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Résumé

La scoliose idiopathique, une déformation latérale de la colonne vertébrale, demeure un sujet
d'intérét majeur en médecine. Des recherches récentes se sont penchées sur les mutations de la
protéine POC5, impliquées dans cette maladie. POC5 est une protéine centrosomale, qui joue

un role essentiel dans la régulation de la division cellulaire et de la morphogenése des tissus.

Récemment, il a été rapporté que les variantes (A446T, A455V, A429V, T413A) du POC5
étaient associées a une susceptibilité de la scoliose idiopathique de 1’adolescent avec une
surexpression de ’ARNm du POC5 dans les muscles des patients scoliotiques. De ce fait,
I’objectif de notre travail est 1’étude in silico de I’'impact de ces quatre mutations du géne POC5
sur la protéine par I’utilisation de différents logiciels de prédiction : I-Mutant2.0, Polyphen-2,
SIFT, Project HOPE.

Les mutations de cette protéine peuvent altérer sa structure et/ou sa fonction, perturbant ainsi
les processus biologiques régulant le développement normal de la colonne vertébrale. En effet,
notre analyse a mis en évidence un effet déstabilisant de la mutation A446T sur la protéine, en
revanche les trois autres mutations A455V, A429V, T413A ont été préedites stabilisante pour
POCS5. De méme, les quatre mutations ont été prédites comme bénignes et tolérantes, ce qui
signifie que ces substitutions n’ont pas d’impact sur la fonction protéique, malgré les

changements physico-chimiques entre certains acides aminés sauvages et mutés.

Les variations de la protéine POCS5 étudiées peuvent étre impliquées dans son interaction avec
d’autres protéines, ou a I’existence d’alleles modificateurs qui pourraient étre impliquées dans

I'expression de la maladie de scoliose

Mots clés : protéine POC5, mutation, in silico, bio-informatique.



Abstract

Idiopathic scoliosis, a lateral deformity of the spine, remains a major medical concern. Recent
research has focused on mutations in the POC5 protein, implicated in this disease. POC5 is a
centrosomal protein, which plays an essential role in regulating cell division and tissue

morphogenesis.

Recently, it was reported that variants (A446T, A455V, A429V, T413A) of POC5 were
associated with SIA susceptibility with overexpression of POC5 mRNA in the muscles of
scoliotic patients. Accordingly, the aim of our work is to study in silico the impact of these four
mutations in the POC5 gene on the protein, using various prediction software programs: I-
Mutant2.0, Polyphen-2, SIFT, Project HOPE.

Mutations in this protein can alter its structure and/or function, thus disrupting the biological
processes regulating normal spinal development. Indeed, our analysis revealed a destabilizing
effect of the A446T mutation on the protein, while the other three mutations A455V, A429V,
T413A were predicted to stabilize POCS5. Similarly, all four mutations were predicted to be
benign and tolerant, meaning that these substitutions have no impact on protein function,

despite physico-chemical changes between some wild-type and mutated amino acids.

Variations in the POCS5 protein studied may be involved in its interaction with other proteins,

or the existence of modifier alleles that could be involved in the expression of scoliosis disease.

Key words: POC5 protein, mutation, in silico, bioinformatic.
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La scoliose est une déeformation de la colonne vertébrale entrainant une torsion du rachis
et une déformation du thorax, de I’abdomen et des zones para-vertébrales (proches du rachis).
Elle est le plus souvent idiopathique, c’est-a-dire sans cause retrouvée, mais elle peut
compliquer des affections invalidantes (neurologiques ou neuromusculaires) risquant

d’aggraver le handicap (Bruandet, 1996).

Bien que la Scoliose idiopathique de I’adolescent (SIA) ne semble pas étre associée a
une condition particuliere et se présente généralement chez des adolescents par ailleurs en
bonne sante, au fil des années, la littérature a montré que la SIA était une condition complexe
et multifactorielle. En effet, des facteurs hormonaux, mécaniques et génétiques sont
majoritairement impliqués (Hamad et al., 2007).

La genétique de la scoliose est complexe et implique probablement Il'interaction de
plusieurs géne avec des facteurs environnementaux. Des études de genétique moleculaire ont

identifié plusieurs régions du génome qui pourrait étre associées a la scoliose.

Chez I’homme, le gene POCS est un géne crucial dans la formation du cil primaire, il
code pour une protéine centriolaire responsable de la cohésion des microtubules et
I’assemblage de la partie distale des centrosomes. Cette protéine intervient aussi dans des
mécanismes cellulaires tels que la division et la mobilité cellulaire (Mathieu, Spataru et al.,
2021).

En effet , il a été découvert récemment, que les cils primaires sont liés a la réduction de
la masse osseuse par la désorganisation du réseau de microtubules causée par la réduction de
I'ancrage de ces derniers au corps basal (Zhang et al., 2024), ce qui pourrait expliquer la faible

densité minérale osseuse observee chez les patients atteints de SIA (Beling et al., 2021).

En outre, plusieurs mutations faux-sens touchant le géne POC5 ont été mises en
évidence dans une grande famille avec plusieurs membres atteints de scoliose idiopathique.
Ces mutations sont localisées dans 1’exon 10 du géne POCS5. De plus, des variantes génétiques
de POCS5 ont été trouvées dans un ensemble supplémentaire de familles affectées et chez
plusieurs individus dont la scoliose n'avait pas de présence dans leur famille (Schlosser et al.,
2015).
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C’est dans cette optique, que NOUS Nous sommes intéressés a 1’étude in silico de I’impact
de quatre mutations du géne POCS5 sur la protéine par I’utilisation de différents logiciels de
prédiction : I-Mutant2.0, Polyphen-2, SIFT, Project HOPE.
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l. La maladie de la scoliose
| .1. Généralités sur la scoliose

La scoliose a été définie de maniére complete et explicite en 1986 par Dubousset
comme une déformation du rachis consistant en un déplacement progressif de vertebres par
rapport a celles adjacentes, dans les 3 plans de I’espace, sans perte de continuité ostéo-
ligamentaire, sur tout ou partie du rachis, essentiellement durant la période de croissance
(Figure 01) (Vandergugten et al., 2022).

Cette maladie entraine une gibbosité (déformation du haut du dos en forme de bosse)
(Bruandet, 1996).

Figure 1 : scoliose idiopathique chez 1’adolescent (Simmonds, 2015).

La prévalence de la scoliose varie d’un pays a un autre ; en Turquie, elle est estimée a
0,47%, en Allemagne 5,2% pour les scolioses idiopathiques. Une autre étude en Corée réalisée
sur des enfants évoque une prévalence de 3,3% , (Kim et al., 2020). En Algérie, une étude
menée en 2011 au service de réadaptation physique de Tixraine (centre d’ Algérie) a enregistré

une prévalence de 2,38% (El Watan, 2015).
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La scoliose doit étre différenciée de I’attitude scoliotique. Cette derniere correspond
essentiellement a une inflexion latérale du rachis dans le plan frontal sans véritable torsion
vertébrale et sans déformation asymétrique du tronc ou des zones para-vertébrales dans les trois

plans de I'espace (figure 2) (Romano et al., 2012).

Figure 2 : La normalisation de la bascule pelvienne liée a 1’inégalité de longueur des
membres inférieurs permet la correction de 1’attitude scoliotique (Vandergugten et al.,

2022).

I .2.Types de scoliose
I .2.1. La scoliose idiopathique

C’est la plus fréquente des scolioses. La scoliose idiopathique est une déformation
structurale du rachis, apparaissant et évoluant pendant la période de croissance (1’adolescence),
sans relation avec un autre processus pathologique décelable, ce qui la distingue des scolioses

dites secondaires, par exemple neurologiques ou malformatives (Khouri et al., 2004).
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Elle touche les deux sexes (garcons et filles). Cependant, la scoliose idiopathique de
I’adolescent (SIA) affecte préférentiellement les filles avec un ratio d’environ 7 filles pour 1
garcon dans le cas de courbures sévéres (>40) (Konieczny et al., 2013), suggérant un role
important des hormones pubertaires féminines, dont I’estrogéne (Hagglund et al., 1992).

Les facteurs geénétiques contribuent a environ un tiers au risque de développement de la

maladie. Des mutations des genes ont été impliquées dans certains cas.

La scoliose idiopathique est le plus souvent silencieuse chez 1’enfant et 1’adolescent,
Chez D’adulte, elle peut entrainer des douleurs lombaires, fatigue ou douleur musculaire,
asymétrie de I'épaule, une déformation de la cage thoracique, une torsion du tronc et dans les
cas graves, la colonne vertébrale peut comprimer les poumons, entrainant des problemes

respiratoires (Khouri et al., 2004).

1.2.2. La scoliose congénitale

C’est une déformation de la colonne vertébrale présente a la naissance, par anomalies

osseuses, vertebres en trop ou en moins ou asymeétries structurales.

La scoliose congénitale malformative (SCM) est définie comme une déformation de la colonne
vertébrale secondaire a une anomalie de développement. Son incidence serait estimée a 0,5-1
pour 1000 naissances (Bassole et al., 2020). Ces patients ont un grand risque de progression
rapide. Puisque seulement 30 % de la colonne vertébrale est ossifiée a la naissance, il est

difficile de diagnostiquer ce genre de malformations en début de vie (Akbarnia et al., 2015).

1.2.3. La scoliose syndromique

C’est une forme de scoliose qui se développe a tout &ge dans le cadre d'un syndrome.
Elle est associée a un trouble neuromusculaire, squelettique ou conjonctif.
C’est une scoliose faisant partie intégrante de la description d’un syndrome. On les appelle
aussi scolioses génétiques, car ses syndromes sont le plus souvent d’origine génétique comme

la neurofibromatose ou les maladies du tissu conjonctif. (Ferdinand, 2014).


https://info.medadom.com/symptomes/lombalgie?hsLang=fr
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1.2.4. La scoliose secondaire

Elle survient suite & une maladie :
-Scoliose neuromusculaire (dystrophie musculaire, la paralysie cérébrale ou la myopathie).
-Scoliose neurofibromatique (une maladie genétique provoquant la croissance de tumeurs
nerveuses).

-Scoliose post-traumatique (blessure ou traumatisme du rachis) (Chateil, 2008).

1.2.5. La scoliose de novo ”scoliose dégeneérative™

C’est une forme de scoliose qui survient chez les adultes. Elle apparait sur un rachis

initialement sain et est souvent liée a la dégénérescence de la colonne vertébrale, la perte
musculaire, I'ostéoporose et la faiblesse ligamentaire.
L’augmentation rapide de la population agée a entrainé une augmentation de la prévalence de
la scoliose chez I’adulte. La scoliose adulte est divisée en scoliose idiopathique adulte et
scoliose dégénérative adulte. Ces deux types de scoliose varient en termes d'age du patient, de
forme de courbure et de symptdmes cliniques, ce qui nécessite des indications et des options
thérapeutiques différentes (Cho et al., 2014).

1.3. Le diagnostic de la scoliose

Le diagnostic de la scoliose est généralement effectué par un professionnel de la santé,
comme un médecin, un orthopédiste, repose sur I’examen clinique et 1’examen

radiologique (Khouri et al., 2014).

1.3.1. Examen clinique

Il est constitué de plusieurs étapes :
- L’observation de la posture du patient, et la recherche des informations sur les symptomes.
- Examen de la colonne vertébrale a la recherche de déformations, d’asymétrie au niveau des
épaules ou omoplates ou flancs et I’évaluation de 1’équilibre du bassin.
- 1l faut prendre en compte les symptdmes signalés par le patient (la douleur, la raideur ou la
fatigue), les antecédents médicaux et familiaux.
- Le medecin quantifie la sévérité de la scoliose par la mesure de I’angle de Cobb : Il est défini
comme l'angle formé par une ligne tracée parallelement au plateau supérieur de la vertebre la

plus inclinée au-dessus du sommet de la courbe et une ligne tracée parallelement au plateau
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inférieur de la vertébre la plus inclinée au-dessous du sommet de la courbe vertébrale (figure
3) (Lee et al., 2018).

Figure 03 : Le concept de I'angle de Cobb (Lee et al., 2018).
1.3.2.Examen radiologique

L’examen radiologique comprend au minimum deux radiographies du rachis dans son
ensemble du crane aux tétes fémorales : face et profil. Une face couchée peut étre utile pour
différencier d’une attitude scoliotique et pour apprécier la réductibilité d’une courbure (Figure

03) (Lee et al., 2018).

Dans certains cas, d'autres tests d'imagerie tels que I'lRM ou le scanner peuvent étre
recommandés pour évaluer plus précisément I'état des tissus mous et des vertebres (Carlier et
Mompoint., 2009).

Une fois le diagnostic établi, le professionnel de la santé peut déterminer la meilleure approche
pour traiter la scoliose en fonction de la gravité de la courbure, de I'dge du patient et d'autres
facteurs.
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1.4. Physiopathologie de la scoliose

Plusieurs facteurs (figure 04) peuvent contribuer au développement de la scoliose mais
sa physiopathologie n’est pas entierement comprise, elle peut varier en fonction du type de
scoliose. On peut citer :

- L’instabilité vertébrale, les vertebres ne sont pas solidement ancrées les unes aux autres.

- Asymétrie de croissance, des désequilibres dans la croissance des vertébres, des cotes ou des
muscles peuvent conduire a une déviation du rachis.

- Les anomalies neuromusculaires peuvent contribuer a la scoliose en influencant la posture et
la croissance de la colonne vertébrale.

- Les hormones de croissances peuvent étre liées au développement de la scoliose.

- Facteurs genétiques : la prédisposition génétique joue un rdle important, et la maladie peut
parfois étre observée au sein des familles (Leroux et al., 2002).

- Bien que les facteurs génétiques soient importants, des facteurs environnementaux peuvent
également jouer un réle tels que les traumatismes, les infections, les anomalies congénitales, le
port de charge (cartable lourd) ou une activité sportive a haut niveau (Khouri et al., 2004).

En fait, plus I’dge d’apparition de la déformation est précoce, plus le pronostic est
sévére. L’enfant est confronté jusqu’a 1’adolescence a une évolution inéluctable : « la

croissance » (Weill, 2012).

Facteurs
génétiques et

/ épigénétiques \

Facteurs Facteurs
(il scolose
q idiopathique de
I’adolescent (SIA)
Facteurs
= biomécaniques et

musculosquelettiques

Figure 04 : Etiologie de la scoliose idiopathique de 1’adolescent (De Seze et Cugy., 2012).
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1.5.Traitement de la scoliose

La scoliose est traitée selon le niveau de gravité des déformations. Les patients
présentant une courbure scoliotique modérée (<40°) ont recours a des traitements de types non
chirurgicaux (les corsets), tandis que ceux présentant une courbure scoliotique sévére doivent

généralement avoir recours a un type de traitement chirurgical (Lacroix, 2003).

Les corsets permettent de ralentir ou de diminuer I’aggravation de la courbure scoliotique dans
la majorité des cas, ce qui évite des gestes opératoires invasifs et non dénues de conséquences
(Bruyneel et al., 2008).

Une courbe contreventée par un corset et qui reste <45°-50° & la maturité squelettique est
considérée comme un succes du traitement, car le corset n'est plus efficace une fois que les

patients ont atteint la maturité squelettique (Dehzangi et al., 2021).

Le but du traitement chirurgical est d’éviter la poursuite de 1’évolution et la survenue des
complications spontanées par une arthrodese, et de corriger I’angulation et donc une partie du

préjudice esthétique grace a un matériel métallique d’ostéosynthése (Mallet et al., 2004).

I1. La génétique de la scoliose :

La génétique de la scoliose est complexe et implique probablement I'interaction de

plusieurs genes avec des facteurs environnementaux.

En effet, la scoliose survient dans 40% des cas dans un contexte d'agrégation familiale,
évoquant le role d'un facteur génétique et plusieurs modes de transmission ont été décrits :
récessif, dominant et lié au chromosome X. Cependant, il est important de noter que la scoliose
est une maladie complexe polygénique, ce qui signifie qu'elle est influencée par de nombreux
genes différents (Miller, 2007 ; Mathieu et Spataru et al. , 2021).

Des études de génetique moléculaire ont identifié plusieurs regions du génome qui pourraient
étre associées a la scoliose. Des recherches ont également identifié des génes spécifiques qui
pourraient jouer un rdle dans le développement de la maladie ; tels que les genes du tissu
conjonctif, les génes de formation et du métabolisme de 1’os, les genes codant pour différentes
hormones, les génes de puberte et de croissance (Pialasse., 2015). A ce propos, des travaux
récents ont identifié le gene POC5 codant pour la protéine centrosomale comme étant liée a la

forme familiale de la SIA.
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Bien que de nombreux génes aient été étudiés dans le contexte de la scoliose, aucun gene
spécifique n'a été identifié comme étant la cause unique de la maladie. Cependant, plusieurs
génes ont été associés a la scoliose (SIA), ces genes sont énumérés dans le tableau 1 Mathieu
et Spataru et al. , 2021).

Tableau 1 : Liste des génes identifiés par analyse de GWAS ou par analyse de liaison chez
des individus atteints de SIA (Mathieu, 2022).

Symbole du géne  MNom du géne Symbole du géne  Nom du géne

ACAMN Aggrecan s interleukin &

ADGRGE Adhesion G Protein-Coupled Receptor G&  IL1TRC Interlewkin 17 Receptor C

AJAPL Adherens Junctions Associated Protein 1 KCNJ2 Potassium Inwardly Rectifying Channel
Subfamily ] Member 2

AKAP2 A-Kinase Anchoring Protein 2 LBX1 ladybird homeobox 1

BCN2Z basonuclin-2 LEPR Leptin receptor

BCLZ BCLZ Apoptosis Regulator MATN1 Matrillin 1

ComMP cartilage oligomeric matrix protein MMP3 matrix metalloproteinase-3

CNTHAP2 Contactin Associated Protein 2 MTRN1E melatonin receptor type 1b

COL11A2 collagen type Xl alpha 2 chain MAPKT mitogen-activated protein kinase 7

caLmi1 calmodulin 1 MAGI1 Membrane Associated Guanylate
Kinase 1

CDHT cadherin 7 MEIS1 Meis Homeobox 1

CHL1 Cell Adhesion Malecule L1 Like MTMNR1A melatonin receptar 14

C17orf67 chromosome 17 open reading frame 67 NUCKS1 nuclear casein kinase and cyclin
dependent kinase substrate 1

DOTIL disruptor of telomeric silencing 1-like POCS POCS centriolar protein

DSCAM D5 Cell Adhesion Molecule PAX1 et PAX3 paired box 1

E5R1 estrogen receptor alpha PITX1 paired like homeodomain 1

ESR2 estrogen receptor beta SOX9 SRY-Box Transcription Factor 9

EFHA4 EPH Recaptor Ad THIK TRAF2 And NCE Interacting Kinase

FEN1 fibrillin-1 TPH1 tryptophan hydroxylase 1

FBMNZ fibrillin-2 TMFR511B tumnor necrosis factor receptor
superfamily member 11b

FAM1D1A regulatar of filamin protein A TGFB1 transfarming growth factor beta 1

FGF3 Fibroblast Growth Factor Receptor 3 TIMP2 TIMP Metallopeptidase Inhibitor 2

GPR126 G-protein coupled receptor 126 TBXE T-Box Transcription Factor 6

GPER G protein-coupled estrogen receptor 1 VDR vitamin D receptor

H5PG2 heparan sulfate proteoglycan 2 VAMNGL1 VAMNGL Planar Cell Polarity Protein 1

HOXB7, HOXBS, homeobox genes ZIC2 zinc finger protein ZIC 2

HOXA13, HOXALD

IGF1

insulin-like growth factor 1

Il est important de noter que la recherche sur les génes associés a la scoliose est encore
en cours, et de nouveaux genes et mutations sont régulierement découvertes a mesure que la

technologie et les techniques de séquencage génétique progressent. (Mathieu, 2022).

En plus des mutations génétiques, il existe des facteurs épigénétiques, qui peuvent jouer un

réle dans le développement de la scoliose. Ces facteurs modifient I'expression des genes sans
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changer la séquence d’ADN et peuvent étre influencés par des facteurs environnementaux.
(Mathieu, 2022).

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a 1’étude du gene POCS. Ce dernier a
été identifié comme étant impliqué dans environ 10% des formes familiales de scoliose
idiopathique. Cette découverte représente une avancée significative dans la compréhension de
la scoliose

I1.1. Description du géne POC5

Le gene POCS5 (Protein centriolar 5) (MIM# 617880) est situé sur le bras long du
chromosome 5 en 5913 (figure 05). Il s’¢tend sur pres de 43 kilo bases répartis en 15 exons et
14 introns. En effet, I’information codante est répartie sur 15 exons dont la transcription et
1’épissage donnent naissance a un acide ribonucléique messager (ARNm) de 2185pb soit 5 %

du géne initial.
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Figure 05: Localisation du géne sur le chromosome 5 (National Library of Medecine,2022)

11.2. Description de la protéine POC5

POCS est une protéine de liaison a la centrine qui s'accumule dans les pros centrioles
aprés la duplication des centrioles et est nécessaire a I'élongation et a la maturation des pro
centrioles (Azimzadeh et al., 2009).

La protéine POC5 est composée de 575 acides aminés avec une masse moléculaire de 63351
Da (Figure 5). Cette protéine a une région de bobine enroulée, suivie de 3 répétitions de liaison
a la centrine en tandem, d'une deuxiéme région de bobine enroulée et d'un motif de 21 résidus

conservé au cours de I'évolution (figure 06) (Azimzadeh et al., 2009).
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Figure 06 : La structure 3D de la protéine POC5

11.3. Le role de la protéine POC5

La protéine POC5 joue un réle crucial dans la formation du cil primaire Mathieu et
Spataru et al. , 2021), qui est une organelle non-motile retrouvée a la surface de la totalité des

cellules du corps humain a I’exception des cellules sanguines.

Le cil primaire joue un rble mécano-senseur important tout au long de la vie, dés le
développement embryonnaire. Il prend part a de nombreux mécanismes dont la formation et

I’homéostasie osseuse et a déja ét€ mis en cause dans les maladies osseuses.

En réalité, lorsque le cil primaire est défectueux, il est responsable de syndromes complexes
regroupés sous le nom de ciliopathie (anomalie du cil consécutive a des variations pathogénes
dans des génes codant pour des protéines impliquées dans la formation et la fonction du cil),
dont un des symptdmes est la scoliose (Hassan et al., 2019 ; Mathieu, Pattern et al., 2021 ;
Mc Connachie et al., 2021). En effet, des études ont montré que les cils primaires sont liés a
la réduction de la masse osseuse par la désorganisation du réseau de microtubules causée par
la réduction de I'ancrage de ces derniers au corps basal (Zhang et al., 2020). Ce qui pourrait
expliquer la faible densité minérale osseuse observée chez les patients atteints de SIA (Pitts
et al., 2021).

La protéine POCS5 est également impliquée dans des fonctions cellulaires telles que la
polarité, la division et la motilité, et fait partie du cytosquelette cellulaire qui est important pour

la dynamique cellulaire (Azimzadeh et al.,2009 ; Chang et al., 2016).
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En effet, POC5 est une protéine centrosomale localisée aux centrioles mére et fille tout au long
du cycle cellulaire. Le recrutement du POC5 dans les centrioles se produit tard dans la phase

de duplication du cycle cellulaire (phase G2/M) (figure 07).
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Figure 07 : le cycle du centrosome (Wang et al., 2014).

Dans les cellules humaines, les centrioles présentent une polarité structurelle, avec des
microtubules triples stables a leur extrémité proximale et des microtubules doubles a leur
extrémité distale (Paintrand et al., 1992 ; Rousselet et al., 2001). En outre, les centrioles
matures portent deux séries d'appendices a leur extréemité distale, qui seraient nécessaires a
I'ancrage des microtubules au centriole et a I'arrimage des centrioles a la membrane plasmique

au cours de la ciliogenése (Piel et al., 2000) ; ( Ishikawa et al., 2005).

Le hPOCS5 s'est avéré essentiel pour I'assemblage des centrioles de pleine longueur et pour la
prolifération cellulaire. Il a été constate que I'hPOCS5 soluble était phosphorylé pendant la
mitose, mais que la fraction de I'nPOC5 associée au centriole était hyper phosphorylée par
rapport a I'hPOCS5 soluble, ce qui suggére gque le recrutement de hPOCS5 au centriole pourrait
dépendre de la phosphorylation (Figure 8) (Azimzadeh et al., 2009) (Wang et al., 2014).
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Figure 08 : Schéma représentant le role de POC5 dans I'assemblage du centriole
(Hassan, 2018).
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En outre, la protéine POC5 a été identifiée comme interagissant avec POC1B,
FAM161A et centrine-2 pour construire un échafaudage interne avec un assemblage
hélicoidal, qui fournit la flexibilité structurelle et la force pour maintenir la cohésion des

microtubules et des cellules ciliaires (Le Guennec et al., 2020).

11.3. Mutation du gene POC5

L’hétérogénéité phénotypique de la scoliose est le reflet de la grande variabilité
d’anomalies génétiques responsables de cette pathologie. Ces anomalies se trouvent dispersées

dans I’ensemble de la région génomique de plusieurs génes.

Il a été rapporté dans une étude, une mutation faux-sens dans le géne POC5 dans une grande
famille avec plusieurs membres atteints de scoliose idiopathique. De plus, des variantes
génetiques du POC5 (A446T, A455V, A429V) ont été trouvées dans un ensemble
supplémentaire de familles affectées et chez plusieurs individus dont la scoliose n‘avait pas de
présence dans leur famille. Le variant c.G1363C (p.(A455V)) a été identifié dans une famille
de la méme cohorte et le variant ¢.C1286T (p.(A429V)) a été retrouvé uniguement dans des

cas sporadiques de SI (Schlosser et al., 2015 ; Patten et al., 2015).
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Aussi, I'implication du POC5 dans la SI1A a été validee dans une étude cas-témoins. Cette étude
a rapporté que les variantes courantes (A446T, A455V, A429V, T413A) du POC5 étaient
associees a une susceptibilité de la SIA et ont mis en évidence une surexpression de I’ARNm
du POCS5 dans les muscles des patients scoliotiques par rapport aux témoins (Hassan et al.,
2019).

En outre, lorsque le géene POC5 muté est exprimé chez un poisson zebre, ce dernier
développe une scoliose, tandis que I’expression du géne humain non muté permet un
développement normal des animaux. Cette découverte représente une avancée majeure vers la

compréhension et le traitement de la scoliose (Patten et al., 2015).

D’autres études ont pu mettre en évidence qu’une altération du géne POCS5 entraine une
rétraction du cil primaire ainsi qu’un défaut dans le cycle cellulaire, en effet, les cellules
porteuses de la mutation p. (A429V) demeureraient « bloquées » en phase S. 1l a été montré
aussi que la protéine mutante perd une grande partie de ses partenaires protéiques en
comparaison a la protéine POC5 sauvage (Hassan et al., 2019). En effet, elle ne peut alors
plus interagir avec ses partenaires et se localise dans le noyau cellulaire, la taille du cil ainsi
que la progression dans le cycle cellulaire sont alors altérées (Mathieu et al., 2021).

A c6té des facteurs génétiques, Les facteurs épigénétiques tes que la méthylation de
I’ADN, la modification des histones, les longs ARNs non codant (LncRNA) et les micro-
ARNSs jouent un réle important dans la régulation de la transcription de génes codant pour des
protéines impliquées dans de nombreuses voies de signalisation comme I’homéostasie
osseuse, la prolifération et la différenciation des ostéoblastes, des ostéoclastes et des cellules

souches mésenchymateuses issues de la moelle épiniére (Perez-Machado et al., 2020).

I11. La bio-informatique

I11.1. Définition

Comme le décrit Jean-Michel Claverie : "La bio-informatique est constituée par
I’ensemble des concepts et des techniques nécessaires a I’interprétation de 1’information

génetique (séquences) et structurale (repliement 3-D). C’est le décryptage de la "bio

information” (Claverie et Notredame, 2007).
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La bio-informatique est donc définie comme 1’utilisation de bases de données et d’algorithmes
informatiques pour analyser les geénes, les protéines, et la collection compléte d’ADN d’un
organisme vivant (le génome).

En fait, ¢’est I’approche « in silico » de la biologie qui consiste en une analyse informatisée
des données biologiques en utilisant un ensemble de moyens : acquisition et organisation des
données biologiques, conception des logiciels pour ’analyse, la comparaison et la modélisation

des données, et enfin I’analyse des résultats produits par les logiciels (Amara Korba, 2020).
111.2. Les outils de la bio-informatique

Le domaine de la bio-informatique s’appuie fortement sur internet pour accéder aux
données de séquence, aux logiciels utiles pour analyser les données moléculaires et pour

intégrer différents types de ressources et d’informations relatives a la biologie.

Parmi les bases de données qui servent de référentiels pour les données sur ’ADN et les
protéines, nous citons : NCBI (centre national d’information sur la biotechnologie) ; EBI
(institut européen de bio-informatique) ; Ensemble (navigateur pour 1’étude de dizaines de
génomes) ; Protéine Data Bank (Research Collaboratory for Structural Bioinformatics) ; etc.
(Jamet, 2006)

Les outils bio-informatiques permettent d’aligner un trés grand nombre de séquences entre elles
grace avec des programmes comme FASTA ou BLAST (Basic local Alignement Search Tool)
(Ng et Henikoff, 2003). Ces algorithmes d’alignement recherchent dans des paires de
séquences des régions isolées qui ont un haut degré de similitude. Ce logiciel est une matrice
de similarité pour calculer des scores d’alignement trouvé. Ce score est utilisé pour évaluer

statistiquement la pertinence de I’alignement.

Ces outils disponibles sont tres nombreux allant de la prédiction de geénes a partir d’une
séquence quelconque a I’identification de motifs particuliers (sites de fixation de protéines,

etc.) ou a la prédiction du caractere pathogene d’une mutation faux-sens.

Les mutations faux-sens représentent plus de la moitié des mutations pathogenes décrites dans
les maladies génétiques humaines et plus de la moitié des variations de séquence non-

pathogenes. Leur interprétation est souvent délicate ce qui a conduit a la création d’outils de
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prédiction dont les principaux sont SIFT (Craig Venter Institute), Polyphen-2 (Harvard
Université) et UMD-Prédiction (INSERM)

Les conséquences des mutations faux-sens ou des délétions/insertions en phase (y compris les
anomalies de 1’épissage) sont moins certaines. Ces mutations sont responsables d’un
changement de la séquence protéique et peuvent notamment affecter la stabilité, 1’adressage
intracellulaire, la maturation de la protéine, les sites importants pour 1’activité enzymatique ou

encore les interactions fonctionnelles avec des ligands et d’autres protéines (Lecoquierre,

2018).
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Figure 09: Représentation schématique des réseaux en bio-informatique (Amara Korba,
2020)
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I  |\atériel et méthodes

I. Matériel :

Les mutations du Protein centriolar 5 POC5 sont frequemment retrouvées chez les
patients atteints de la scoliose. Dans la présente étude nous nous sommes intéressés a quatre
(04) mutations du gene POCS5 identifiees préalablement (Patten et al., 2015). Elles sont

résumées dans le tableau 2.

Tableau 2: Liste des mutations analysées

Types .
Exon/ Intron ) DNAc Proteine
de mutation
faux —sens c.G1336A p.(Alad446Thr)
faux —sens ¢.G1363C p.(Ala455Val)
Exon 10
faux —sens c.C1286T p.(Alad429Val)
faux —sens c.A1237G p.(Thr413Ala)
I1. Méthodes :

Les variations au niveau des genes conduisent le plus souvent a un dysfonctionnement

des protéines synthétisées, conduisant a I’apparition de plusieurs pathologies.

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 la structure et/ou la fonction de la
protéine. Cela explique, la diversité des logiciels destinés a prédire les différents effets déléteres
des mutations.

Dans ce travail, les effets délétéres des mutations A446T, A455V, A229V, T413A ont été
explorées a l'aide de quatre logiciels de bio-informatique : SIFT, PolyPhen-2, I-Mutation et
Project HOPE.

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

Mutant 2.0

L’effet stabilisant ou déstabilisant des mutations faux- sens a été évalué en utilisant le

logiciel I-Mutant 2.0 (https://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html). Ce logiciel est

basé sur une approche de type Support Vector Machine (SVM) qui estime la différence
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d’énergie libre (Delta G ; DDG) entre la protéine sauvage et mutée. La prédiction se base sur

la structure tertiaire ou de la séquence de la protéine (Capriotti et al., 2005).

Une valeur positive (DDG>0) implique une augmentation de la stabilité des protéines, tandis
qu’une valeur négative (DDG<O0) suggére une mutation déstabilisante pour la structure de la

protéine (figure 10).

Je-Mutant2.0

Séquence protéique : Code résiduel a une lettre

Télécharger I Mutant2.0

Unité de bioinformatia Position: : Numéro de résidu de séquence
Tnité de bioinfo ue
Nouveau résidu : E 51 une seule substitution est requise
. .35 q . :
Contacter-nous Température: Température en degrés Celsius [0-100]
PH: Valeur pH [0-14]

Prédiction: () Valeur de changement d'énergie gratuite (DDG)
® Signe du DDG

e-mail: ‘ |

Derniére mise d jour 27/12/06

| Soumettre |

Figure 10 : Interface du logiciel I-Mutant2.0

11.2. Prédiction des effets des mutations par le logiciel Polymorphisme Phenotyping-2
(PolyPhen-2)

PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) est un outil automatique de

prédiction de I'impact possible d'une substitution d'acide aminé sur la structure et la fonction

d'une protéine humaine (Shamil et al., 2001) (figure 11).

Cette prédiction est basée sur un certain nombre de caractéristiques comprenant la séquence,
les informations phylogénétiques et structurelles caractérisant la substitution. Cette derniére
peut se produire au niveau d'un site spécifique, par exemple actif ou de liaison, ou dans une
région non globulaire, par exemple transmembranaire.

PolyPhen-2 se base sur trois types d’informations issues des banques de donnée (Shamil et al.,
2001 ; Attwooll et al., 2004).
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- Les informations pour les substitutions connues a une position donnée, contenant les
annotations de séquences,
- L’alignement multiple,

- Les informations structurales provenant de banque de données de structure PDB.

Les substitutions sont classées en trois niveaux :
- Probablement délétéres (probably damaging) : La substitution devrait altérer la fonction
et/ou la structure (> 2.0).
- Potentiellement délétéres (possibly damaging) : La substitution pourrait altérer la
fonction et/ou la structure (1.500-1.999).
- Bénigne (bénign) : La substitution n’a pas d’effet sur la fonction et sur la structure de
la protéine (0-0.999).

N

% <di
‘Mé ; f: ‘_} f* POIVPhen'Z prediction of functional effects of human nsSNPs

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

21-Jun-2021: Server has been migrated to 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

Protein sequence

in FASTA format
A

Position
AMMARNDCEQGHILKMFPSTWYV

Substitution
AARNDCEQGHILKMFPSTWYV

Query description

‘Submit Query| Clear||Check Status

Display advanced query options

Figure 11 : Interface du logiciel Poly Phen-2
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11.3. Prédiction de I’effet délétere des mutations exoniques sur la protéine par le logiciel

Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT)

SIFT est un logiciel gratuit, accessible sur le lien : http:/sift.jcvi.org/. Il s’appuie sur

I’homologie de séquences (figure 12), qui recherche de maniére directe la présence de la

substitution nucléotidique parmi les séquences homologues (Ng et Henikoff, 2003).

Ce logiciel trie la substitution d’un acide amin¢ dit intolérant par rapport au tolérant et prédit
I’effet phénotypique de cette substitution sur 1’activité de la protéine (Pauline, 2003).

SIFT prend une séquence de requéte et utilise plusieurs informations d'alignement pour prédire
les substitutions tolérées et nuisibles pour chaque position de la séquence de requéte.

C’est une procédure en plusieurs étapes qui :

- Recherche des séquences similaires,

- Choisit des sequences étroitement liées qui peuvent partager une fonction similaire a la
séquence de requéte,

- Obtient I'alignement de ces séquences choisies,

- Calcul des probabilités normalisées pour toutes les substitutions possibles de I'alignement.
Les positions avec des probabilités normalisées inférieures a 0,05 devraient étre délétéres,

celles supérieures ou égales a 0,05 devraient étre tolérées (Poch.Olivier.M, 2012).

{‘—-F?:: Sorting Intolerant From Tolerant

Maison ide Code Contacteznous K

SIFT predit si une substitution d'acide amin¢ affecte la fonction des protéines en fonction de 'homologie de séquence et des propriétés physiques des acides aminés. SIFT peut &tre appliqué aux polymorphismes non
synonymes naturels ef aux mufations faux-sens induites en laboratoire.

MISE A JOUR le 31 mars 2022
+ Déplacer vers un nouveau serveur

MISE A JOUR le 6 décembre 2019

+ Modifiez SIFT4G Annetator pour rechercher le génome localement au lieu d'interroger dynamiquement le site Web SIFT enraison  +

Outils génomiques Outils a protéines uniques

Prédiction SNV/SNP SIFT pour les sénomes Prédictions pour les génomes humains de construction 37, 38

et>200 WL Séquence SIFT

SIFT For Genomes (Soumission en ligne) ( Béta ) Prédictions pour certains organismes modéles (par |3 Séquence associée SIFT
exemple humain, sourts, ver, levure). A

1sID dbSNP (prédictions SIFT4G) \J), Séquences alignées SFT
Prédiction INDEL

1. Restreindre les ndels au codage 2. Classer les mdels de codage (insertion/suppression) . Construction
oL humaine 37 et 38)

Figure 12: Interface du logiciel SIFT.
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11.4. Project HOPE (Have (y) Our Protein Explained)

Project HOPE est un programme  gratuit accessible via le lien

https://www.cmbi.umcn.nl/hope/input/

Le serveur permet de soumettre une séquence protéique et la mutation. Le projet HOPE
collectera et combinera ensuite les informations disponibles a partir d'une série de serveurs
Web et de bases de données UniProt (http://www.uniprot.org/) et produira un rapport de

mutation complet avec des resultats, des chiffres et des animations.

Le systéeme HOPE utilise toutes les informations collectées, combinant les propriétés connues
des acides aminés de type sauvage et mutant, telles que la taille, la charge et I'nydrophobicité,
pour prédire I'effet des mutations sur la structure et la fonction des protéeines (Elshaikh et al.,

2016).

HOPE  BiCreate report @ Support @ About <> API

Input Sequence

Enter a protein sequence (single letter code) or a Uniprot-accession code (for example P01542)

Select a Residue to Mutate
Select Mutation

Select Modeling Method

Figure 13: Interface du logiciel Project Hope
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I- Résultats

I.1. Résultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0

L’analyse des effets des mutations faux-sens sur la stabilité de la protéine POC5 a été
prédite par le logiciel I-Mutant 2.0. Les résultats obtenus par ce logiciel sont représentés sur
les figures 14-15-16-17.

SR R SR KRR R R KK KRR R R 3K O R 3K SR o K K 3 K R 3K S K S R K KR RS R K R K KKK R K

% P
*x I-Mutant v2.0 ok
£33 Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations B
% P

SR R SR KRR R R KK KRR R R 3K O R 3K SR o K K 3 K R 3K S K S R K KR RS R K R K KKK R K

SEQ File: fileseq.txt

Position WT NEW Stability RI pH T
413 T A Increase 2 7.0 25

WT: Aminoacid in Wild-Type Protein
NEW: New Aminoacid after Mutation
RI: Reliability Index

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

KR KKK K K K KKK K K K R K K KK K KK o KK K3 HOK 5K o K K K 3 K 5K 35K K S8 3K K 3K KK K8 6 5K o K K K 3K 3 KK K 36K K

* *
* Capriotti E, Fariselli P and Casadio R (2085). I-Mutant2.8: predicting *
* stability changes upon mutation from the protein sequence or structure. *
* Nucl. Acids Res. 33: W3@6-W310. *
* http://gpcr.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-Mutant2.8/I-Mutant2.8.cgi *
* *
* *

KK KK K K KK KKK K K K KK K KK K KK o K K K 3 K K o KKK K 5K o 35K o K KK KK 3 K K K 5K o K K K oK KK 6 K

Figure 14 : Résultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0 pour la mutation
c.A1237G (p.Thr413Ala).

KK K KKK KK R KK K KK S K K KR K K KK K KK KK K K SK K KK K 8 K S F K K K KKK K K K KO K K K K K K K KO K

Hx ok
Lt I-Mutant v2.0 R
S Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations T
Hx ok

SRR RS 3 R RS R R K S 36 3RS R K SR R 3R K SRR SR R K 3R R R K SR R R K R K KR K K R K KR KRR K

SEQ File: fileseq.txt

Position WT NEW Stability RI pH T
429 A v Increase 2 7.8 25

WT: Aminoacid in Wild-Type Protein
NEW: New Aminoacid after Mutation
RI: Reliability Index

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

KK K KKK KK R KK K KK S K K KR K K KK K KK KK K K SK K KK K 8 K S F K K K KKK K K K KO K K K K K K K KO K

* *
* Capriotti E, Fariselli P and Casadio R (2005). I-Mutant2.8: predicting *
* stability changes upon mutation from the protein sequence or structure. *
* Nucl. Acids Res. 33: W3@6-W31@. S
* http://gpcr.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-Mutant2.0/I-Mutant2.08.cgi *
* *
* *

Sk ok sk e o 6 o ok o ok ok o o o ok ok ok ok ok ok o o ok ok sk o ok ok sk ok ok ok o ok ok ok ok ok ok sk sk ok K ko K R

Figure 15 : Résultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0 pour la mutation
c.C1286T (p. Alad429Val)
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e 3 e R R R K KR R R KR KKK R KK R K oK o o K K o R K S o K K o o KK oK oK o K K K o o K o o 8 K oK K KK

*% xk
= I-Mutant v2.8 EL
CE3 Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations =

ET T
ke e K o o o o o K Kk o Kok ok ok o o sk ok o ok sk ok ok ok ok o o ok ok ok o ok ok Sk ok o sk o o 8 ok K o Kok o

SEQ File: fileseqg.txt

Position WT NEW
446 A T

Stability\ RI pH T
Decrease,

WT: Aminoacid in Wild-Type Protein
NEW: New Aminoacid after Mutation
RI: Reliability Index

T3 Temperature in Celsius degrees
pH: -log[H+]

S 3 R R R R K R K R R R KR KR K K K K KK O R KRR SR K K R 3 K K SR R SR SR 3 8 KK R KK 3

* *
* Capriotti E, Fariselli P and Casadio R (2085). I-Mutant2.8: predicting *
* stability changes upon mutation from the protein sequence or structure. *
* Nucl. Acids Res. 33: W3@6-W31@. *
* http://gpecr.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-Mutant2.0/I-Mutant2.0.cgi *
* *
* *

B

Figure 16 : Résultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0 pour la mutation
c.G1336A (p.Alad446Thr)

R R KRR KRR R R R KKK R R R R R R KO R R KRR R KK KK SRR R R K KK KK

o o
o I-Mutant v2.0 ol
b Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations MW
o "o

P T e

SEQ File: fileseq.txt

Position WT NEW Stability RI pH T
455 A \ Increase e 7.0 25

WT: Aminoacid in Wild-Type Protein
NEW: New Aminoacid after Mutation
RI: Reliability Index

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

oo R R o o Ko
Capriotti E, Fariselli P and Casadio R (2005). I-Mutant2.0: predicting
stability changes upon mutation from the protein sequence or structure.

i "
¥ *
* *
* Nucl. Acids Res. 33: W3@6-W31e. "
* http://gpcr.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-Mutant2.0/I-Mutant2.0.cgi *
* *
* *

B P PR P P R R T T

Figure 17 : Résultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0 pour la mutation
€.G1363C (p.Ala455Val)

Le logiciel I-Mutant 2.0 a permis de calculer la différence d’énergic (DDG) entre la
protéine sauvage et mutante. Cette derniére s’est révélée positive (DDG>0) pour les trois
mutations testées p.T413A ; p.A429V ; p.A455V, ce qui impligue une augmentation de la
stabilité de la protéine POC5. Cependant nous avons remarqué que la mutation p.A446T est
déstabilisante pour la structure de la protéine puisque la valeur de DDG calculée est négative
(DDG<O0).
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1.2. Résultats obtenus par le logiciel POLYPHEN-2 :

Le logiciel Polyphen-2 nous a permis d’avoir une prédiction de I’impact des mutations
¢.G1336A, ¢.G1363C, ¢.C1286T, c.A1237G sur la protéine POCS5. Le résultat obtenu est
présenté dans les Figures (18, 19, 20, 21).

ProteinAcc Posiion AA; AA, Description

Q8NAT2 43 T A Canonical; RecName: Ful=Cenirosomal protein POCS; AktName: Full=Protein of cenfricle 5; Shori=hPOCS; Lengih: 575

Results

[# PredictionConfidence PolyPhen-2 v2.2.3r406
HumDiv

This muiation is predicted obe BENIGN  with 2 score of 0.000 (sensifivity: 1.00; speciicity: 0.00

3 HumVar

= Multiple sequence alignment UCSC MultiZ46Way GRCh3T/hg19 (08-Oct-2009)

Shown are 75 amino acids sumounding the mutation position (marked with a black box|

Figure 18: Résultat obtenu par le logiciel PolyPhen-2 pour la mutation
c.Al1237G (p.T413A).

ProteinAcc Positon AA; AA, Description

Q8NAT2 23 A V  Canonical; RecName: Full=Centrosomal protein POCS; AltName: Full=Protein of ceniriole 5; Short=hPOCS; Length: 575

Results

H Prediction/Confidence PolyPhen-2 v2.2.3r406
HumDiv

This mutation is prediciedtobe BENIGN  with a score of 0213 (sensitivity: 0.92; speciicity: 0.88

:. 8.6 6.8 1.8

) HumVar
Details
3 Multiple sequence alignment UCSC MaltiZ46Way GRCH3T/hg19 (08-0ct-2009)

VisE SR TP ovTs:
‘/55:: ALRPEPQIPLAVTS
VisGsATB P TP PLoVASPL
BadsfBpfresnaess-
Viachss

2

Figure 19: Résultat obtenu par le logiciel PolyPhen-2 pour la mutation
c.G1286T (p.A429V).
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ProteinAcc  Position AA;

QBNAT2
Results

| Prediction/Confidence

HumDiv

+| HumVar
Details

= Multiple sequence alignment

AA;  Description

446 A T Canonical; RecName: Full=Centrosomal protein POCS; AitName: Full=Protein of centriole 5; Short=hPOCS; Length: 575

PolyPhen-2 v2.2.3r406

This mutation s predicted tobe  BENIGN  with a score of 0,048 (sensitivity: 0.94; specificity: 0,83)

UCSC Multiz46Way GRCh37/hg19 (08-Oct-2009)

PLAVTSPLLPSPPAAVEGASATAVPERASME TF i

PLPVTSPLLPSPOAVVIGASANAL »g T

PLPVASPLLPSPPA/ mw. S TRAAG]
/owsM\l :\_xs A T

PSWAQPS
PLPVTSPLLPSPPAAXEGASATA w."'/n'mv

s
PVPVASPLLSFCYTT- -~ -SATTI ;\3 G L JeAs RS
PSMVLQPPRPPTTVTARTASTAA vpﬂ/\ AGTTRY
1EM M Al P! 5 TS TN

AL
PSA PS (yl\lﬂ_g\/Y\ll\HP. A5
PSAFAAQLLPSPP- - - BAAS TTAVPERTEVIEAG TAR] AlPEGT LR TR oL |,-.;2’\/ ,
PS - - - AMALEATCAMF PERASVIEAG |C_=‘ss )| <
PSAVALPQQ- - - PAAGA xww’x AlsE1gLpvEAlcA \.».a,M
ASAAALPPS ATGAAAL viE mﬁ 0%

PSTVILPLLLSPGAG \/\mmm vmv /\, A Y Gl GG
PSCSTRAAT - - - AAAAGASS TAVE Ai\ﬁm« a8 afs - -IrevEsir sst”
TlsBvIvevELIvIEPARTVIP

TLAVASPLLPSPPAA- - - -SATTVRRT
Shown are 75 amino acids sutrounding the mutation position (marked with a black box)

EAGAT]

Figure 20 : Résultat obtenu par le logiciel PolyPhen-2 pour la mutation

Protein Acc  Position AA;

QBNAT2
Results

+ Prediction/Confidence

HumDiv

[+| HumVar
Details

=| Multiple sequence alignment

Nos résultats montrent que les quatre mutations exoniques prédites par le logiciel
PolyPhen-2 sont bénignes, cela indique que les substitutions n’ont pas d’effet sur la fonction
et sur la structure de la protéine POCS5. Ce logiciel a permis également d’obtenir le résultat
d’alignement multiple par comparaison de la protéine POC5 avec toutes les espéces

enregistrées sur UniProt, ce qui nous a permis de confirmer que la mutation ne siége pas dans

c.G1336A (p.A446T).

AA;  Description

455 A V  Canonical; RecName: Full=Centrosomal protein POCS; AltName: Full=Protein of centriole 5; Short=hPOCS; Length: 575

PolyPhen-2 v2.2.3r406

This mutation s predicted to be BENIGN  with a score of 0.000 (sensitivity: 1.00; specificity: 0.00)

UCSC Multiz46Way GRCh37/hg19 (08-Oct-2009)

PERASET REASA
RS e

) -
PERASETRIAGA
DA 1SBAGPAL

WP ASMETREABA
1o

ATA
AGTABAP
X

ASET

LSPGAGARATSTAATPERVETIEAG]
AAAAASSTAVFPEGASMITSG
PSPPAA SATTIVRER TS AG

Shown are 75 amino acids surroundina the mutation position (marked with a black box)

ABAsBAYVP
Agas -
ATTSEVEVPVE L |vT

Figure 21: Résultat obtenu par le logiciel PolyPhen-2 pour la mutation
€.G1363C (p.A455V).

une région conservée entre plusieurs especes.
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1.3 Comparaison des propriétés physicochimiques entre les résidus normaux et mutes
(Project HOPE)

Chaque acide aminé (a.a) a une taille, une charge et une valeur d'hydrophobicité qui lui
sont propres. Le résidu original de type sauvage et le résidu mutant nouvellement introduit

présentent souvent des différences au niveau de ces propriétés.

» La mutation c.A1237G (p.T413A)
La figure ci-dessous montre les structures schématiques de 1’acide aminé sauvage (a
gauche) et mutant (a droite). Le squelette, qui est le méme pour chaque acide aminé, est coloré

en rouge. La chaine latérale, unique pour chaque acide aminé, est colorée en noir.

OH

OH
OH H,N
H,N

O

Figure 22 : Les structures schématiques de la thréonine et de I’alanine.
(Venselaar et al., 2010).

Les proprietés physico-chimiques des acides aminés représentées dans le tableau 03
montrent que I’acide aminé de type sauvage c¢’est-a-dire la thréonine et 1’acide aminé mutant
(I’alanine) different par leur taille. En effet, I’alanine est plus petite que la thréonine, ce qui

peut entrainer une perte d'interactions.

De méme, I'nydrophobicite du résidu sauvage et du résidu mutant differe. Elle est plus élevée
chez I’alanine. En effet, c’est la mutation qui introduit un résidu plus hydrophobe a cette
position. Cela peut entrainer la perte de liaisons hydrogéne et/ou perturber le repliement correct

de la protéine.

Tableau 03 : les propriétés physico-chimiques des deux acides aminés
la thréonine et I’alanine.

Résidus Taille Charge Hydrophobicité Polarité
Thréonine 119Da Négative -0,05 Polaire
Alanine 89Da Neutre 0,62 Non polaire
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» La mutation c.C1286T (p.A429V)
La figure ci-dessous montre les structures schématiques de I’alanine (a.a sauvage) a gauche

et la valine a droite (a.a mutant) et mutant.

OH
OH
H2N H,N

O O

Figure 23 : Les structures schématiques de ’alanine et de la valine.

Le tableau 06 montre que le résidu mutant (valine) est plus grand que le résidu de type

sauvage (alanine). Le résidu mutant est plus hydrophobe que le résidu de type sauvage.

Tableau 04: Les propriétés physicochimiques de 1’alanine et de la valine.

Résidus Taille Charge Hydrophobicité Polarité
Alanine 89Da Neutre 0,62 Non Polaire
Valine 117Da Positive 1,08 Non polaire

» La mutation c.G1336A (p.A446T)
La mutation ¢.1336G>A résulté du remplacement de 1’alanine en position 446 par la
thréonine (A466T). Les structures de ces deux a.a sont illustrées dans la figure 23 ; alors que

les propriétés physicochimiques de chaque résidu sont résumées dans le tableau 04.

La figure ci-dessous montre les structures schématiques de 1’acide aminé alanine (& gauche)
et mutant la thréonine (a droite) contrairement a la premiére mutation en position 413 avec la

thréonine comme a.a sauvage et 1’alanine mutant.
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OH

OH OH
H,N H,N

O O

Figure 24: Les structures schématiques de 1’alanine et thréonine.

Tableau 05: Les propriétés physicochimiques des deux aa I’alanine et thréonine

Résidus Taille Charge Hydrophobicité Polarité
Alanine 89Da Neutre 0,62 Non polaire
Thréonine 119Da Négative -0,05 Polaire

Le résidu mutant (Thréonine) est plus grand que le résidu de type sauvage (L’alanine). Le

résidu mutant est plus hydrophobe que le résidu de type sauvage.

» La mutation ¢.G1363C (p.A455V)

La figure ci-dessous montre les structures schématiques de 1’acide aminé original (a
gauche) et mutant (a droite). Le squelette, qui est le méme pour chaque acide aminé, est coloré
en rouge. La chaine latérale, unique pour chaque acide aminé, est colorée en noir. Tandis que

les propriétés physicochimiques de chaque résidu sont résumees dans le tableau 05.

Le résidu mutant (valine) est plus grand que le résidu de type sauvage (alanine). Le résidu

mutant est plus hydrophobe gue le résidu de type sauvage.

OH
OH
H,N N
0

O

Figure 25: Les structures schématiques de 1’alanine et valine.

Tableau 06: Les propriétés physicochimiques de deux a.a 1’alanine et valine
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Résidus Taille

Charge

Hydrophobicité

Polarité

Alanine 89Da
Valine 117Da

Neutre

Positive

0,62
1,08

Non Polaire

Non polaire

1.4. Résultats obtenus par SIFT :

Le résultat obtenu par le logiciel SIFT est représenté dans la figure 26 .Ce résultat est

présenté sous forme de deux colonnes. La colonne de gauche regroupe les acides aminés qui

sont prédits intolérants pour une position donnée. A I’inverse, celle de droite regroupe les

acides aminés qui sont prédits tolérants. Les acides aminés sont colorés en fonction de leurs

propriétés physico-chimiques (tableau 07).

410L .75 wcmhpfygndrgivekLtSa
w 411P ©@.7S nmfycinrgldkvtPegsA
vywtsrgpnmlkingfedca 412v__2.7S v
[« a3sT 2.75 cmfhyilgrgdnvkeasPT |
314S 1.00 wWehmyfpaGrodnigexviLitas
41sP 1.e0 wecmfhyPginldQrtsVkea
wch a16L 1.ee dgpnyagrekfmsaivTL
dcgnehkprsgwt a17L 1.ee aymviFL
w 418P 1i.ee cmfyinvingtsrdakQeP
wmfciylv 419S 1.ee nprgexagdtNsS
wh azoP 1.ee mfyiclrgndvketPsGA
wfmhncy azaip 1.ee igrlidngekvasTP
v a422A 1.eo ndgnrcqypeksfmtAiLV
whyfmc a23a 1.ee rqdnpilxegvsTA
wh azav 1.ee mfcynrigdplkegtVsSA
w 425G 1.ee mfciyvnhnlvagrpekdnsaTG
426G 1.e2 wecmpdadiqnGretVHksflay
whyfmc a27A 1.ee raqdnpilkegvsTA
g gpnml 428S 1.2 S
Wby A 1.00 VR EDLESA 1
vwvsrgpnmikineEteacosa A30T T. S5 5 o
v 431A 1.e2 cfmyhiplnvrgtdskQeA
as2v 1.ee cwdpmeqgkngrstIHaVFly
wcFfm a33pP 1.ee ihlvrgntsgkadPE
a34as 1.ee wchmypfgdrngiexvtLSa
a3sa 1.ee cfmynhiplgvnrdQskTeA
a36A 1.ee vkeptgSA
437s 1.ee andvkeptgAsS
a3sm 1.ee fvimMmL
4397 1.ee wcmpifHggylvdrenaksT
v v aaos 1.ee s
w 4417 1.e2 fyhmcirlngdPgkvesTA
4aa2r 1.ee wecmfhpiyVndlGgtRseak
whyfmc aa3Aa 1.ee rqdnpilkegvsTA
w aaana 1.ee nmfyrCcdgnpekglivsAT
w o £ my aass i._eo nilvprggntikadEs
i v £ 336A 1.e2 mcinrgldkevtPgsA |
wmTCAY LV 3475 -« 37 mPrac<agadctis
448sS 1.eo cwmpqgirenkvdglnfatsSy
wcpdahgnre aaov 1i.ee xsGtamyfLVI
vwvitsrgpnmlkigfedca 4S0H i1.ee -
vwtsrgpnmlkinhgfeaca 4a4siv 1i.ee v
wmfyhcilrg as2p 1.ee vdknegtasSP
w  4sS3Vv 1.ee chgdpnyrmQfsektalIVv
wvtrgpnmlkihgfedca 454s 1l.e2 =.
pry ASSA 1.00 ehmMfyPENAOr Qe 1lRetIAV 1
XS6L T @ NChY PEmTArTgdCYvsarrTT
w 457G 1.ee cfymhivliprgtGndkasSE
srapnmlkinhgfedc assA 1.ee A
srgpnmlkihfedca 459G 1.e2 G
rapnmlkihgfedca asos 1.ee s
srgpnmlkinhgfedc as1A 1.ee A
srapnmlkihgfedc a62A 1.ee A
whfymcrqgdpilne 46371 1.ee <xKEVSAT
wFfyhnm 464A 1.ee cilrngvdketPgSA

Figure 26 : Résultats obtenus par le logiciel SIFT pour les mutations : T413A, A429V,
A446T, A455V.

D’apres les résultats obtenus, toutes les mutations ont été prédites comme tolérantes. Ces

résultats signifient que ces substitutions n’ont pas d’impact sur la fonction protéique.
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Tableau 07 : Les différentes propriétés physico-chimiques correspondant aux couleurs des
a.a obtenus par SIFT.

Couleurs des acides aminés Propriétés physico-chimiques
Rouge Basique
Vert Polaire non chargé
Noire Non polaire
Bleu Acide
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I1. Discussion

La scoliose idiopathique de I'adolescent est une maladie génétique complexe
caractériseée par des courbures tridimensionnelles de la colonne vertébrale. Elle touche 2 a 3%
des enfants d'age scolaire, mais les causes sous-jacentes de la SIA ne sont pas bien comprises
(Gao et al., 2017). Cependant, plusieurs études impliquent la protéine POCS5 dans la genése de
la SIA (Hassan et al.,2023).

En réalité, les variations de séquences au niveau des genes sont, le plus souvent,
responsables de troubles fonctionnels des protéines concernées menant a ’apparition de
nombreuses maladies (Lecoquierre, 2018). Ces variations peuvent se produire au niveau des
régions géniques codantes (exons), ce 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.

Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés en particulier a quatre mutations
qui sembleraient étre impliquées dans 1’apparition de la scoliose A446T, A455V, A429V,
T413A. Le caractére pathogene de ces mutations faux-sens a été évalué par différents logiciels
de prédiction in silico. Ainsi, les effets délétéres sur la stabilité ont été évalués par | mutant 2.0.
Tandis que les effets sur la fonction protéique ont été prédits par trois logiciels différents (SIFT,

Polyphen-2, Project Hope).

La stabilit¢ d’une protéine est évaluée par le calcul d’énergie et elle a été prédite en
utilisant 1-Mutant 2.0. Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence un effet
stabilisant des trois mutations A455V, A429V, T413A sur la protéine, par contre une valeur
DDG négative a été obtenue pour la mutation A446T, ce qui explique I’effet déstabilisant de
la protéine POCS.

En effet, de nombreuses mutations génétiques liées aux maladies affectent la stabilité des
protéines, ¢’est-a-dire leur capacité a conserver leur forme et par suite leur fonction (Savojardo
et al., 2020).

Cependant, les quatre mutations ont été prédites par Polyphen-2 SIFT comme bénignes
et tolérantes. Ce résultat signific que ces substitutions n’ont pas d’impact sur la fonction
protéique. L’outil Polyphen-2 nous a permis de confirmer que ces mutations ne siegent pas

dans des régions protéiques conservées.
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Les informations concernant les changements de taille, de charge, de polarite,
d’hydrophobicité, et des propriétés physico-chimiques des acides aminés suite a une mutation

faux-sens ont été prédites par 1I’outil Project HOPE.

En fait, pour les trois mutations : p.A429V p.A446T et p.A455V le résidu de type sauvage est
I’alanine. Cet acide aminé est connu pour étre hydrophobe, il n’est pas capable de former des
liaisons électrostatiques ni de réagir avec ’eau. Cela peut entrainer la perte de liaisons
hydrogene et/ou perturber le repliement correct de la protéine, qui produit une ségrégation de
groupes alcanes au cceur de la protéine et une exposition au solvant des chaines latérales les

plus polaires (Simonson, 2005).

L’alanine différe aussi par rapport aux autres acides aminés mutés par sa taille et sa forme, qui
lui donne la capacité de s’insérer avec précision dans un espace particulier au coeur d’une

protéine : structure 3D (Berboucha, 2013).

L’effet nuisible réside essentiellement dans les changements des propriétés physicochimiques
des acides aminés, ces différences pourraient entrainer la perte ou un gain d’interactions avec
d’autres molécules et donc un changement au niveau structural de la protéine et par la suite le

changement de la fonction.

Selon Patten et ses collaborateurs (2015), la faible pénétrance de la scoliose associée
aux variantes A429V et A446T, est peut étre due aux alléles modificateurs qui pourraient étre
impliqués dans I'expression de la maladie de scoliose.

En tant que maladie multifactorielle complexe, il est maintenant évident que la SIA
implique plus d'un gene. Il est fort probable que ces genes interagissent et/ou partagent des

fonctions biologiques similaires (Mathieu et al., 2021).

En effet, le géene POC5 code pour une protéine centriolaire, formant un complexe avec les
protéines POC1B, FAM161A et la centrine 2, afin d’assurer I’assemblage de la partie distale
des centrosomes (Azimzadeh et al., 2009), la division et la mobilité cellulaire (Dantas et al.,
2013 ; Hassan et al., 2019). Cependant, son altération, entraine une rétraction du cil primaire
ainsi qu’un défaut dans le cycle cellulaire ; de ce fait, les cellules porteuses de la mutation
p.(A429V) demeureraient « bloquées » en phase S (Mathieu et al., 2021).

De plus, la protéine mutante perd une grande partie de ses partenaires protéiques en
comparaison a la protéine POC5 sauvage selon (Hassan et al., 2019). Ces auteurs attestent que

lorsque la protéine est mutée, elle ne peut alors plus interagir avec ses partenaires et se localise
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dans le noyau cellulaire, la taille du cil ainsi que la progression dans le cycle cellulaire sont
alors altérées (Hassan, Bagu et al. 2023), générant ainsi la pathogénése de 1I’SIA (Hassan et
al., 2019).

D’un autre coté, d’autres génes associés a la scoliose jouent un réle dans la fonction du
centrosome, la polarité cellulaire, le guidage des axones et causent des anomalies des cils
primaires tel que le géne TTLL11 (c.1569 1570insTT) impliqué dans la formation de la

colonne vertébrale chez le poisson zebre (Mathieu, 2022).

En outre, plusieurs études impliquent la protéine POC5 dans la genese de la SIA, seule
ou en interaction avec d’autres facteurs ou protéines. Par exemple, 1’étude de (Hassan et al.,
2023) a suggéré que les cestrogénes sont un facteur étiologique de la scoliose par le biais de la
dérégulation de POCS, qui répond aux cestrogenes sous la régulation du récepteur des
cestrogénes (Era) dans les ostéoblastes d’ou I’incidence de la SIA chez les femelles est 8,4 fois
plus élevée que chez les males. Cette étude a démontré que le géne POCS était régulé a la
hausse par le traitement des ostéoblastes a I'cestradiol par le biais d'une signalisation génomique
directe ; et que des effets différents de I'cestradiol dans les ostéoblastes normaux et les

ostéoblastes AIS mutants ont été observés.

Quant aux interactions protéine-protéine qu’on appelle quinaires, les changements
d'interactions moléculaires sur les sites de mutation unique qui affaiblissent ces interactions,
diminuant la capacité de liaison de la protéine avec les biomolécules environnantes, conduisent
a une stabilisation de la protéine. D'autre part, les mutations qui renforcent (par exemple, par
des interactions charge-charge) conduisent a une déstabilisation de la protéine (Savojardo et
al., 2020).

Il est trés important de savoir que les études sur les genes responsables de la scoliose
sont encore en cours, & mesure que les techniques de sequengage génétique et les technologies
progressent, ce qui pourrait conduire a de meilleurs outils de dépistage, de prévention et de

traitement de cette maladie.

La combinaison de ces outils bio-informatiques est trés informative pour la prédiction in silico
des caractéres délétéres 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.
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L’hétérogénéité phénotypique de la scoliose est le reflet de la grande variabilité
d’anomalies génétiques responsables de cette pathologie, cependant plusieurs études

impliquent la protéine POC5 dans la genese de la SIA.

Dans cette perspective, nous nous sommes intéressés a 1’étude in silico des effets des mutations
p.413T>A, p429A>V, p.446A>T, p.455A>V sur la protéine en utilisant des logiciels de
prédiction. Les effets sur la stabilité ont été évalués par le logiciel I Mutant 2.0. Tandis que les
effets sur la structure et la fonction protéique ont été predits par les trois logiciels SIFT,

Polyphen-2 et Project Hope.

La substitution d’un acide aminé par un autre au sein d’une protéine peut avoir des
effets extrémement variés. Notre analyse in silico a permis de mettre en évidence un effet
stabilisant des trois mutations (p.413T>A, p429A>V, p.455A>V) sur la protéine POCS5, ce qui
explique sa capacité a conserver sa forme. Alors que, la mutation p.446A>T a conduit a la
déstabilisation de la protéine représentée par I'énergie libre de Gibbs (AG<0), une quantité

thermodynamique fondamentale.

Cependant, les deux logiciels polyphen-2 et SIFT prédisent que les quatre variations
faux-sens n’affectent pas la protéine POCS5, c¢’est-a-dire sans impact sur la fonction protéique.
Cela nous a mené a dire que le type d’altération moléculaire conduisant a la SIA pourrait étre
dd & une modification du réseau protéique interagissant avec la POC5 ou alors & d’autres
facteurs comme les cestrogénes, connus comme facteur étiologique de la SIA surtout chez les
femelles ; ou encore a I’existence d’alléles modificateurs au niveau du génome pourraient étre

impliquées dans I'expression de la maladie de scoliose.

Néanmoins, il convient de noter que la scoliose idiopathique est une affection
complexe, influencée par des facteurs génétiques, environnementaux et peut-étre
épigénétiques. Les mutations de la protéine POC5 ne représentent qu'un aspect de cette
complexité. D'autres recherches sont nécessaires pour comprendre pleinement le réle
spécifique du gene POCS5 dans le développement de la scoliose et son interaction avec d'autres

facteurs génétiques et environnementaux en utilisant d’autres logiciels de prédiction.
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