et
organisé se traduit par la création de banques de données(Barbier & Rasmont, 2003).

C’est au début des années 1980s, que les premieres banques nucléiques sont apparues.
Avant, il existait uniquement des bangques de séquences protéiques et de structures
tridimensionnelles (Bunnell, Gonzalez, & Stein, 2003).

Les banques de données sont de deux types :celles qui correspondent a une collecte la
plus exhaustive possible, offrant finalement un ensemble hétérogene d’informations (banques
généralistes) et celles qui correspondent a des données plus homogenes établies autours d’une
thématique, offrant une valeur ajoutée a partir d’une technique particuliére ou d’un intérét
suscité par un groupe d’individus (banques spécialisées).

Les caractéristiques des banques de données sont: I’unification, la standardisation et

I’interconnexion (Bunnell et al., 2003)

e Les banques nucléiques :
Les trois grandes banques généralistes de séquences nucléotidiques, gratuitement
accessibles sont :
EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl) en Europe,

Gen Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) auxEtats-Unis

la DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp/) au Japon.

L’EMBL, a €té crée en 1980 a Heidelberg (Allemagne) et est maintenue depuis 1994 par
I’EBI (EuropeanBioinformatic Institute), a Cambridge (Angleterre)(Stoesser, Sterk, Tuli,
Stoehr, & Cameron, 1997).


http://www.ebi.ac.uk/embl
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.ddbj.nig.ac.jp/
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GenBank, a été mise en place en 1979 au LANL (Los Alamos National Laboratory), a

Los Alamos (Etats-Unis). Depuis 1992, elle est maintenue au NCBI (National Center for
Biotechnology Information), a Bethesda (Etats-Unis) (Benson et al., 2002).

Enfin, la DDBJ, a débuté son activité en 1987, cette banque a été créée, et est toujours

maintenue au NIG (National Instiute of Genetics), a Mishima (Japon) (Ding et al., 2008).

EMBL, GenBank et la DDBJ sont distribuées par les centres sous la forme d’un ensemble de
fichiers plats regroupant les séquences en fonction de criteres taxonomiques (procaryotes,

Virus, Primates, ...) ou de leur origine (EST, STS).

A Tintérieur de ces fichiers, chaque séquence est contenue dans une structure appelée "entrée

", une entrée comprenant une quantité variable d’informations liée a la séquence considérée.

Les informations en question sont introduites au niveau de " champs " bien définis. Le format

de stockage utilisé peut étre différent d’une banque a I’autre.

e Les banques protéiques :

La premiére banque informatique de séquence de protéines date de la fin des années 1970s
avec la création de la NBRF/PIR (Protein Identification Resource) grace au GUMC
(Georgetown UniversityMedical Center) et de la NBRF (National
BiomedicalResearchFoundation), résultant de la version imprimée de 1’Atlas of
ProteinSequence and Structure de Margaret Dayhoff (USA). En 1986, une version reformatée
et corrigée de la NBRF/PIR nommée Swiss-Prot voit le jour a ’EMBL(Bairoch & Apweiler,
2000).

Depuis plus de 30 ans, I’importance de ces banques de séquences n’a fait que croitre et elles
constituent désormais la pierre angulaire de la compréhension des fonctions des protéines

dans la vie cellulaire(Boyer, 2015).

Les trois banques de séquences protéiques majeures (Swiss-Prot, TTEMBL et PIR) sont
réunies en une seule et unique banque qui est distribuée sous le nom d’UniProt (United
ProteinDatabases) (Mulder et al., 2005)De plus, Il existe plusieurs banques protéiques

specialisees.dont la plus célebre la banque PDB.

12
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PDB:

La PDB (Protein Data Bank), est la principale banque internationale de structures
tridimensionnelles. Cette banque a été fondée en 1971 par le BNL (Brookhaven National
Laboratory) et contenait 7 structures. Depuis 1998, elle est sous la tutelle du RSCB
(ResearchCollaboratory for Structural Bioinformatics) (Harkness, Sussman, Davies-Jones,
Greenwood, & Woodroofe, 2003)

Les structures de protéines constituent I’essentiel des entrées de la PDB avec plus de
32500 entrées en 2006, mais il existe également des structures de molécules d’ARN et
d’ADN, de complexes protéines-acides nucléiques (Kouranov et al., 2006) Ces structures sont
déterminées expérimentalement par cristallographie aux rayons X, par RMN (Résonnance
Magnétique Nucléaire) ou encore microscopie électronique. On peut noter que plus de 90%
des structures déposées dans la PDB sont résolues par la technique de cristallographie aux

rayons X (Berman et al., 2000).

Les entrées de la banque comprennent des informations sur les structures primaires et
secondaires des molécules considérées, les coordonnées atomiques, souvent des détails des
expériences (conditions de cristallisation, empilement cristallin, statistiques d’affinement,

etc.) ainsi que des références bibliographiques(Sussman et al., 1998).

V1.3.0utils bio-informatiques d’analyse de séquences :

Les outils bioinformatiques disponibles offrent plusieurs alternatives: comparer la
séquence d’intérét a celles qui sont connues, rechercher des motifs particuliers ou signatures
fonctionnelles permettant de rattacher la protéine a une famille fonctionnelle. Ensuite, il peut
étre judicieux d’aligner ces protéines par le calcul d’un alignement multiple, offrant une base
de travail pour I’étude expérimentale approfondie de sa fonction. D’autres outils
bioinformatiques permettent de prédire les régions hydrophobes (trans-membranaires par
exemple), des régions accessibles (antigénes potentiel pour la synthése d’anticorps de
détection), des régions d’interaction avec d’autres molécules comme les motifs d’interaction
avec I’ADN. Ainsi la bioinformatique offre un panel d’outils dans le domaine de I’analyse de
séquence des protéines, qui judicieusement combinés sont des moyens efficaces et rapides
pour I’é¢tude d’une protéine dont seule la séquence est connue. Néanmoins, les déductions
obtenues in silico doivent étre verifiées par des approches expérimentales in vitro et/ouin vivo
(DuBrin, 2002).

13
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Les variations de séquences au niveau des génes sont, le plus souvent, responsables de
troubles fonctionnels des protéines concernées menant a 1’apparition de nombreuses
maladies.Ces variations peuvent se produire aussi bien au niveau des régions géniques
codantes (exons), qu’au niveau des introns et de ce fait avoir un effet sur le processus
d’épissage alternatif, ce qui se qui se traduit par diverses conséquences sur la structure et/ou la
fonction de la protéine. De nombreux logiciels ont été développés afin de prédire les
différents effets et impacts de ces mutations déléteres. La modélisation tridimensionnelle (3D)
vient s’ajouter a ces nombreux logiciels de prédiction et permet une meilleure appréciation

des défauts moléculaires(Lambert, 2003) .

14
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I. Population d’étude

L’étude in silico a porté sur deux mutations identifiées chez des patients Algériens

atteints du cancer du sein(Salhi et al., 2006).Les mutations sont résumées dans le tableau I.

Tableau I:Liste des mutations identifiees dans la population Algérienne

(Hammes et al., 2006)

Exon/Intron | Type de mutation DNAc Protéine
Exon 2 Faux —sens C.122A>G p.His41Arg
Exon 2 Faux —sens €.135G>C p.Lys45Asn
Il. Méthode

Les variations de bases au niveau des genes sont, le plus souvent, responsables de
troubles fonctionnels des protéines concernées menant a 1’apparition de plusieurs maladies.
Ces variations peuvent se produire au niveau d’une région codante (exon) ou au niveau des
régions non codantes introns et peuvent donc avoir des effets sur le processus
d’épissagealternatifet/ou sur la structure/fonction de la protéine. Plusieurs logiciels destinés a
prédire les différents effets déléteres des mutations ont été développes.

Les effets délétéres des mutationsc.122A>G et ¢.135G>Cn’ont jamais été décrits, ni fait

I’objet d’études. Ces mutations ont été explorées en utilisant quatre logiciels bio-

informatiques: SIFT, PolyPhen-2, Align-GVGD, Mutation Taster et Project HOPE.

11.1.Prédiction de I’effet de la mutation sur la stabilité de la protéine par le logiciel
I-Mutant 2.0

L’effet stabilisant ou déstabilisant des mutations a été évalué par le logiciel I-Mutant 2.0
(Figure 15). Ce dernier a eté concu en 2005 par Capriati et al, il est basé sur une approche de
type Support Vector Machine (SVM) qui estime la différence d’énergie libre notée DDG
entre la protéine sauvage et mutante. La prédiction se base sur la structure tertiaire ou de la

séquence de la protéine(Capriotti, Fariselli, Calabrese, & Casadio, 2005). Une valeur DDG>0
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implique une augmentation de la stabilité de la protéine et a 1’inverse une valeur DGG<0

suggére un effet déstabilisant de la mutation.

I-Mutant2.0

[Protein Sequence: One letter residue code

Position: Sequence residue number
New Residue: If only one substitution is required
Temperature: 25 Temperature in Celsius degrees [0-100]

pH: |7 pH value [0-14]
Prediction:  Free Energy change value (DDG)
* Sign of DDG
e-mail:

Submit

Figure 3:Interface du logiciel I-Mutant2.0

(http://folding.biofold.org/cqgi-bin/i-mutant2.0.cqi).

11.2. Prédiction de I’effet délétére des mutations exoniques sur la protéine par le
logicielSortingIntolerantFromTolerant (SIFT)

SortinglIntolerantFromTolerant (SIFT) est un logiciel gratuit accessible en ligne
(Figure 12). Ce logiciel s’appuie sur I’homologie des séquences nucléotidiques ou proteiques
pour prédire les effets déléteres des mutations (P. C. Ng & S. Henikoff, 2003). Il permet de
trier la substitution en fonction du degré de conservation d’un acide aminé dit intolérant par
rapport au tolérant et prédit 1’effet phénotypique de cette substitution sur la protéine (P. C. Ng
& S. Henikoff, 2003). SIFT permet de prédire si une substitution est tolérée a chaque position
de la séquence(Pauline C Ng & Steven Henikoff, 2003).

J. Craig Venter”
TNETITuTE

% PROVEAN project New =x

redictions from multiple tools. We welcome your feedback or guestions

SIFT znd PROVEAN

bSNP

Get SIFT and PROVEAN pred:

Get SIFT predictions for nons

Figure 4:Interface du logiciel SIFT
(http://sift.jcvi.org/)
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Une substitution est dite tolérante car elle est considérée comme n’ayant pas d’effet
délétere sur la fonction de la protéine. A I’inverse, elle est dite intolérante lorsque celle-Ci
semble avoir un impact entrainant la perte partielle ou totale de la fonction de la protéine (P.
C. Ng & S. Henikoff, 2003). Afin de prédire si le changement d’acide aminé aura un impact

sur la protéine SIFT prend en compte la position et la nature de I’acide aminé.

Le logiciel SIFT se base sur le postulat que toute évolution d’une protéine est
étroitement corrélée a sa fonction. Cela implique que les parties fonctionnelles soumissent a
de forte pression de sélection sont conservees. Il suppose que les acides aminés importants
seront conserves dans la famille de protéines, et les changements donc a des positions bien
conservées ont tendance a étre prédits comme déléteres. La forte probabilité d’avoir un effet
délétere provient d’une substitution d’un acide aminé survenant a une position fortement
conservée d’une famille de protéine et inversement, une faible probabilité suggere que la

substitution siége en une position peu conservée(Luu, 2012).

La probabilité pondéerée en fonction du nombre de séquences alignées est calculée en
comparant la matrice de mutation issue de 1’alignement multiple avec celles prédites par block
substitution Matrix 62 (BLOSUM 62). SIFT calcule des probabilités normalisées pour toutes
les substitutions possibles a chaque position. Les probabilités inférieures a un seuil prédéfini

(<0.05) seront considérées comme deléteres(Awad, 2014).

En réalité, trois différents scores basés sur la similarité entre deux acides aminés sont

obtenus :

e Intolerent (Intolérant): [0.00-0.05].
e Potentiallytolerant (potentiellement tolérant): [0.051-0.20].
e Tolerent (tolérant): [0.201-1.00].

11.3.Prédiction des effets des mutatons par le logicielPolymorphism Phenotyping-2
(PolyPhen-2)

Polymorphism Phenotyping-2 (PolyPhen-2) est un logiciel gratuit accessible sur le
lien: http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ (Figure 6). Il a été Publié par ShamilSunyaev et
VasilyRamensky en 2000 (Sunyaev, Ramensky, & Bork, 2000).
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PonPhen-2 prediction of functional effects of human nsSNPs

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenolyping v2) is a fool which preicts possible impatt of an amino atid subsitution on the: siructure and function of a human protein using straightionkard physical and
comparalive considerabons. Please, use the form below to Submit your query.

15-Feb-2012: PolyPhen-!
Snapshot 03-Jan-2012 (78,304 entries) and UCSC MulfiZ multiple alignmenis of 45 vertebrate genomes with

ver has been updated fo utiize version 2.2.2 of the software. profein sequences from UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011), siruciures from PDB/DSSP
QiGRCh37 human genome (08-Oct-2008)

Query Data

Protein or SNP identifier

Protein sequence
in FASTA format

Position
_ AMARNDCEQGHILKMFPSTWYV
Substitution .
M;ARNDCEQGHILKMFPSTWYV

Query description

Submit Query | Clear| |Check Stalus

Display advanced query options

Figure 5:Interface du logiciel Poly Phen-2

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph?2/)

Ce logiciel prédit I’'impact d’une substitution d’un acide aming sur la structure et la fonction

d’une protéine en se basant sur trois informations:

= L’alignement multiple.
= Les informations structurales provenant des banques de donnés de structure
(PDB).

= Les propriétés physico-chimiques des acides aminés.

Les prédictions sont classées en 3 niveaux: «probablydamaging» (probablement

délétere), «possiblydamaging» (potentiellement délétere) et «benign» bénigne.

La prédiction est dite bénigne lorsque la fonction de la protéine ne semble pas affectée

par cette variation.

A T’inverse, une prédiction est dite délétére lorsque la protéine a une forte probabilité

d’étre altérée par la variation (Sunyaev et al., 2000).

I11.4. Prédiction des effets des mutations par Align Grantham Variation Grantham
Deviation (Align-GVGD)

Align Grantham Variation Grantham Deviation (Align-GVGD) est un logiciel gratuit

accessible en ligne (http://agvgd.iarc.fr/), publié par Sean V. Tavtigia en 2008 (Tavtigian,
Byrnes, Goldgar, & Thomas, 2008) .
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International Agency for Research on Cancer & B rss

YY) World Health A| lgﬂ GVGD

7 Organization

CONTACT DISCLAIMER

Figure 6:Interface du logiciel Align-GVGD

(http://agvad.iarc.fr/).

Ce logiciel combine alignement de séquences multiples et les caractéristiques
biophysiques des acides aminés qui s’appuient sur la distance de Grantham (Figure 14). En
effet, la distance de Grantham calcule 1’écart physico-chimique entre deux acides aminés.
Plus cette distance est élevée, plus les acides aminés en cause sont différents . Ce logiciel

prédit I’'impact des mutations faux-sens sur la fonction de la protéine.

Les résultats sont établis sous forme de classes [CO a C65]. Les classes [C45 a C65]
signifient que la mutation affecte la fonction, elle est dite «more likely to affect the function».
A D’inverse, les classes [CO a C35] indiquent que la substitution n’affecte pas la fonction, elle

est dite «lesslikely to affect the function»(Mathe et al., 2006)

11.5. Project HOPE ( Have (y)Our ProteinExplained)

Project HOPE est un programme automatique gratuit accessible sur le lien suivant

(http://www.cmbi.ru.nl/hope/input?3). Il analyse les effets structuraux et fonctionnels des
mutations ponctuelles. Le systeme HOPE utilise toutes les informations collectées combinées
avec des propriétés connues du type sauvage et muté d’un aa, comme la taille, la charge et
I’hydrophobicité pour prédire 1’effet de la mutation sur la structure et la fonction de la
protéine (Elshaikh, Ismaiel, Osman, & Shokri, 2016).
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Résultats et discussion

I.  Résultats
I.1. Analyse de la mutation exonique ¢.122A>G (p.His41Arg)
I.1.1.Résultat obtenu par le logiciel 1-Mutant 2.0
L’analyse des effets de la mutation faux-sens c.122A>G sur la stabilité de la

protéine BRCAL a été prédite par le logiciel I-Mutant 2.0. Le résultat obtenu par ce

logiciel est représentésur la figure 7 .

e e R e ey s e R LS ey e g

e B
== I-Mutant wv2.8@ =
*%* Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations ¥

I B
e e Ry R e e L s L e R e L ey e g

SEQ File: fileseq.txt

Position WT MEW Stability RI pH T
41 H R Decrease 5 7.8 25

WT: Aminoacid in Wild-Type Protein
NMEW: Mew Aminoacid after Mutation
RI: Reliability Index

T: Temperature in Celsius degrees
pH: -log[H+]

e e R g e ey L e E R LS ey L g

Figure 7:Résultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0 pour la mutation ¢.122A>G
(p.His41Arg).

Le logiciel I-Mutant 2.0 a permis de calculer la différence d’énergie (DDG) entre la
protéine normale et mutée. La valeur DDG calculée pour cette mutation est négative cela
indique que la mutation testée est considérée comme déstabilisante pour la structure de la
protéine BRCAL.

1.1.2. Résultats obtenus par SIFT

Le résultat obtenu par le logiciel SIFT est représenté sur la figure 8. Ce résultat est
présenté sous forme de deux colonnes. La colonne de gauche regroupe les aa qui sont prédits

intolérants pour une position donnée.
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A Tlinverse, celle de droite regroupe les aa qui sont prédits tolérants. Les aa sont

colorés en fonction de leurs propriétés physico-chimiques (Tableau I1).

I |

whyfmgrdaoncekl vIgS8TA 3P 094 P
hdwnggepecskvt a EFMLI 35V 094 v
wyhfecgedkpnQa VEMILT 368 0594 S
gwvhdnrfgekcecms PALI V 3T 054 T
wecf ymivint GHEAPSED 38K 054 QK
vywvt srgponml ki hgfeda 39C 094 C
wmi fevyREhpt k LOQSAEN 40D 094 GD
[vwvt sr gpaml ki gfedca 41H 094 H |
whgme gqdfkpCYaLENVTS 421 094 I
hnkr gdgepect zamvi wlLY 43F 094 F
vwvt sr gpaml ki hgfeda 44C 094 C
cdfmi Wygpne AYTHSQLE 45K 094 K
cw(Qt MP Nol VDGEv LES AR 46F 0% F
vwvt srgpaml ki hgfeda 47C 094 C

Figure 8:Résultat obtenu par le logiciel SIFT pour la mutation ¢.122A>G (p.His41Arg).

Tableaull:Les différentes propriétés physico-chimiques correspondant aux couleurs des aa
obtenus par SIFT pour la mutation ¢.122A>G (p.His41Arg).

Couleurs des aa Propriété physico-chimique
Rouge Basique
Vert Polaire non chargé
Noire Non polaire
Bleu Acide

L’analyse de la mutation montre qu’aucun acide aminé ne peut remplacer 1’Histidine a
la position 41. Le remplacement de 1’Histidine par I’ Arginine est intolérant ce qui signifie que

la mutation pourrait avoir un impact sur la protéine.
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1.1.3.Reésultats obtenus par le logiciel POLYPHEN-2

La prédiction de I’impact de la mutationc.122A>G(p.His41Arg) sur la protéine pRb
par le logiciel PolyPhen-2 nous a permis d’avoir le résultat présenté sur la figure 9.

Results
= Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.2r406

HumDiv

This mutation is precicted tobe  PROBABLY DAMAGING  vith a score of 0.959 (sensitivity: 0.78; specificty: 0.93)
w0 0.8 0.4 5.8 00 L1

HumVar

Details
-] Mutple sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)

SALRVEEVOHVINAMQKTLECPTCLELTKEPVSTKCD
SAVRVEEVOHVINAMQKTLECPTCLELTKEPVSTKCD
SAVRVEEVOHVINAMQKTLECPTCLELIKEPVSTKCH

ILFCKFCHLKLLNOKKGRSQCP LCKNDITKRSLOESTRF
ILFCRFCHLKLLNQKKGRSQCPLCKNDITKRSLOESTRF
ILFCRFCHLKLLNOKKGPSQCP LCKNDITKRSLQESTRF
1---RFCHLKLLNQKKGPSQCP LCKNDI TKRSLOESTRF
ILFCKFCHLKLLNOKKGRSQCP LCKNDITKRSLQESTRF
SAVHVEEVQVLNANQKTLECPICLELTKEPVSTKCOIH [LFCKFCHLKLLNQKKGRSQCPLCKNDITKRSLOESTRF
SADRVE! NAMQRTLECPTCLELIKEPVSTKCOIH TFCKFCHLKLLNQKKGPSQCPLCKNDITKRSLOESTRF
-=mmmmensenmmee s oo eeoe ol - - RECHLKLLNQKKGPSQUPLCKNDI TKRS LOESTRF
-emmmmmenneennne oo - - RECHLKLLAQKKGPSQUPLCKNDI TKRS LOESTRF
SVAHTEEVONVLNANMOKTLECPICLELTKEPVSTKCOH [LFCKFCHLKLLNQKKGPSQCPLCKNHITKRSLQESTRF
SVAHTEEVONVLNANMQKTLECPICLELIKEPVSTKCO|H [LFCKFCHLKLLMQKKGPSQPLCKNHITKRSLQESTRF
SADHVEEVONVLNANMQKTLECPICLELTKEPVSTKCO|H [LFCKFCHLKLLNQKKGPSQCPLCKNDITKRSLQESTRF
SADHVEEVONVLNANMQKTLECPICLELIKEPVSTKCO|H [LFCKFCHLKLLMQKKGPSQPLCKNDITKRSLQESTRF
m=mmmsemommeeooeeooe oo o oooe o - RFCHLKLLNQKKGPSQCPLCKNDITKRSLQESTRF
SAVHVEEVONVLNANMQKTLECPICLELIKEPVSTKCO|H [LFCKFCHLKLLIQKKGPSQPLCKNDITKRSLQESTRF
SVDHIEEVONVLNANMOKTLECPICLELTKEPVSTKCO]H [LFCKFCHLKLLNQKKGPSQCPLCKNDITKRSLQESTRF

SAVHVEEVOHVLNANQKTLECPTCLELTKEPVSTKCD

= = = =]

EaE

SGVRVEEVONVLNAMOKTLECPTCLELIKEPVSTKCOIH [LFCKFCHLKLLNQKKGPSQCP LCKNDITKRSLOESTRF
SANRVFFUMNVI NAICKTI FCPTCLFI TKFPYSTKENIRITFCKFCHI K1 | NORKGPSOCPI CKNNTTKRSI OFSTRF

Figure 9: Résultat obtenu par le logiciel PolyPhen-2 pour la mutation ¢.122A>G.

La mutation c.122A>G a été prédite par le logiciel PolyPhen-2 comme étant
probablement délétéres a la structure protéique (Probablydamaging). Cela signifie que cette

derniére a un effet sur la structure et la fonction protéique.

Ce logiciel a permis également d’obtenir le résultat d’alignement multiple par comparaison
de la protéine BRCA1 avec toutes les especes enregistrees sur UniProKB.A partir de
I’alignement multiple, il ressort que cette mutation siege dans une région conservée entre
plusieurs especes. Les régions conservées sont considérées comme les régions les plus

fonctionnelles des protéines.
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1.1.4.Résultats obtenus par le logiciel Align GVGD

Le logiciel Align GVGD a également été utilisé afin de prédire les effets de la
mutation testée sur la protéine BRCAL. Le résultat obtenu par ce logiciel est présenté sur la

figurel0 .

The following classifiers, ordered from most likely to interfere with function to least likely, were used:
GD>=65+Tan(10)x(GV"2.5) == Class C65 <=> most likely
»>=55+Tan{10)x(GV"2.0) == Class C55
>=45+Tan{19)x(GV"1.7) == Class C45
»=35+Tan(50)x(GV"1.1) == Class C35
D>=25+Tan({55)x(GV"0.95) == Class C25
»>=15+Tan(75)x(GV"0.6) == Class C15
Else (GD<15+Tan(75)x(GV"0.8)) == Class C0 <= less likely

o9

[ Iy I ) By Ry |
=)

=)

Substitution || GV || GD Prediction

H41R 0.00 | 28.82 || Class C25

Figure 10:Résultat obtenu par Align GVGD pour la mutation ¢.122A>G.

L’analyse de la mutation ¢.122A>GparAlign GVGD a permis de calculer les valeurs
GV et GD. La valeur de la variation de Grantham GV est égale a 0.00, ce qui signifie que
cette substitution sieége au niveau d’une région fortement conservée entre les especes
analyseées.

D’autre part, ce méme logiciel nous a permis de calculer I’écart de Grantham GD entre
les aa sauvages et mutées. La valeur GD pour la mutation ¢.122A>Gest égale a 28.82 ce qui
signifie que les propriétés physico-chimiques entre I’histidine et I’arginine sont modérément
conservée.

Ce logiciel a permis de prédire que cette derniére correspond a la classe C25 indiquant

que la substitution n’affecte pas la fonction de la protéine.
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I.1.5. Comparaison des propriétés physicochimiques entre les résidus normaux et mutés
(Project HOPE)

Pour rappel, la mutation ¢.122A>G est responsable de la substitution de 1’aa histidine
par 1’aa arginine. Les structures de ces deux aa sont représentées dans la figurell . Tandis que
les propriétés physicochimiques de chaque résidu sont résumées dans le tableau.La figure
montre les structures schématiques de 1’aa normal (a gauche) et le muté (a droite). La partie
commune (squelette) entre les deux aa est de couleur rouge. Tandis que la chaine latérale qui

est unique pour chaque résidu est de couleur noire.

Ces deux aa présentent des propriétés chimiques particulieres en raison de la nature de

leurs chaines latérales.

HoN
D) e

NH
NH r
- I OH
HaN
o)

Figure 11: Les structures schématiques de I’histidine et I’arginine

Tableau I11:Les propriétés physicochimiques des deux aa histidine et arginine.

Résidu Taille CIrlie
histidine 155Da Positive
arginine 174Da Positive

Les différences entre ces deux aa résident dans leurs tailles (tableau I1I1). Cette
différence peuvt entrainer un changement de conformation de la protéine ainsi qu’une perte

d’interaction avec d’autres molécules ou résidus au sein du BRCA1.
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1.2.Analyse de la mutation exonique ¢.135G>C (p.Lys45Asn) :

1.2.1.Résultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0
L’analyse des effets de la mutation faux-sens ¢.135G>C sur la stabilité de la protéine
BRCAL a étée prédite par le logiciel I-Mutant 2.0. Le résultat obtenu par ce logiciel est

représenté sur la figure.

W e e e e e R R e e e e e e e e e e e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

e "

s I-Mutant v2.0 ol

L3 Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations o2
.. -

e e e e e R R e e

SEQ File: fileseqg.txt

Position WT NEW DDG pH X
45 K N 0.29 7.0 25

WI: Amincacid in Wild-Type Protein

NEW: New Aminocacid after Mutation

DDG: DG (NewProtein)-DG(WildType) in Kcal/mol
DDG<0: Decrease Stability
DDG>0: Increase Stability

1 Temperature in Celsius degrees

pH: -log[H+]

Figure 12: Résultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0 pour la mutation ¢.135G>C (p.Lys45Asn)

Le logiciel I-Mutant 2.0 a permis de calculer la différence d’énergie (DDG) entre la
protéine normale et mutée.La valeur DDG calculée pour cette mutation est égale a 0,29 .Etant
donné que cette valeur est positive, donc la mutation testée n’affecte pas la stabilité de la

structure de la protéine BRCAL.
1.2.2. Résultats obtenus par SIFT

Les résultats de 1’’analyse de la mutation ¢.135G>C (p.Lys45Asn)montre que la
substitution de la lysine en asparagine en position 45 est intolérante (Intolerated). Ce résultat
signifie que cette derniére pourrait avoir un impact sur la protéine (Figure 13).
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ywvt srgqpnml ki hgfeda 39C 094 C
wvmi fcvyRhptk LQSAEN 40D 094 GD
ywvt srqpnml ki gfedca 41H 094 H
whgmeqdfkpCYaLRNVTS 42I 094 I
hnkr qdgepct samvi wLY 43F 094 F
ywvt srgpnml ki hgfeda 44C 094 C
chfmi Wygpne AYTHSQLR 45K 094 K
cwQt MP NhI VDGEyLKS AR 46F 094 F
ywvt srqpnml ki hgfeda 47C 094 C
dghnecswrkypqaTvFL 48M 092 IM
wpmgqn GKCa DHFEy VI RTS 49L 093 2
wcfymi hvl pGNDATQSRE S0K 093 K
pdeqr MKNHCSTI WGAVYF S1L 0.82 5

Figure 13: Résultat obtenu par le logiciel SIFT pour la mutation

€.135G>C  (p.Lys45Asn)

1.2.3. Résultats obtenus par le logiciel POLYPHEN-2

La prédiction de I’impact de la mutation €.135G>C (p.Lys45Asn) sur la protéine

BRCAL1 par le logiciel PolyPhen-2 nous a permis d’avoir le résultat présenté sur la figure 14.

PolyPhen-2 report for P38398 K45N
Query
ProteinAcc Position AA; AA; Description
£333% 5 K N Canonicat Rechame: FullsBreast cancer type 1 suscepidiity prolein: EC=6.3.2.- AtName: FulRING finger protem 53, Length: 1853
Results
[ PredicionConfidence PolyPhen-2 v2.2.2r405
HumDiv
This mutation is pradicted tobe  BENIGN  with 3 scors of 0,117 (senstivly 0.90, spechiety 0.85)

) Humvar
Details
[=] Multpie sequence alignment UniProtKB/UniRef100 Release 2011_12 (14-Dec-2011)

Shown re 75 3min0 3cids Sumeunding the mutation posBon (macked wih 3 diack dax;

Figure 14:Résultat obtenu par le logiciel PolyPhen-2 pour
la mutation ¢.135G>C (p.Lys45Asn)
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La mutation ¢.135G>C (p.Lys45Asn) a été prédite par le logiciel PolyPhen-2 comme
bénigne (benign).Cela signifie que cette derniére n’a pas d’effet sur la structure et la fonction
protéique. Ce logiciel a permis €galement d’obtenir le résultat d’alignement multiple par
comparaison de la protéine pRbavec toutes les especes enregistrées sur UniProKB, ce qui
nous a permis de confirmer que la mutation ne siege pas dans une région conservée entre

plusieurs especes.

1.2.4. Résultats obtenus par le logiciel Align GVGD

Le logiciel Align GVGD a également été utilisé afin de prédire les effets de la
mutation testée sur la protéine BRCAL. Le résultat obtenu par ce logiciel est présenté sur  la
figure 15.

The following classifiers, ordered from most likely to interfere with function to least likely, were used:
GD=>=65+Tan(10)x(GV"2.5) => Class C65 <=> most likely

GD==55+Tan(10)x(GV"2.0) => Class C55

GD=>=45+Tan(15)x(GV"~1.7) => Class C45

GD=>=35+Tan(50)x(GV"~1.1) => Class C35

GD=>=25+Tan(55)x(GV~0.95) == Class C25

GD==15+Tan(75)x(GV"0.6) == Class C15

Else (GD<15+Tan(75)x(GV"0.6)) == Class CO <== less likely
Substitution | GV | GD | Prediction

Class
C35

KA45MN 26.00 | 79.24

Figure 15: Résultat obtenu par Align GVGD pour la mutation ¢.135G>C (p.Lys45Asn).

L’analyse de la mutation ¢.135G>C (p.Lys45Asn) par Align GVGD a permis de
calculer les valeurs GV et GD. La valeur de la variation de Grantham GV est égale a 26, ce
qui signifie que cette substitution ne siége pas au niveau d’une région fortement conservée
entre les espéces analysées.D’autre part, le calcul de GD montre une valeur égale & 79,24 ceci
montre que les propriétés physicochimique entre asparagine et I’histidine sont modérément
conservées. Ce logiciel a permis de prédire que cette derniere correspond a la classe C35..La
mutation est prédite comme affectant la fonction du BRCAL.
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1.2.5. Comparaison des propriétés physicochimiques entre les résidus normaux et
mutés (Project HOPE)

Pour rappel, la mutation ¢.135G>C est responsable de la substitution de 1’aalysine par
I’aaasparagine. Les structures de ces deux aa sont représentées dans la figure 16.tandis que

les propriétés physicochimiques de chaque résidu sont résumées dans le tableau IV.

La figure montre les structures schématiques de 1’aa normal (2 gauche) et le muté (a

droite). La partie commune (squelette) entre les deux aa est de couleur rouge.

Tandis que la chaine latérale qui est unique pour chaque résidu est de couleur noire.
Ces deux aa présentent des propriétés chimiques particuliéres en raison de la nature de leurs

chaines latérales.

NH-
HoMN
- ©
OH OH
Hz=MN HoN
(@ o

Figure 16: Les structures schématiques de la lysine et I’asparagine

TableaulV :Les propriétés physicochimiques des deux aa Lysine et Asparagine.

Résidu Taille | Charge
lysine 146 Da | Positive

asparagine | 132 Da | Neutre

Les différences entre ces deux acides aminés résident dans leur taille ainsi que leur
charge (tableau V). Ces différences sont souvent a 1’origine de changement de conformations

mais aussi de fonction lorsqu’ils touchent des sites importants.
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Il. Discussion

La nature de la mutation est fondamentale pour évaluer son caractere pathogene. Les
mutations localisées au niveau des sites donneurs et accepteurs d’épissage, les délétions et les
insertions entrainent un décalage du cadre de lecture responsable de 1’apparition d’un codon
stop prématuréou la synthése d’une protéine allongée. Le caractére délétére de ces mutations
est donc admis. En revanche, les effets déléteres des mutations faux-sens sont sujets a

discussion essentiellement si elles sont responsables de forme sévére d’une pathologie.

C’est la raison pour laquelle les effets déléteres de deux nouvelles mutations rapportées

dans cette étude ont été prédits par différents logiciels de prédiction in silico.

Les effets déléteres des mutations faux-sens sur la stabilité ont été évalués par | mutant
2.0. Tandis que les effets de ces dernieres sur la fonction protéique ont été prédits par trois
logiciels différents (SIFT, Polyphen et Align GVGD).

La stabilité d’une protéine est évaluée par le calcul d’énergie ; plus le champ de force de
’aa est grand, moins la protéine est stable. D’autre part, les logiciels de prédiction des effets
de mutations sur la fonction protéique reposent sur trois approches de prédiction (le calcul du
score matriciel de Grantham, les différences des propriétés physico-chimiques et ’analyse de
I’état de conservation inter-especes du residu étudié).Toutefois, ces différents résultats

obtenus sont généraux et ne spécifient pas les effets exacts des deux mutations.

Le gene BRCAL appartient a une classe de genes suppresseurs de tumeur et code pour
une protéine qui joue un role dans le contréle négatif du cycle cellulaire afin de prévenir la

prolifération incontrdlée des cellules.

La mutation ¢.122A>G agit sur la région codante de ce géne et consiste en une
substitution d'une Histidine par une Arginine au niveau du codon 41 affectant ainsi la protéine
synthétisée.Les résultats obtenus par le logiciel I Mutant 2.0 sont en faveur d’un effet
déstabilisant. De méme, les logiciels (SIFT, Polyphen2 et) ont prédit des effets déléteres sur
la protéine. Toutefois,le résultat obtenu par AGAVD montre que cette variation n’a pas

d’impact sur la protéine.

En fait, I’effet délétére réside essentiellement aux changements des propriétés physico-
chimiques des deux acides amines. L’acide aminé histidine est plus petit (155Da) que

I’arginine (174Da). De plus, I’arginine sert de donneur de liaisons hydrogeénes aux autres
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acides aminés. Ces différences pourraient entrainer la perte ou un gain d’interaction avec

d’autres molécules et donc un changement au niveau structural de la protéine.

De méme, la mutationc.135G>C a également été analysée et les résultats montrent
qu’elle n’est pas déstabilisante et n’a pas d’impact sur la fonction de la protéine. Cependant,
les différences des propriétés chimiques des acides aminéspourraient expliquer 1’effet des
mutations.Concernant la taille, le résidu muté est petit (132 Da) que le résidu sauvage
(146Da). La charge difféere également, le résidu muté est neutre et le sauvage est positif. Ces

différences pourraient perturber la proteine.

En effet, les deux substitutions sont situées dans la région du domaine en doigt de zinc. Ce
motif fait partic d’un domaine plus étendu contenant des hélices alpha antiparalleles
indispensables aux interactions protéiques. Ce domaine est impliqué dans le processus de
I’ubiquitination(Shabbeer et al., 2013; Yu et al., 2003)..11 lie également la protéine BAP1
(BRCA-associatedprotein 1) enzyme impliquée dans la prédisposition au cancer.Ces
mutations peuvent entrainer un changement de conformation de la protéine et ce qui pourrait
provoquer I’inhibition de I’interaction entre cette protéine et les autres protéines et facteurs.
Ce qui aura comme effet une prolifération incontrélable des cellules et par conséquent le

développement du cancer(Kumaraswamy & Shiekhattar, 2007).

En fait, la combinaison de ces logiciels est trés informative pour la prédiction in silico
des caractéres déléteres des nouvelles mutations. Les études structurales in silico permettent
d’évaluer le retentissement des mutations sur la structure ainsi que la fonction de la protéine;
il est intéressant d’en confronter les résultats d’étude in silico avec ceux des études
fonctionnelles afin d’évaluer les fonctionnalités des nouvelles mutations. Toutefois, cette
derniére approche est rarement utilisée en pratique de diagnostic génétique car elle est trés

lente, colteuse et nécessite une équipe specialisée.
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Conclusion et perspectives

Dans cette étude, nous nous sommes contribué a la compréhension des mécanismes
moléculaires a 1’origine du défaut de la protéine BRCAI1. Les effets délétéres de deux
mutations specifiques a la population Algérienne atteinte de cancer de seine étéétudiés en
utilisant une combinaison de logiciels d’étude in silico. Ces mutations correspondent & deux

mutations faux sens au niveau de 1I’exon 2 (c.122A>G) et (c.135G>C).

La mutation ¢.122A>G (p.His41Arg) a été prédite comme délétére au niveau structural
de la protéine BRCAL. Les changements physicochimiques entre les acides aminés native et
muté sont responsables de perte des interactions moléculaires ayant des effets déstabilisants
au niveau de la structure de la protéine.D’autre part, la variation ¢.135G>C (p.Lys45Asn) a
été prédite comme non délétere au niveau fonctionnel de la protéine.Mais, méme si la
mutation est sans effet délétere sur la protéine, la conséquence de cette mutation faux sens
dépend principalement de la position de I’acide aminé muté et de ses propriétés
chimiques.Une étude fonctionnelle de la protéine reste nécessaire afin de déterminer 1’impact

de ces mutations.

Notre travail a permis de montrer 1’efficacité de 1’utilisation associée de plusieurs
logiciels prédictifs afin d’évaluer I’impact des mutations au niveau protéique,; il est
intéressant d’en confronter les résultats d’étude in silico avec ceux des études fonctionnelles
afin d’évaluer les fonctionnalités des nouvelles mutations.Par ailleurs, les logiciels
bioinformatiques de prédiction de I’impact des mutations sur la protéine d’intérét restent un
outil de choix non couteux et conférent les moyens de fournir rapidement une valeur
pronostique aux résultats du génotypage, ce qui les rend potentiellement précieux pour les
soins aux patients ainsi que pour la recherche scientifiqgues.Néanmoins ,ils doivent étre valider

par des étudesin vitro et/ou in vivo.
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o,

Le géne BRCAL est un géne suppresseur de tumeur et son altération moléculaire
pourra conduire & un risque accru de cancer du sein et ovaire. Dans le but de contribuer a
1’étude moléculaire, nous nous sommes intéressées a 1’étude in silico des fonctionnalités de
deux mutations du géne BRCALlidentifiées dans une étude algérienne: c.122A>G et

c.135G>C.

Ainsi, les effets déléteres de deux mutations ont été prédites en utilisant un protocole
d’¢étude in silico constituée de différents logiciels (I-Mutant 2.0 ; SIFT ; Polyphen-2 ; Align

GVGD ; Project HOPE).

La mutation ¢.122A>G est prédite comme étant délétere altérant la protéine BRCAL
tandis que la substitution ¢.135G>C est prédite comme non delétére. En fait, les changements
physicochimiques entre les acides aminés natifs et mutés perturbent la stabilité de la protéine et
peuvent engendrer la perte d’interaction avec d’autres molécules. Nos résultats ont montré que ces
différents logiciels sont cohérents et que leur combinaison pourrait augmenter les

performances de prédiction de 1’effet des mutations.

Cette étude nous a permis de mieux comprendre I’effet des mutations et a dévoilé
I’importance des études de prédiction par des logiciels bio-informatiques par leur puissance

prédictives.

Mots clés :BRCAL1 : in silico ; mutation, faux sens .



