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Résumé

Pour sa prévention et pour comprendre la physiopathologie du diabete plusieurs voies d’études
ont été sollicitées. En effet, au cours des derniéres décennies, 1’é¢tude du polymorphisme SNP
(polymorphisme a un seul nucléotide) porté par un géene permet d’estimer son association au
diabéte ainsi qu’a d’autres pathologies.

Le géne NOX4 code pour un membre de la famille d’enzymes NOX qui fonctionne comme la
sous-unité catalytique du complexe NADPH oxydase. Ce gene situé sur le chromosome 11 en
position 14 du bras long (11q14) est connue par sa fonction principale qui est la génération des
espéces réactives en oxygene (ROS), mais qui a notamment d’autres roles physiologiques tels
que la régulation de la cascade de signalisation de I’insuline.

L’objectif de notre étude est d’étudier 1’association du polymorphisme du géene NOX4 avec le
diabéte par une méthode in silico. Cette derniére vise a identifier les références snip « rs » des
polymorphismes a nucléotide unique (SNPs) associés au diabéte. Pour ce faire, nous avons
utilisé une méthode bioinformatique faisant recourt a plusieurs bases de données open sources
dont : Pub Med, NCBI, Ensembl, UCSC, SIFT, PolyPhen-2. Les données ont été récoltées,
triées puis analysees.

Nos résultats montrent bien une association entre polymorphisme du géne NOX4 et le diabéte.
En effet, nous avons identifié quatre « rs » : rs614128 (Intron 2) ; rs490934 (Intron 2) ; rs553635
(Promoteur) et rs3017887 (5’UTR) du gene NOX4 significativement associés a la néphropathie
diabétique (DN). En outre, nous avons aussi identifier trois « rs » rs10765219 (Intron 13)
et rs11018670 (Intron 12), rs3913535 (Intron 16) du géne NOX4 significativement associés a
la rétinopathie diabétique (RD). Cependant, le rs1836882 (Promoteur) a été identifier
significativement associer aux NODAT (Nouvelle apparition du diabéte apreés une
transplantation rénale).

L’analyse in silico de plus de quarante-sept mille SNPs de NOX4 a permis d’identifies quatre
autres rs de NOX4 a effet délétere : rs13931533, rs56061986, rs373220761 et rs148405952
non-explorés dans les études cas-témoins associées au diabete, tandis que 1’étude du Docking
moléculaire a révélé les trois acides aminés (TRP1305, HIS1319, PHE1321) du site de liaison
de la protéine NOX4 dans I’état native qui interagissent directement avec son ligand flavin
adenine dinucleotide (FAD).

Nos résultats suggérent, que ces polymorphismes peuvent altérer la fonction du géne NOX4 en

modifiant sa structure. Cette altération pourrait affecter considérablement I'expression du gene
NOX4 et la fonction de la protéine qui code pour ce géne.

Les mots cles : NOX4, polymorphisme, SNP, diabéte, in silico, bioinformatique.



Abstract

For its prevention and to understand the pathophysiology of diabetes several avenues of study
have been solicited. Indeed, in the last decades, the study of SNP polymorphism (single
nucleotide polymorphism) carried by a gene allows to estimate its association with diabetes as
well as with other pathologies.

The NOX4 gene codes for a member of the NOX family of enzymes that functions as the
catalytic subunit of the NADPH oxidase complex. This gene located on chromosome 11 at
position 14 of the long arm (11q14) is known for its primary function which is the generation
of reactive oxygen species (ROS), but has other physiological roles such as the regulation of
the insulin signaling cascade.

The objective of our study is to investigate the association of the NOX4 gene polymorphism
with diabetes by an in silico method. The latter aims at identifying the snip "rs" references of
the single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with diabetes. To do this, we used a
bioinformatics method that makes use of several open source databases including: Pub Med,
NCBI, Ensembl, UCSC, SIFT, PolyPhen-2. The data were collected, sorted and analyzed.

Our results show an association between NOX4 gene polymorphism and diabetes. Indeed, we
identified four "rs": rs614128 (Intron 2); rs490934 (Intron 2); rs553635 (Promoter) and
rs3017887 (5'UTR) of the NOX4 gene significantly associated with diabetic nephropathy (DN).
In addition, we also identified three "rs" rs10765219 (Intron 13) and rs11018670 (Intron 12),
rs3913535 (Intron 16) of NOX4 gene significantly associated with diabetic retinopathy (DR).
However, rs1836882 (Promoter) was identified significantly associated with NODAT (New
onset diabetes after kidney transplantation).

The in silico analysis of more than forty seven thousand NOX4 SNPs identified four additional
deleterious NOX4 rs: rs13931533, rs56061986, rs373220761, and rs148405952 not explored
in diabetes-associated case-control studies, while molecular docking study revealed the three
amino acids (TRP1305, HIS1319, PHE1321) of the NOX4 protein binding site in the native
state that interact directly with its ligand flavin adenine dinucleotide (FAD).

Our results suggest that these polymorphisms may alter the function of the NOX4 gene by
modifying its structure. This alteration could significantly affect the expression of the NOX4
gene and the function of the protein that encodes this gene.

Key words: NOX4, polymorphism, SNP, diabetes, in silico, bioinformatics.
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Introduction

Il est bien établi que la prévalence du diabéte de type 1(DT1) augmente dans le monde entier
et varie selon les pays. En 2021, le diabete affectait plus de 537 millions de personnes dans le
monde (soit 1 personne sur 10), dont 61 millions en Europe avec 6, 7 millions de déces en
2021 (Sun et al., 2022).

La NADPH oxydase 4 (Nox4) est un enzyme membranaire codé par le gene Nox4 est situé sur
le chromosome 11 en position 14 du bras long (11ql4), appartenant a la classe des
oxydoréductases a été identifiée pour la premiere fois par Shiose et al. En tant que nouveau Nox
non phagocytaire dans le rein en 2001. C'est la seule isoforme de la famille Nox pour la
production constitutive de peroxyde d'hydrogene (H202) (Shiose et al., 2001). D’abord été
appelée RENOX car elle est fortement exprimée dans le cortex rénal .C'est une oxydase
importante dans les cellules rénales humaines embryonnaires et adultes (Gill & Wilcox, 2006).

L’identification des variations polymorphiques SNPs de certains genes, dans les populations du
Maghreb arabo-berbére entre dans le cadre de la prévention primaire des risques liés au diabéte.
Elle vise a une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires génétiques qui sont a
I’origine de plusieurs pathologies (Eddaikra, 2018).

Plusieurs preuves sur I’association a 1’échelle du génome du polymorphisme SNP
(polymorphismes a nucléotide unigue) de la NOX4 aux diabetes ont suggéré son implication
dans la rétinopathie sévere et néphropathie diabétique (Meng et al., 2018), (Lim et al., 2009).

En effet, les SNPs du gene NOX4 jouent un réle important dans notre susceptibilité a la maladie,
la gravité de la maladie et la facon dont notre corps réagit au traitement (He et al., 2018). Ces
données bibliographiques suggeérent que les variations polymorphiques mononucléotidiques
‘SNPs’ codant pour le géne NOX4 pourraient étre impliquées dans 1’apparition de diabete.

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressées a identifier in silico les polymorphismes
mononucléotidiques SNPs du géne NOX4 humain afin de comprendre la relation qui existe
entre les polymorphismes de ce gene et le diabéte. Cette étude « in silico » a fait recourt a
I’utilisation d’une méthode bioinformatique pour identifier :

- Les différents variantes polymorphiques références snip « rs » qui peuvent changer
I’expression du géne NOX4, la stabilité tridimensionnelle et le fonctionnement de la protéine
qui code pour le géne NOX4 dans le cas du diabéte.

Pour pouvoir couvrir tous les aspects de ce theme, la rédaction de notre mémoire a été structuré
en Quatre chapitres :

e Dans le premier chapitre nous allons representer les géneralités sur le gene
NOX4 et leur relation avec la physiopathologie du diabéte.

e Le deuxieme chapitre présente la méthodologie de travail en décrivant les outils
bioinformatique et les différentes étapes utilisées pour répondre a notre
problématique.

e Le troisieme chapitre rapporte les résultats obtenus présenté par des figures et
des tableaux.
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e Le quatrieme et le dernier chapitre qui va rapporter la discussion des résultats
et ’analyse des données.

Et enfin les résultats sont récapitulés sous forme d’une conclusion générale avec quelques
recommandations pour les futurs travaux de recherches.
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1.1 Gene NOX4

1.1.1 Structure et localisation , ]

Le géne Nox4 (NADPH OXYDASE 4 ; NADPH-OXYDASE RENALE ; RENOX) humain a
été cartographié sur le chromosome 11g14.2, Positions 89167185 a 8968718, avec une longueur
de 193.84kb contient 18 exons. Ce gene code pour un membre de la famille d'enzymes NOX
qui fonctionne comme la sous-unité catalytique du complexe NADPH oxydase (Guo & Chen,
2015). La protéine codée est localisée dans les cellules non phagocytaires ou elle agit comme
un capteur d'oxygeéne et catalyse la réduction de I'oxygéne moléculaire en diverses especes

réactives de lI'oxygene (ROS) (National Center for Biotechnology Information (NCBI), 2022).
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Figure 1: la localisation chromosomique de géne Nox4 (chromosome 11 ql14.2)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/50507

1.1.2 Laprotéine de Nox4
La séquence primaire du domaine catalytique de Nox4 comprend 578 acides aminés avec une

masse moléculaire de 28 kDa, tandis que la protéine Nox4 compléte est de 66,5 kDa (National
Center for Biotechnology Information (NCBI), 2022). En général, Nox4 est localisée dans la
mitochondrie et la membrane du réticulum endoplasmique avec une partie transmembranaire et
extracytosolique, respectivement, tandis que dans les cellules endothéliales vasculaires
humaines, il a été constaté que Nox4 avec le domaine transmembranaire est situé dans le
membrane nucléaire. Comme les autres membres de la famille Nox, Nox4 comprend six hélices
a de portée membranaire reliées par cing boucles, a savoir les boucles A-E, et un domaine
déshydrogénase (DH) qui contient les sites de liaison pour les deux groupes prosthétiques FAD
et NADPH, ainsi qu'une extrémité C-terminale cytoplasmique relativement longue (Guo &
Chen, 2015).
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Figure 2:structure de la protéine du gene Nox4 (Nguyen, 2008).

1.1.3 Interaction entre Nox4 et P22phox
P22 (phox) est une protéine ubiquitaire codée par le gene CYBA (Cytochrome B-245 Alpha

Chain) situé sur le bras long du chromosome 16 en position 24, contenant six exons et s'étendant
sur 8,5 kb. P22 (phox) est un composant essentiel des nicotinamides adénine dinucléotide
phosphate (NADPH) oxydases (NOX) génératrices de superoxyde. Il est associé a (NOX4 pour
former le cytochrome b exprimé principalement dans les reines), P22 (phox) est également le
partenaire de NOX4, une association que est absolument requise pour qu’il soit fonctionnel
(Stasia, 2016).

1.1.4 Le role physiologique de Nox4
Les Nox sont les principaux médiateurs de la production des ROS. L’anion O2°- qui résulte de

la réduction mono-électronique de 1’oxygéne, conduit a la formation successive, électron par

électron, du peroxyde d’hydrogéne (H202) et du radical hydroxyle (°OH) (Stasia, 2016).

Le NADPH oxydase constitutive qui génére du superoxyde intracellulaire lors de la formation
d'un complexe avec CYBA/p22phox. Régule les cascades de signalisation probablement par
inhibition des phosphatases. Peut fonctionner comme un capteur d'oxygéne régulant le canal
potassique KCNK3/TASK-1 et l'activite HIFLA. Peut réguler la cascade de signalisation de
I'insuline. Peut jouer un rdle dans I'apoptose, la résorption osseuse et I'activation médiée par les
lipopolysaccharides du NFkB. Peut produire du superoxyde dans le noyau et jouer un role dans
la regulation de I'expression des génes lors de la stimulation cellulaire.
https://hmdb.ca/proteins/HMDBP08280 .
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Tableau I:Distribution Tissulaire et Fonctions de la Nox4.

Distribution tissulaire

Fonctions

Physiopathologie

-Rein.

-Cellules Endothéliales et
Musculaires Lisses.

-Ceeur.

-Pancréas.

-Tissu Adipeux.

-Placenta.

-Senseur de 1’02 dans le rein.
-Signalisations de I’insuline.
-L’apoptose.

-Interaction TLRA4.
-Inhibitions des phosphatases
-La résorption osseuse.
-Régule le canal potassique

-Diabete.
-Maladies
dégénératives.
-Obésité.
-Maladies Cardio-vasculaires.
-Athérosclérose.

-Maladies Auto-immunes.

Neuro-

-Cancer.
-Maladies Inflammatoires.
-Maladies Pulmonaires.

-Muscle Squelettique. KCNK3/TASK-1.
-Ovaire et Testicule.
-Ostéoclastes, Fibroblastes,
Astrocytes.

-Nuerons.

[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/50507]

1.1.5 Lafamille de Nox
La famille des NADPH oxydases, Nox, chez I'homme, est composée de sept isoenzymes, cing

Nox et deux Duox (dual oxydase), [Nox1, Nox2, Nox3, Nox4, Nox5, Duox1, Duox2], La
famille Nox Les NADPH oxydases (Nox) est largement connue pour leur fonction biologique
de catalyse de I'oxygeéne pour produire des espéces réactives de I'oxygene (ROS) (Stasia, 2016).

Toutes les isoformes de NOX possédent six hélices alpha transmembranaires avec des
extrémités N et C cytosoliques. Elles sont exprimées et régulées différemment dans divers
tissus et ont des localisations subcellulaires différentes, et méme des produits ROS différents,
c'est-a-dire super-oxyde contre peroxyde d'hydrogene (Stasia, 2016). NOX1, NOX2, et NOX5
semblent produire principalement du superoxyde NOX4, principalement du H202. Toutes les
isoformes de NOX ont été signalees comme se liant a une ou plusieurs protéines membranaires
et/ou cytosoliques. p22phoxapparait comme un partenaire de liaison général pour les NOX1-4

dans la membrane (Altenhoéfer et al., 2012).
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Figure 3:structure de la famille des NADPH Oxydase.
https://www.mdpi.com/2076-3921/10/6/890

1.1.6 Isoformes de Nox4
Il a été suggéré que Nox4 possede 4 autres isoformes (Nox4A, Nox4B, Nox4C, Nox4D, Nox4E)

(Goyal, 2005).

La Nox4B differe de la Nox4A par I'épissage de I'exon 14 qui entraine une délétion du premier
domaine de liaison de la NADPH, ce qui entraine l'absence du premier site de liaison du
NADPH dans la protéine. La Nox4C est le résultat d'un épissage de I'exon 9-11, qui génére un
décalage de cadre dans I'ARNmM, et donc un nouveau codon stop au début de I'exon 12. Par
conséquent, il manque a la protéine Nox4C l'extrémité C-terminale complete, y compris les
domaines de liaison FAD et NADPH. L’effet inhibiteur similaire sur la génération de ROS entre
les variantes B et C indique que le premier site de liaison NADPH semble avoir un impact
important sur I'activité de la NADPH oxydase et ne peut étre entierement compensé par les
autres sites de liaison NADPH et FADPH (Altenhofer et al., 2012).

Nox4D et Nox4E sont tous deux une conséquence de I'épissage des exons 3-11, tandis que la
variante E présente un épissage supplémentaire de I'exon 14. Par consequent, Nox4D posséde
uniquement le premier domaine transmembranaire et manque en outre de sites de liaison du
FAD et du NADPH, tandis que Nox4E n'a que le premier domaine transmembranaire et manque
en outre d’un site de liaison du NADPH, comme la variante B. (Lambeth, 2004) (Altenhofer
etal., 2012).
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1.2 Polymorphismes
Le polymorphisme génétique est défini comme I'hérédité d'un trait contrdlé par un seul locus

génétique a deux alléles, dans lequel I'allele le moins commun a une fréquence d'environ 1 %

ou plus (Ismail & Essawi, 2012).

Le polymorphisme génétique est une différence de séquence d'ADN entre les individus, les
groupes ou les populations. Les sources comprennent les polymorphismes mononucléotidiques
(SNP), les séquences répétées, les insertions, les délétions et les recombinaisons (par exemple,
un polymorphisme génétique peut donner lieu a des yeux bleus par rapport a des yeux bruns,
ou a des cheveux lisses par rapport a des cheveux bouclés). Les polymorphismes génétiques
peuvent étre le résultat de processus aléatoires ou peuvent avoir été induits par des agents

externes tels que des virus ou des radiations (Ismail & Essawi, 2012).

B SHPs Petites deletions Petites insertions
Deletion Inserton
I icati Duplication I .

Duplication

entanden D S entre-coupee [ S=——cc] [ ———1
Inversion Transposition

Figure 4:Types de polymorphisme (Qi et al., 2014).

Les polymorphismes résultent de mutations. La mutation peut étre due a un passage d'un type
de nucléotide a un autre, une insertion ou une delétion, ou un réarrangement de nucléotides.
Une fois formé, un polymorphisme peut étre hérité comme n'importe quelle autre séquence

d'ADN, ce qui permet de suivre son héritage de parent a enfant (Ismail & Essawi, 2012).

1.2.1 Polymorphisme d'un seul nucléotide.
polymorphisme mononucléotidiques (SNP), variation d'une séquence génétique qui n'affecte

qu'un seul des éléments constitutifs de base - l'adénine (A), la guanine (G), la thymine (T) ou
la cytosine (C) - dans un segment d'une molécule d'ADN (Britannica, 2019).
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SNP homozygote SNP heterozygote 5
Allele

paternel  AACTGGACTT|G|AAGCATCTACGTT| A TCCATGAAG
alele  AACTGGACTT|G|AAGCATCTACGTT| C|TCCATGAAG

maternel

G51% A 90%
Frequence dans la population:
T 49%  (Allele mineur) C10%  (Allele mineur)

Figure 5:Polymorphisme de nucléotide unique (SNP) dans le génome individuel
et dans la population (Popova et al., 2013).

Les polymorphismes mononucléotidiques (SNP) se trouvent dans toutes les 200 a 300 paires
de bases du génome humain et servent de marqueurs génétiques (Lee et al., 2005). Environ 0,5
million de SNP sont présents dans la région codante du génome humain (Rajasekaran et al.,
2008). La substitution d'acides aminés dans les régions conservées de la protéine peut exercer
un effet sur la structure, la stabilité et la fonction de la protéine (George Priya Doss et al.,
2008),(Jia et al., 2014).

Les polymorphismes (SNP), qui sont des substitutions d'un seul nucléotide a une position
specifique du génome survenant chez plus de 1 % de la population humaine, sont au cceur de
ces études, car ils constituent la majorité des variations génétiques chez I'nomme. Une
identification fiable des SNP pathogénes devrait permettre un diagnostic précoce, des
traitements personnalisés et la conception de médicaments ciblés (Bhatti et al., 2006) (Jia et
al., 2014).
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-~-AACGTCCA|G|TCCCATG--- allele 1
--AACGTCCA|A|TCCCATG--- allele 2

‘l’ <1% mutation
Changement de nucleotide

N
r A\
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/' \. N\
IS 5 # d N

Synonyme Promoteur Epissage silencieux

T~ 1% polymorphism

Non synonyme

Faux-sens Non-sens Silencieux  Epissage

Figure 6:Modifications génomique d'un seul nucléotide (Pollex & Hegele, 2007)

Les polymorphismes synonymes sont ceux qui n‘ont aucun effet sur I'organisme et sont dits
sélectivement neutres car la substitution ne provoque aucun changement d'acide aminé dans la
protéine produite. C'est ce qu'on appelle aussi une mutation silencieuse. Une substitution non
synonyme entraine une altération de I'acide aminé codé. Une mutation faux-sens modifie la
protéine en provoquant une modification du codon. Une mutation non-sens entraine un codon
de terminaison mal placé. La moitié de tous les SNP de séquence codante entrainent des

changements de codons non synonymes http://genomics.phrma.org/lexicon )
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Figure 7:Conséquences possibles qui peuvent résulter des SNP (Fareed & Afzal, 2013).
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1.2.2 Polymorphisme du gene NOX4
En utilisant la séquence du gene standard Nox4 humain a des fins de comparaison, environ

2385 sites de polymorphisme nucléotidique unique (SNP) ont été trouvés dans la région d'’ADN
génomique de Nox4 et 45 sites SNP dans la région codante du géne. L'un de ces sites a conféré
une mutation de décalage de cadre. Les variations de séquence décrites pour Nox4 peuvent
affecter la réplication ou la transcription des génes, et éventuellement la fonction enzymatique
et la production de ROS. Par conséquent, il est possible qu'ils contribuent a I'apparition et au
développement de la maladie. Cependant, les corrélations entre les polymorphismes génétiques
de Nox4 dans différentes populations et les variations liées a la maladie dans l'activité et/ou
I'expression de Nox4 sont mal comprises. De telles associations seraient facilitées par des
études génétiques étudiant la relation entre I'expression et la fonction de Nox4 dans les maladies

liées a des niveaux élevés de ROS (Chen et al., 2012).

NOX4 a été signalé comme étant impliqué dans de multiples pathogenéses, notamment
I'nypertension, le diabéte sucré, les maladies coronariennes, les maladies du foie, les maladies

neurodégénératives, les maladies métaboliques et les maladies cardiovasculaires.

1.3 Diabete
Le diabéte sucré est un trouble métabolique complexe dont la principale caractéristique clinique

et diagnostique est I'nyperglycémie (Inzucchi et al., 2012).

Le diabéte a atteint des proportions épidémiques, touchant environ 387 millions de personnes
dans le monde. Au cours des 20 prochaines années, sa prévalence devrait doubler et plus d'un
demi-milliard de personnes seront touchées (International Diabetes Federation, 2015). La
prévalence régionale estimée du diabéte varie de 5,1 % en Afrique a 11,4 % en Amérique du
Nord et dans les Caraibes, avec plus de 75 % des sujets vivant dans des pays a revenu faible ou
intermédiaire (International Diabetes Federation, 2015).

Le diabete (en particulier le DT2) double approximativement le risque d'un large éventail de
maladies cardiovasculaires, y compris les maladies coronariennes et les accidents vasculaires
cérébraux.6 De plus, le DT2 est également associé a un large éventail de maladies non
vasculaires, notamment le cancer, les troubles du systeme mental et nerveux, infections et
maladies du foie (Rao Kondapally Seshasai et al., 2011). De méme, le diabéte sucré de type
1 (T1DM ;~10 % de tous les cas de diabéte) est associée a un risque accru de complications
vasculaires et non vasculaires (Lind et al., 2014) (Livingstone et al., 2015). Par conséquent,
une meilleure compréhension des mécanismes qui entrainent I'nyperglycémie pourrait aider a
identifier des cibles thérapeutiques potentielles pour freiner le diabéte et ses complications

associées (Zaccardi et al., 2016).
10
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Figure 8:Physiopathologie du diabete sucre type 1 et 2. (Wei et al., 2021)

1.3.1 Diabete de type 1
Il est maintenant bien reconnu que le DT1 est une maladie auto-immune caractérisée par la

destruction des cellules B pancréatiques productrices d'insuline (Atkinson et al., 2014).
L'immunité humorale et cellulaire est impliquée dans la pathogenese du DT1. Les lymphocytes
T (qui mdrissent dans le thymus et jouent un réle central dans I'immunité a médiation cellulaire)
sont prédominants dans les lésions des Tlots, avec des concentrations plus faibles d'autres
cellules immunologiques, telles que les macrophages, les lymphocytes B et les plasmocytes
(Willcox et al., 2009). La présence de I'immunité humorale, en revanche, a été reconnue il y a
plus de 40 ans, lorsque des auto-anticorps dirigés contre les Tlots pancréatiques ont été détectés
chez des sujets atteints de DT1 (Bottazzo et al., 1974).

1.3.2 Diabete de type 2
Il a fallu attendre les années 1980 et 1990, avec la standardisation et I'évolution des techniques

de mesure de I'élimination du glucose par I'insuline (Shen et al., 1970),(Defronzo et al., 1979)
que les chercheurs ont réalisé des expériences indépendantes confirmant la présence d'une

résistance a l'insuline dans le diabete de « maturité » (Defronzo et al., 1979) (Reaven, 1983).

Les sujets a risque de DT2 (sujets obéses et apparentés au premier degre) présentent un etat
initial d'insulino-résistance compensée par une hypersécrétion d'insuline des cellules B
(hyperinsulinémie). Cependant, une telle réserve « fonctionnelle » pancréatique est finalement
incapable de faire face a la sécrétion d'insuline requise. Au moment ou le diabete est

diagnostiqué, les cellules B ne sont plus capables de sécréter suffisamment d'insuline, ce qui

11
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entraine une hyperglycémie manifeste (hypoinsulinémie hyperglycéemique) (Jallut et al.,
1990).

1.3.3 Complications du diabéte et NOX4
Le diabéte est de plus en plus reconnu comme la principale cause d'insuffisance rénale

chronique, et la majorité des patients évoluent vers une insuffisance rénale terminale (IRT)
nécessitant une dialyse a vie ou une greffe de rein (Rosen et al., 2018). La néphropathie
diabétique (DN) est maintenant cliniquement identifiée par une albuminurie protéique
progressivement élevée et une baisse subséquente du taux de filtration glomérulaire (Rosen et
al., 2018).

Dans le rein, I'isoforme majeure Nox4 est responsable de la génération de ROS, il est impliquée
dans les effets néfastes de I'HG qui contribuent de maniere significative aux complications
microvasculaires associées au diabéte (Rosen et al., 2018).Les données de modéles animaux
diabétiques ont montré que I'hyperglycémie (HG) améliorent de maniére significative
I'accumulation de matrice extracellulaire dans les cellules mésangiales (Shi et al., 2020).

Dans une étude menée par Quian Shi et al en 2020, ils ont montré que HG favorise I'activation
/ I'expression de HUR et que HUR est nécessaire pour I'expression de la protéine Nox4 induite
par Hyperglycémie (HG) / la traduction de I'ARNm, la génération de ROS et les lésions
fibrotiques MC ultérieures (Shi et al., 2020).

La protéine HUR (Human antigen R) appartient a la famille protéique ELAV, qui joue un réle
essentiel dans la fonction et dans la destinée des ARN sur lesquels elle se fixe, les protéines
HuUR sont impliquées dans diverses étapes de la régulation post-transcriptionnelle a la fois dans

le noyau et dans le cytoplasme (Himman et Lou 2008).

12
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Figure 9:Interaction HUR/NOX4 dans la néphropathie diabétique. (Shi et al., 2020).

Expression
des protelnes

La rétinopathie diabétique (RD) est I'une des principales causes de perte de vision et de cécité
dans le monde, avec ~93 millions de personnes atteintes de RD et 29 millions de personnes
présentant une RD menacant la vision (Yau et al., 2012). Le stress oxydatif, la production
excessive d'espéces réactives de I'oxygene (ROS), est un contributeur majeur aux complications
du diabete, y compris la RD (Marco et al., 2015). L'exces de ROS favorise la production de
facteurs angiogéniques et inflammatoires (Schroder, 2019), (Forrester et al., 2018) qui
causent l'augmentation de la vasculopathie et de I'inflammation qui se développe dans la RD
(Li et al., 2010) (Mohamed et al., 2012). Nox (NADPH oxydase) présente un intérét en tant
que cible de traitement de la RD car la seule fonction de cette famille d'enzymes est la
production de ROS. Il existe 7 isoformes connues de Nox dont Nox1, Nox2 et Nox4 sont
impliquées dans la pathogenese du dysfonctionnement vasculaire et de I'inflammation dans

diverses maladies rétiniennes (Peng et al., 2019).

Dans des conditions hyperglycémiques, les isoformes NOX (NOX1-4) sont activées pour
produire du superoxyde (02 °) ou du peroxyde d'hydrogéne (H202). L'excés d'espéces réactives
de lI'oxygene (ROS) provoque des lésions oxydatives de la rétine (telles que la sénescence,
I'apoptose, I'nyperperméabilité et les dommages mitochondriaux) ou agit comme des molécules
de signalisation pour initier la néovascularisation rétinienne, qui contribuent toutes a la

pathogeneése de la rétinopathie diabétique (Peng et al., 2019).
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes

La partie pratique de notre étude s’est étalée sur une période de cing (5) mois (Février-juin 2022).
Notre objectif principal est d’identifier le polymorphisme du géne NOX4 et son association a
I’apparition du diabéte chez I’lhomme par méthode « in Silico » en utilisant différents outils de
bio-informatique avec différentes bases de données génomiques et protéiques.

2. Matériel et Méthodes

2.1 Matériel

2.1.1 Matériel biologique
Les identifiants (numéros d’accessions) et les sources des séquences nucléotidiques transcrites
du géne « NOX4 » Refrence sequence (Refseq) Transcriptions et séquencage de I'ARN
(RNAseq) sont représentés dans le tableau ci-dessous (tableau I1). Ces données sont stockées
dans des bases de données a acces libre NCBI.

Tableau I1: Description du géne Nox4.

Geéne | Nombre de pair | Nombre | Emplacement Refseq Geéne Refseq
de bases d’exon NCBI ID protéique
NOX4 4269 pb 18-26 11q14.3 NM_016931.5 50507 | NP_058627.2

2.1.2 Matériel non biologique

Pour I’analyse de nos échantillons moléculaires nous avons utilisé des interfaces web, des
logiciels, des softwares qui se base sur des algorithmes. Ces outils bio-informatiques sont
répertoriés dans les tableaux Il et V.

Tableau I11: Les Baes des données utilisé dans la recherche

Bases des e e
a , But d’utilisation url
données
NCBI L’analyse des données | https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
moléculaires et génomiques
UcCscC Etude de Gene +Recherches SNPs hitps://genome.ucsc.edu/
Recherche  bibliographique  + . .
Ensemble | recherche de séquence +SNPs+ Les https://www.ensembl.org/index.html
Exons
PubMed Recherche bibliographique https://pubmed.nchi.nim.nih.gov/
GeneCard Donne acces a 150 autres sources | https://www.genecards.org/
de recherche
Uniprot La sequence proteique https://www.uniprot.org/
L’identification et 1’analyse des | http://smart.embl-heidelberg.de/
SMART . Y.
domaines protéiques
Smgj- Structure protéique-+ligand https://swissmodel.expasy.org/
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Régions de similarité entre des

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi

Blast )
séquences
Recherche les cadres de lecture ) . . .
ORF-Finder | ouverts (ORF) dans la séquence https://www.ncbi.nIm.nih.gov/orffinder/
d'’ADN
Recherche des SNPs+ récupération
. des informations sur 1’effet du rs | https://snpinfo.niehs.nih.gov/
SNPinfo ;
dans la séquence ADN
SIFT Identification des SNP déléteres https: /sift. bil.a-star.edu.so/
Polyphen-2 | Identification des SNP délétéres hitp.//genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
MutPred-2 | Impact sur le domaine protéique http://mutpred.mutdb.org/
LitVar Récupération des informations de | https://www.ncbi.nlm.nih.gov
littérature relative aux variantes /CBBresearch/Lu/Demo/LitVar/#!?query
Prédire  l'effet  possible  du | https://snps.biofold.org/phd-snp/phd-
PHD-SNP - .,
changement d'acides aminés snp.html
SNAP2 Predire Ieffet_ pos_3|,ble du https://www.rostlab.org/services/SNAP/
changement d'acides aminés
I-mutant | L effet sur la stabilité de la protéine. hitps: /folding.biofold.org/i-mutant/i-
mutant2.0.html
HO.PE Vlsuallsatlon_ 3D de la proteine https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/input/#
Project mutante et wild-type

Tableau 1V: Les bases des donnees et les logiciels utilises dans le dorking de la molécule.

Basse des
données ou s e .
. But d’utilisation | Site web
logiciel
utilisé
PubChem Recherche des ligands | https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
) http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?] 6287729
CASTp Re(_:herche des sites 0304dc
actifs —_—
Conversion des ..
Open Babel fichiers Logiciel
PDB La forme moleculaire https://www.rcsb.org/
en 3D
Autodock tools Moo!ellsa_tlon Logiciel
moléculaire
PyMOL Modélisation Logiciel
moléculaire
Discovery Studio | Traitement des -
T , Logiciel
Visualizer résultats
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2.2 Méthodes
La méthode que nous avons utilisée pour 1’identification des polymorphismes du gene du
Nox4 est une méthode « in Silico » représentée par I’organigramme ci-apreés (figurell)

1—
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-e'?_._

s o | ovr || onr | cnme |

— .,
_Triers | | preparatonstiscar | | Proparaongand

—— l
| Dockina | | modelsadon |

.SNPinfo

Figure 11:méthode d’étude et d’analyse du polymorphisme du géne NOX4.
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2.2.1 Etude de gene et recherche des SNP

2.2.1.1 NCBI

Principe Le National Center for Biotechnology Information (NCBI) a été créé en novembre
1988 a la National Library of Medicine (NLM) aux Etats-Unis, La mission du NCBI est de
développer de nouvelles technologies de Il'information pour aider & la compréhension des
phénomenes moléculaires et génétiques fondamentaux la santé et la maladie , cette source de

donnés nous permet d’initie la récolte d’information sur le géne « NOX4» (Jenuth, 2000)

Méthode

Tous d’abord il faut consulter le site (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et insérer le mot clé

caracteérisé par le symbole du gene « NOX4 », en s’assurant que le type d’information que 1’on
cherche est sur « GENE », puis et on cligue sur « search ».

La recherche nous donne une multitude d’ID et nom de géne avec différents, ont choisi le nom
du géne de I’espéce homo sapiens (humain). Une autre page s’ouvre, indiquant toutes les
informations sur le gene NOX4 avec les divers outils pour la suite des recherches (Figure
12),(Tableau V). (annexelfig 54)

Genes

Figure 12:Les étapes de recherche sur NCBI.

Tableau V: Références GenBank NCBI du gene NOX4.

NCBI

Nom NADPH Oxydase-NOX4
Synonyme KOX, KOX-1, Renox
Nature Nucleotide
Organisme Homo sapines
Séquence de référence NM_016931.5

Paires de bases 4269

Cytogénétique localisation 11914.3

Gene groupe Enzyme catalytique
Le nombre d’exons 26

N° des transcrites 8+1 non codant

N° des SNPs 103124
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2.2.1.2 Base de données PubMed
Principe PubMed est une ressource gratuite soutenant la recherche et la récupération de la

littérature biomédicale et des sciences de la vie dans le but d'améliorer la santé, a la fois
globalement et personnellement. La base de données PubMed contient plus de 34 millions de
citations et de résumés de littérature biomédicale. Il n'inclut pas les articles de revues en texte
intégral. Accessible au public en ligne depuis 1996, PubMed a été développé et est maintenu
par le National Center for Biotechnology Information (NCBI) , a la US National Library of
Medicine (NLM) , situé dans les National Institutes of Health (NIH) .

Les citations dans PubMed proviennent principalement des domaines de la biomédecine et de
la santé, et des disciplines connexes telles que les sciences de la vie, les sciences du

comportement, les sciences chimiques et la bio-ingénierie (Misra & Ravindran, 2022).

Méthode
Pour  préparer la recherche tous d’abord l'acces au site PubMed

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/ ,Lancier la rechercher des documents par I’insertion des mots

clés (polymorphisme, NOX4, diabéte) dans la barre de recherche, I’apparition d’une nouvelle
page des résultats et Obtenir des documents (Article). En suite en va Filtrer et Sélectionner des

documents pertinents au sujet.

m) National Library of Meodicine

rublfQecd ...

National Libra of Medicine

PublfQed ...

NOXE 1511018628 polymorphism associates with a decressed risk and better

BA and NOXAS genes of NADPH oxidase and its

Figure 13: Les étapes de recherche sur PubMed.
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2.2.1.3 Outil GeneCards
Principe GeneCards est une base de données interrogeable et intégrative qui fournit des

informations complétes et conviviales sur tous les génes humains annotés et prédits. La base de
connaissances intégre automatiquement des données centrées sur les génes provenant d'environ
150 sources Web, y compris des informations génomiques, transcriptomiques, protéomiques,

génétiques, cliniques et fonctionnelles (Safran et al., 2003).

Méthode

En consultant le lien (https://www.genecards.org/), nous introduisons le mots clé « NOX4» sur

la page d'accueil de GeneCards puis on clique sur «Rechercher » pour lancer la recherche.

La page « Résultat de la recherche » affiche une liste formée de mini-cartes, indiquant le
symbole du gene, la description, la catégorie, le GCID et un score de pertinence. Pour ouvrir la
minicarte, cliquez sur le plus a gauche du symbole du géne sur la minicarte appropriée.

Selectionné le géne NADPH Oxydase 4, ensuite une nouvelle page apparait qui donne un
apercu des informations disponibles au niveau du gene, ainsi que le cartographique génétique
et la famille la fonction les domaines de la protéine I’empalment subcellulaire les voie de
signalisation et les protéines interagissant avec le géne NOX4(figure 14),voir annexe
(annexeb,fig61)

Fol €D Litemop
= .

srchs The Human Gene Database

Explore a Gene

2

Jump to section for this gene

- BT PO € Litemap
-

Antraes =3

Get access 10 structured, comprohansive
Fmograted data froem > 150 Diomedical SCurces

Showing 25 of 3,744 Resuits for PNOXS

—— Deccripticn Caregory © cares © oC w © Scoce ¥ ©

Figure 14:Les étapes de recherche sur GeneCards.
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2.2.1.4 Outil Litvar
Principe LitVar normalise la requéte pour trouver la variante la mieux adaptée dans sa base de

données, ainsi que des résultats de désambiguisation alternatifs. Ensuite, LitVar renvoie une
liste de publications contenant cette variante, classée par date de publication. Ce processus
présente deux caractéristiques principales. Premierement, pour chaque résultat, Lit\Var renvoie
un ou plusieurs extraits mettant en évidence la variante recherchée ainsi que d'autres entités (par
exemple, des maladies, des produits chimiques et d'autres variantes) qui apparaissent le plus
souvent dans la méme phrase que la variante recherchée. Elles sont détectées dans les
publications lors du prétraitement et liées a chaque phrase dans notre base de données. Ceci est

particuliérement utile pour détecter les relations potentielles (Allot et al., 2018).

Méthode

-En consultant le lien litVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov, on introduit le nom de gene «
NOX4» sur la page d'accueil de LitVar_dans la barre de recherche puis on clique sur le
bouton «Rechercher » pour lancer la recherche. Nous avons par la suite, I’apparition de nouvelle
page des résultats (figure 15)

m U.S. National Library of Medicine 0 APl
National Center for Biotechnology Information

7= TUTORIAL

+[RitVar

here

NOX4

Figure 15: la base des données LitVar.

2.2.1.5 SNPinfo

Principe : Le serveur SNPinfo est un ensemble de divers outils de sélection basés sur le Web,
notamment Gene pipe, Genome pipe, Linkage pipe, Taq SNP, Func Pred, SNPseq, qui ont été
utilisés pour sélectionner des SNP fonctionnels pour des études d'association genétique
(http://snpinfo.niehs.nih.gov/) . Cet algorithme prédit I'impact fonctionnel des SNP codants et
non codants sur la base GWAS donnant des informations sur les génes candidats (Xu & Taylor,
2009).I’organigramme des étapes de notre recherche est représenté par la figure 17.

La recherche se fait soit par ‘SNP Function Prediction (FuncPred)’en insérant la liste des rs,
soit par ‘SNP Information in DNA Sequence (SNPSeq)’ et par la recherche des rs un par un
(figure 16).
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€« > C snpinfo.niehs.nih.gov
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Figure 16:Les étapes de recherche sur SNPinfo.
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Recherche des rs du gene NOX4 |

> —
I NCBI I I SNPinfo I I ucsC I I Ensemble I I LitVar I
A
1 \ y J
| dbvar I | Pubmed I
Récupération des rs identifiés du gene NOX4 rs non
| . J exploités dans des cas cliniques
Analyse des rs du gene NOX4 étudies l
dans des cas cliniques

Selection des
variants SIFT

v

Identification fonctionnelle des mutations
délétéres SIFT, PolyPehn-2, SNAP2
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‘ Prédiction de leur effet sur la stabilité ‘
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MutPred?2

}

Etude de leur impact sur la fonction
HOPE Project

Figure 17: Méthode de recherche et d’étude des rs du géne NOX4, exploités et non exploités
dans des cas cliniques « études cas-témoins »
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2.2.2 ldentification des rs SNPs du gene de NOX4

2.2.2.1 Outil UCSC

Principe Le navigateur de génome UCSC est un navigateur de génome en ligne et
téléchargeable hébergé par I' Université de Californie a Santa Cruz (UCSC) Le 22 juin 2000.Ce
navigateur affiche les contigs d'assemblage et les lacunes, les alignements d'/ARNm et de
marqueurs de séquences exprimées, les prédictions de genes multiples, les homologies entre
especes, les polymorphismes de nucléotides simples, les sites marqués par des séquences, les
données d'hybridation de rayonnement, les répétitions de transposons..etc (Simon & Gomez,
2021)

Méthode :

Le lien https://genome.ucsc.edu va nous guider directement vers la plateforme d’UCSC, ou

on clique sur « Genome Browser », ce qui va nous menez a une nouvelle page ou on met
I’espéce « homo sapiens », I’assemblage humain « dec.2013(GRch38/hg38) » et le nom du
géne « NOX4 ». Par la suite une multitude de résultats apparaissent, on va simplifier I’affichage
en masquant toutes les pistes de donnée en appuyant sur « hide all », puis on active les pistes
suivantes en cliquant sur «pack» dans : Common SNPs \ ALL SNPs \ Flagged SNPs pour
variation, et Old UCSC genes \ UCSC all évents pour Genes. Puis on clique sur actualiser
(refresh). Ensuite, sur « Tools » on tape sur « table browser » pour trier les « rs », puis « output

», « done with selections » et « send query to galaxy »

SANTH CRUI Sosmess 9 X Genome Browser
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Human Assembly
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- 1
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Figure 18:Les étapes de recherche sur UCSC.
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2.2.2.2 Outil Ensembl

Principe Ensembl fournit un navigateur génomique qui agit comme un point d'acces unique aux
génomes annotés pour les especes principalement vertébrées, qui soutient la recherche en
génomique, évolution, variation de séquence et régulation transcriptionnelle. Ensemble annote
les genes, calcule plusieurs alignements, prédit la fonction de régulation et collecte des données
sur les maladies. Les outils d'Ensembl incluent BLAST, BLAT, BioMart et le Variant Effect
Predictor (VEP) pour toutes les especes prises en charge, et des informations sur les domaines
protéiques, la variation génétique, I'nomologie, les régions synténiques et les éléments
régulateurs (Fernandez & Birney, 2010).

Méthode :

Tous d’abord on va vers plateforme Ensembl (http://www.ensembl.org), on retrouve une barre

bleu claire ou on introduit le géne « NOX4» et On choisit I’espece « homo sapiens »

Une multitude de résultat apparaissent, on clique sur « NOX4(Human Gene) », ensuite une
nouvelle page apparait qui donne un apercu des informations disponibles au niveau du gene,
ainsi que le tableau de transcription qui montre chaque variante d'épissage d'un gene (les
transcrits codant et non codant pour les protéines) et le résume avec des liens vers des bases de
données externes.

Ensuite, on se dirige vers « sequence » trouvé en haut de « Gene-based displays », la séquence
génomique du gene « NOX4 » apparait, on peut télécharger la séquence en cliquant sur «
download sequence » puis on appuis sur « configurate this page » et on a fait les changements.
(annexe2,fig55),voir annexe (annexe3,fig56,57)
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Figure 19: Les étapes de recherche sur la base des données Ensembl.
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2.2.2.3 Outil SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant).
Principe SIFT (https://sift.bii.a-star.edu.sg/) (figure 22) utilise une méthode basée sur

I'nomologie de sequence pour spéculer sur les SNP déléteres et tolérés afin que les changements
phénotypiques et fonctionnels sur la molécule de protéine dus aux substitutions d'acides amines
puissent étre analysés. Dans notre étude, nous avons soumis des rsID extraits d’ensemble en
tant que requéte pour faire des prédictions. La prédiction des SNP déléteres par le serveur SIFT
a ensuite éteé utilisée pour déterminer leur effet sur la structure et la fonction du gene NOX4
(Bromberg et al., 2008).

SIFT prédit que les substitutions avec des scores inferieurs a 0,05 sont déléteres. Certains
utilisateurs de SIFT ont constaté que les substitutions avec des scores inférieurs a 0,1 offrent

une meilleure sensibilité pour détecter les SNP déléteres (Leabman et al., 2003).

é Sorting Intolerant From Tolerant

roperties of amino acids. SIFT can be applied to naturally occurring nensynonymous

hange in A-STAR -

n/Deletions). Human build 37 and 38)

Figure 22:Les étapes de recherche sur SIFT.

2.2.2.4 Outil Polyphéne2 (Polymorphisme Phénotypage v2)
Principe PolyPhen-2 prédit I'effet possible de la substitution d'acides aminés sur la fonction et

la structure d'une protéine sur la base de plusieurs critéres tels que la phylogénétique, les
informations structurelles et la séquence de la protéine. Le score PolyPhen-2 varie de 0,0
(toléré) a 1,0 (délétere), de sorte que les valeurs plus proches de 1,0 sont prédites avec plus de
confiance comme étant déléteres (1. Adzhubei et al., 2013).

PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) a éte utilisé pour rechercher I'effet possible
d'une substitution d'acide aminé sur la structure et la fonction de la protéine NOX4. La séquence
protéique, I'ID de la base de données/le numéro d'accession et les détails de la substitution des
acides aminés sont utilisés comme options d'entrée pour PolyPhen-2 (I. A. Adzhubei et al.,
2010).
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Méthode :

Le lien de I’outil Polyphen-2 http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ , nous a permis de coller la
séquence protéique sous le format « FASTA » dans la zone de texte. Puis on clique sur
«Submit» (figure 23).

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 straightforward 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

WFADLLCMLH : E
Protein sequence NKFHQENRPDYVNIQLYLSQTDGIQKI IGEKYHALNSRLFIGRPRWKLLF

. DELAKYNRGK
in FASTA format TVGVFCCGPNSLSKTLHKL SNQNNSYGTRFEYNKESFS -

Position 72
 AAfARNDCEQGHIEKMEPSTWYV
Substitution L ARNDCEQGHILKMEPSTWYV

Query description
Submit Query | | Clear| | Check Status

Display advanced query options

Figure 23:Les étapes de recherche sur PolyPhen-2.

2.2.2.5 Outil SNAP2 (Screening for Nonacceptable Polymorphisms).

Principe L’outil SNAP2 (https://www.rostlab.org/services/SNAP/) (figure 24) prédit les effets

fonctionnels des mutations. En tenant compte d'une variété de caractéristiques de séquence et
de variantes, il différencie les variantes a effet des variantes neutres. Le format FASTA des

séquences de proteines est utilise comme option d'entrée pour SNAP2 (Bromberg et al., 2008).

SNAP2 répartit ses prédictions dans un large intervalle de scores, en plus de prédire un résultat
binaire réduit (effet/neutre). L'échelle va de -100 (SAV fortement prédit comme neutre) a +100
(SAV fortement prédit comme effet - soit délétere, soit bénéfique). Pour une prédiction binaire,
SNAP2 est optimisé pour le seuil = 0 (ie neutre : —100 < SNAP2-score <0 et effet : 0 < SNAP2-
score <100). A ce seuil par défaut, 78 % des SAV neutres connus et 79 % des SAV & effet
connu sont prédits correctement. Des valeurs absolues plus élevées des scores impliquent des
prédictions plus fiables (Mahlich et al., 2017).
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nter protein sequence in FASTA format

=3p|QINPH5|NOX4_HUMAN NADPH oxidase 4 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=NOX4 PE=1 8V=2
MAVSWRSWLANEGVKHLCLFIWLSMNVLLFWKTFLLYNQGPEYHY LHOMLGLGLCLSRAS
ASVLNLNCSLILLPMCRTLLAYLRGSQKVPSRRTRRLLDKSRTFHITCGVTICIFSGVHYV
AAHLVNALNFSVNYSEDFVELNAARYRDEDPRKLLFTTVPGLTGVCMYVVLFLMITASTY
AIRVSNYDIFWYTHNLFFVFYMLLTLHVSGGLLKYQTNLDTHPPGCISLNRTSSQNISLP
EYFSEHFHEPFPEGFSKPAEFTQHKFVKICMEEPRFQANFPQTWLWISGPLCLYCAERLY
RYIRSNKPVTIISVMSHPSDVMEIRMVKENFKARPGQYITLHCPSVSALENHPFTLTMCP
TETKATFGVHLKIVGDWTERFROLLLPPSSQDSEILPFIQSRNYPKLYIDGPFGSPFEES
LNYEVSLCVAGGIGVTPFASILNTLLDDWKPYKLRRLYFIWVCRDIQSFRWFADLLCMLH
NKFWQENRPDYVNIQLYLSQTDGIQKIGEKYHALNSRLFIGRPRWKLLFDEIAKYNRGK
TVGVFCCGPNSLSKTLHKLSNONNSYGTRFEYNKESFS

SNAP?

Predicting functional effects of sequence variants

y

Optional: Email address

[EhanyesmineTee@gmai.com 1@

RUN PREDICTION | EXAMPLE1 || EXAMPLE2 | CLEAR

Figure 24:Les étapes de recherche sur SNAP2.

2.2.2.6 Outil PhD-SNP : Predictor of human Deleterious Single Nucleotide
Polymorphisms
Principe polymorphismes (PhD-SNP) PhD-SNP est un outil

(http://snps.biofold.org/phd-snp/phd-snp.html2017) (figure 25) . Il prédit si le nouveau

Web disponible a

phénotype dérivé d'un SNP est lié a la maladie (effet) ou non lié a la maladie (neutre). Dans

cette étude, la séquence protéique obtenue auprés d'Uniprot a été soumise au programme apres

avoir fourni la position de la mutation et le nouveau résidu d'acide aminé (Bava et al., 2004).

PhD-SNP help

Biocomputing Unit

Download

Contact us

Last Update 18/01/10

PhD-SNP
Predictor of human Deleterious Single Nucleotide Polymorphisms

TETKATFGVHLKIVGDWTERFRDLLLPPSSQDSEILPFIQSRANYPKLYID *
GPFGSPFEES
LNYEVSLCVAGGIGVTPFASILNTLLDDWKPYKLRRLYF IWVCRDIQSFR

Protein Sequence: |“TADLLCNLH

HKFWQENRPDYVNIQLYLSQTDGIQKIIGEKYHALNSRLFIGRPRWKLLF
DETAKYNRGK
TVGVFCCGPNSLSKTLHKLSNQNNSYGTRFEYNKESFS

SwissProtCode:| |

File: | Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Position: |72

New Residue:

Prediction: O Sequence-Based
) Hybrid Method (old version)
@® Sequence and Profile-Based

Multi SVM: [ 20-fold cross-validation prediction

e-mail: [taharyasmine788@gmail.cor

[ Submit |

One letter residue code

or Swiss-Prot protein code
or Sequence file
Sequence residue number

If only one substitution is required

e-mail address

Figure 25:Les étapes de recherche sur PhD-SNP.
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2.2.2.7 Outil I-Mutant2.0
Principe 1-Mutant2.0(http://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html) (figure 26) est un

serveur Web basé sur un réseau de neurones pour la prédiction automatique de la stabilité des
protéines changements sur les SNP délétéres. I-Mutant2.0 peut classer les signes des
changements de stabilité des protéines dus a une variation et il peut prédire le changement relatif

de I'énergie sans Gibbs (AG) a une température donnée (Capriotti et al., 2005).

Dans cette version améliorée, la méthode permet de prédire si une mutation peut largement
déstabiliser la protéine (DDG<-0,5 Kcal/mol) ou largement stabiliser (DDG>0,5 Kcal/mol) ou
avoir un effet faible (-0,5<=DDG< =0,5 Kcal/mole). Pour cette tadche particuliere, le I-
MutantDDG atteint une précision de 68 % lorsque la structure tridimensionnelle est connue et

de 64 % lorsque seule la  séquence protéique est disponible

(http://gpcr2.biocomp.unibo.it/cqi/predictors/lI-Mutant3.0/1-Mutant3.0.cqi) .

|I-Mutant Disease
Predictor of the effects of SNPs on human health

I-Mutant Suite Home A idase 4 OS=Homo

2
IVLLFWKTFLLYNOGPEYHYLHQML

|-Mutant Suite Hel i - |GLGL )
Liutant Suite Help Protein Sequence:| 2.0 115 | o LaviresqeupsaaTeLLoksaTeATCRY Ons eter rasida code

TI GVHV
. N . AAHLVNALNFSVNYSEDFVELNAARYRDEDPRELLFTTWPGLTGVCMWWY ¥
Biocomputing Unit LFLMITASTY P

Position: Sequence residue number
Contact us New Residue: New Residue
Prediction: O Sequence Based
Last Update 25112/06 @® Sequence and Profile Based

e-mail: ‘taharyasmine?&ﬁ@gmai\ com

| Submit |

Figure 26:les etapes de recherche sur I-Mutant2.0.

2.2.2.8 Outil MutPred?2
MutPred2 est un outil basé sur I'apprentissage automatique méthode et progiciel qui intégre des

données génétiques et moléculaires pour raisonner de maniére probabiliste sur la pathogénicité

des substitutions d'acides aminés (Cooper & Shendure, 2011).

Actuellement, ce site Web fournit MutPred?2.0. Il nécessite des séquences de protéines au format
FASTA, une liste de substitutions d'acides aminés dans les en-tétes FASTA correspondants
(séparés uniquement par des espaces) et une adresse e-mail valide. L'ID de protéine ne peut pas

contenir d'espaces, de points-virgules ou de virgules.
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Le résultat de MutPred2 consiste en un score général (g), c'est-a-dire la probabilité que la
substitution d'acides aminés soit pathogene. Ce score est la moyenne des scores de tous les
réseaux de neurones dans MutPred?2. S'il est interprété comme une probabilité, un seuil de score

de 0,50 suggérerait une pathogénicité. (http://mutpred.mutdb.org/#aform) (figure 27).

MutPred2 web server

The web server can be used for small-scale data sets (at most 100 substitutions, with no input sequence of length >
35,000 residues). Currently, this web site provides MutPred2.0. It requires protein sequences in the FASTA format, a list of
amino acid substitutions in the corresponding FASTA headers (separated by spaces only), and a valid email address. The
protein 1D cannot contain spaces, semi-colons or commas

E-Mail

Sequence and substitution information (FASTA format)

oR
Upload FASTA file

Choisir un fichier EXTSTHE el g L
P.val

lue threshold (optional)

=l
Figure 27:Les étapes de recherche sur MutPred2.

2.2.2.9 Outil HOPE Project
Principe Le projet HOPE permet la visualisation structurelle en 3D des protéines mutées et

donne les résultats en utilisant UniProtKB et les prédictions des serveurs DAS. La séquence
FASTA de protéine entiére et la sélection de variantes mutantes sont considérées comme une
option d'entrée, la sortie est basée sur la variation structurelle entre les résidus mutants et les

résidus de type sauvage «wild-type» (Venselaar et al., 2010).

Meéthode :

HOPE Project a révélé la structure 3D des protéines avec son nouveau résidu. En outre, il a
décrit la réaction et les propriétés physicochimiques de ces candidats. Propriétés de ces
candidats. Pour lancer la recherche sur HOPE Project, d’abord I’accédez a la page d'accueil par

le site https://wwwa3.cmbi.umcn.nl/hope/input/# (figure 28) ,aprés on va coller la séquence

protéique ou le code d’accession a UniProt., En suite, sélectionnez un résidu a muter.et

Sélectionnez la Mutation et lancer la recherche.
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HOPE B Create report @ Support © About <[> APT

Input Sequence

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

Select a Residue to Mutate

Select Mutation

Figure 28:les étapes de recherche avec HOPE project.

2.2.2.10 Outil UniProt
Principe Cet outil en ligne (https://www.uniprot.org/) « UniProt », pour Universal Protein

Resource, permet d’étudier les protéines dans un cadre évolutionniste. Il vous permet en

particulier de :
1. Rechercher une protéine donnee, dans la banque, pour connaitre sa séquence.
2. Etudier en détail I’organisation moléculaire d’une protéine.

3. Comparer une méme protéine mais provenant d’espeéces animales ou végétales différentes

dans le but d’établir le degré de parenté entre espéce.

4. Rechercher dans la banque, le nom de protéine a partir d’une séquence d’acides aminés

connue. (Consortium, 2021)

Méthode

La page d'accueil d'UniProt a 1’adresse http://www.uniprot.org/ , permet d’introduire notre

requéte « nox4 » dans I’onglet recherche apres avoir sélectionné UniProtKB. Ainsi, une
nouvelle page apparait donnant un apergu sur les informations disponibles au niveau de la base
UniProt, on peut finalement récupérer la sequence protéique de la NOX4 (figure 29, 30, 31)

voir annexe (annexe 3, figs8, tableau XVII).
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Figure 29:Les étapes de recherche sur UniProt.
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Figure 30:Les différentes informations fournis par UniProt sur le gene NOX4.
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2.2.2.11 Outil SMART
Principe Simple Modular Architecture Research Tool (SMART), est une base de données

biologique qui est utilisée dans I'identification et I'analyse des domaines protéiques dans les
séquences de proteines. SMART utilise des modéles de Markov a profil caché construits a partir
d'alignements de séquences multiples pour détecter les domaines protéiques dans les séquences
de protéines (Schultz et al., 2000).SMART nous permettre d’obtenir plusieurs informations sur

les domaines fonctionnelle de a protéine et bien comprendre la fonction de cette derniere.

Méthode

le lien : http://smart.embl-heidelberg.de/ permet de visualiser la page d’accueil de 1’outil
SMART. Par la suite on clique sur « smart mode normale » puis on colle notre séquence sous
format FASTA dans la zone de texte et on clique sur « sequence smart ». Une nouvelle page
apparait donnant un apercu les informations disponibles sur les domaines fonctionnelles de la

protéine NOX4 et leurs positions présentées par schéma (figure31) et tableau V1.

Sequence analysis

Wou may use either a Uniprot/Ensembl seguence identifier (1D} / accession number (ACC) or the protein sequence itself
to perform the SMART analysis service.

Sequence ID or ACC

Protein seqguence

Examples: &1, #2 9

2| Examples: w1, #2
Sequence SMART Reset

HMMER searches of the SMART database occur by default. You may also find:

Outlier homologues and homologues of known structure
PEAM domains
signal peptides

internal repeats

- || Introns || SALNVEGARDER

1} s aw b1 1 40 =

Figure 31:Les étapes de recherche sur SMART.
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Tableau VI: les domaines du la proteine NOX4 (SMART).

Domaine Description

Région transmembranaire -région d'hélice transmembranaire.

-La région commence a la position 13 et se
termine a la position 35.

Domaine Ferrique - 58 4 205

-Ce domaine représente une région commune
dans les protéines transmembranaires de la
chaine lourde du cytochrome B-245 de
mammifere

Domaine FAD -306 4 417

-Ce domaine de liaison FAD est associé aux
protéines de liaison ferrique réductase NAD
et a la chaine lourde du cytochrome b-245.
domaine NAD -423 a561

-Cette entrée contient des protéines de liaison
ferrique réductase NAD.

2.2.2.12 Outil ORF-Finder
Principe L'ORF Finder (Open Reading Frame Finder) est un outil d'analyse graphique qui

trouve tous les cadres de lecture ouverts d'une taille minimale sélectionnable dans une séquence
utilisateur ou dans une séquence déja présente dans la base de données. Cet outil identifie tous
les cadres de lecture ouverts en utilisant les codes génétiques standards ou alternatifs. La
séquence d'acides aminés déduite peut étre enregistrée dans divers formats et recherchée dans
la base de données de séquences a l'aide du serveur de 1’outil de recherche d'alignement local
de base (BLAST). L'ORF Finder devrait étre utile pour préparer des soumissions de séquences
complétes et précises. Il est également fourni avec le logiciel de soumission de séquence Sequin
(analyseur de séquence) (Sieber et al., 2018).Cependant, il existe plusieurs méthodes pour la
recherche des ORFs, Nous avons choisi NCBI ORF finder.

Méthode :

La d'accueil d'ORF Finder, permet de voir un champ de texte qui permet la recherche des ORFs
de notre séquence requéte, sous format FASTA. Par la suite on clique sur le bouton de recherche
ORF pour obtenir le résultat. Le résultat montre les cadres de lecture possibles présents dans la
requéte de séquence saisie. Par la suite en recherche I’ORF le plus long (figure 32 et 33) voir

annexe (annexe4,fig59,60).
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— Enter Query Sequence

€  Enter aceessio o= in FASTA format
T TRATRACT

S e
FAGTCTTTAGATTAAAAAGAATTTT! AACTAGTAARAAGACACTTT
FTAGTCCAGGCTTAATGTGCAATACTGACTCT,
CCTAATTTCATTAMACAGGTAGAAGATTTT
FTAGATGAGCCTCCTTGCTTATTTAAGTTCCA
FTTGCTTCTGCAGGGC TTCATCTTGCATGT TTAA
BGGATCATTCTTATAATACAAGC CTTARATCACTAATTTTAGTAGCAATAAATGTTAARATTGAA

TAATTTATTTATGCGATCATATTA
GATGATGTTTCAARGCTGGTCTGC
TTCAAATGTTAAATGTTARACATAGGT
AGAACTTTGTTTTTATTTTGAGGGATTATTT

L
@ From| Jrec[
— Choose Search 5
imal ORF length (nt)
netic code: (1 Standard 2

Figure 32:Les étapes de recherche des ORF (NCBI ORF-finder).

Sequence
ORFsfound: M Geneticcode1  Start codon: 'ATG' only
21| Fd vi@Dia @ m I R Took . | g Tads. @ 2 -
| 199z [0 |wa ee  ges (e (s 393 MK (LI [1200 1380 1438

1760 1000 (L9600 [2K (2130 200 [2360 2400 (2500|2600 2700 2600 2300 (3K _[100 (3200 (2000 (1430 [3500 (1600 9700 (190 [3500 K isied 427
oRi EET T orea
oot g -]
! I oo = I w o

1 LAIK (4275 )

ORF12 {108 28] m Mark subset..  Marked:0 | Download marked set | s [ Protein FASTA w |
Lsbel | Stand | Frams | Stat | Stop | Length(nt|ss)
ORF12 + 3 121 1850 230|109
0RFE + 2 2086 2755 20198
oRF21 1 204 2 177 | 58
oRF1 1 2871 2344 174857
oRF31 - 3 1024 o4 171158
A ORF2 1 3043 4104 162|582
oRF11 3 10e2 12853 18253
ORF12 Marked z2t (0] ORFS + 2 1588 1720 162| 52
@ oRFE + 3 e B 153 | 50
BLAST ORF15 + 3 302 asse 153 | 50
ORF14 + 3 a2 aam 15048

Figure 33: les nombre des ORF (31) obtenues et I’ORF le plus long dans le gene NOX4.

2.2.2.13 Outil SWISS-MODEL
Principe C’est un serveur pour la modélisation comparative automatisée de structures

protéiques tridimensionnelles (3D). Il a été le pionnier dans le domaine de la modélisation
automatisée a partir de 1993 et est aujourd'hui I'installation de modélisation automatisée gratuite
basée sur le Web la plus largement utilisée, SWISS-MODEL propose plusieurs niveaux
d'interaction avec l'utilisateur via son interface World Wide Web : en « mode premiere approche
», seule une séquence d'acides aminés d'une protéine est soumise pour construire un modele
3D. La sélection de modeéles, I'alignement et la construction de modeéles sont entiérement
automatisés par le serveur. Dans le « mode d'alignement », le processus de modélisation est
basé sur un alignement cible-modéle défini par l'utilisateur. Les taches de modélisation
complexes peuvent étre gérées avec le "mode projet™ a lI'aide de DeepView (Swiss-PdbViewer),

un atelier intégré sequence-structure (Waterhouse et al., 2009).
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Méthode :

Pour lancer la recherche sur SWISS-MODEL, nous insérons la séquence protéique ou bien le

numéro d'accession et nous lancons la recherche.

Lorsque la recherche de modeles est terminée une page s'affiche avec une liste des modeles
disponibles classés en fonction de la qualité attendue des modeles résultats évalués par GMQE
(Global Model Quality Estimation) qui varie entre 0-1 Ce score de qualité nous permet de
choisir le ou les bons modeéles. Nous pouvons observer alors qu'ils partagent tous une identité
de séquence élevés avec la cible requéte. Ces modeles sont affectés dans la visionneuse 3D en
cliquant sur « Build a model ». Ces modéles sélectionnés représentent la modélisation de la

protéine cible (figure 34,35)

Juome  SWISS-MODEL

SWISS-MODEL Repository

s 2 fully sutomated protein structure homalogy - modeling Every wook woe model gl the soquences for Ihirtoon coro speced based on
server, accessible via the Expasy web server, or from the e Wates! UniProtl geoteome. is your proten akeady modeled and up o
program DeepView (Swiss Pdb-Viewer) dule i SWISS-MODEL Repository?

R i DT
accassibio 10 ol e sowence resoarchoers woekdwade

o DL&.' IUDU_JI

Figure 34:la modélisation dans la base de données SWISS-MODEL.
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Figure 35: Les étapes de la modélisation.

37



Chapitre 2 : Matériel et Méthodes

2.2.3 Docking Moléculaire
Le Docking moléculaire in silico vise a prédire la structure d'un complexe moléculaire a partir

des molécules isolées, ce qui est considérablement plus facile a mettre en ceuvre, moins cher et
plus rapide que I'utilisation des méthodes expérimentales in vitro. Les logiciels de docking sont
donc des outils trés utiles en biologie, pharmacie et medecine, car la plupart des principes actifs
sont de petites molécules (ligand) qui interagissent avec une cible biologique d'intérét
thérapeutique, généralement protéique (récepteur), afin d'influencer le mécanisme dans lequel
cette protéine est impliquée (Kitchen et al., 2004). La méthode et les étapes du docking

moléculaire est représentée par la figure 36.
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[ Les etapes du Docking Moléculaire ]

[ Préparation De La Macromolécule ] [ Préparation Ligand ]
Récuperation de la protéine modelisée par Récupération du format SDF du ligand FAD
Homologie PubChem

RCSB PDB (Forma pdb)

T L

-Modélisation de la chaine A Transformation du fichier SDF en PDB
-Elimination des molécules d’eau OpenBabel
-Ajout des H*
AutoDock Tools ‘
* -déterminer la molécule comme ligand
] ) -sélection des racines et ajout de
Conversion du ficher pdb en pdbqt nombre de torsions.
AUtOE:Ck Tools AutoDock;ooIs
Sélection des résidus (aa) du site de liaison Conversion du ficher pdb en pdbqt
Castp, swiss Model, PYMOL AutoDock Tools

J
-Détermination des paramétres de la Grid Box

-lancement des calcule d’énergie
AutoDock Tools
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AutoDock

-Analyse des résultats Interaction (protéine - ligand)
Discovery Studio ,AutoDock Tools

Figure 36:Méthode du Docking moléculaire (Amarrage moléculaire).
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2.2.3.1 Outil PDB

La structure de I’enzyme NOX4 provient de la PDB « Protein Data Bank ». Cette derniere, est

la plus grande archive de données structurales de macromolécules biologiques, comme les

protéines et les acides nucléiques. Les données générées par cette base sont principalement

obtenues par cristallographie aux rayons X et résonance magneétique nucléaire (RMN).

Méthode

le lien https://www.rcsb.org/ va nous guider directement vers la plateforme PDB, Interdire le

nom de la protéine « 7d3e » dans la barre de recherche puis appuies sur entré pour lance la

recherche La page Reésultat de la recherche affiche la forme 3D de la protéine cherché et une

description sur la structure de cette dénaire et des autre information en peut aussi téléchargeé la

forme PDB de cette protéine en clique simplement sur téléchargé des fichiers apres sur forma

PDB (figure 39 et 40).

RCSB PDB  Deposit + Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leamn ~ More v Documentation ~  Careers
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M Welcome
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3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
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e

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB data

The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for
research and education in molecular biology, structural biology, computational
biology, and beyond.

COviD-19
CORONAVIRUS
Resources

Figure 37:La base de données PDB.
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Figure 38:Récupération du format PDB de la protéine.

2.2.3.2 Outil SWISS-MODEL.

A partir de la liste des ligands citée par SWISS-MODEL, on peut choisir et télécharger les
ligands a partir de deux bases des données PDB et PubChem. Avec un simple clic sur le ligand
cité par SWISS-MODEL. Ce qui va hous menez a une nouvelle page dans la base des données
PDB présentant le ligand et les informations chimiques comme la formule chimique, la structure
2D et 3D, le poids moléculaire etc. On peut le télécharger la structure 3D sous format SDF
(figure 39 et 40)
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Figure 39:Recherche des ligands dans SWISS-MODEL.
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Figure 40: Recherche du ligand Flavin Adenine Dinucleotide (FAD) de la protéine NOX4.

2.2.3.3 Outil PubChem

Principe PubChem répertorie plusieurs millions de composés en mettant gratuitement en ligne,

pour chague substance, une grande quantité de données de divers ordres

biochimique, pharmacologique, production, toxicologique, environnemental, etc.

Méthode :

chimique,

Le lien https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/ nous guide directement a la base de données

PubChem, on insére dans la barre de recherche le nom de ligand. La page de résultats apparaitra.

On choisisse le bon ligand et on le télécharge en forma SDF.(figure 41)
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:::::
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Figure 41:La récupération du ligand FAD du site PubChem.

2.2.3.4 Outil PrankWeb

Principe PrankWeb s'appuie sur P2Rank, une méthode basée sur I'apprentissage automatique

pour la prédiction des sites de liaison des ligands a partir de la structure des protéines.

(Prédiction du site de liaison de ligands)

Methode

Apres avoir consulter le site https://prankweb.cz/ , nous avons inséré le mot clé caractérisé par

le symbole de la protéine « 7D3E » puis nous avons lancer la recherche. La recherche nous

donne les sites de liaisons aux ligands pour télécharger le paquet d’informations (figure42).
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@ raranx About

PrankWeb: Ligand Binding Site Prediction

PrankWeb builds upon P2Rank a machine learning-based method for prediction of ligand binding sites from protein structure.

Please select input method

© Experimental structures Custom structure Predicted structures

PDE Code

= <

Use original structure

Conservation

Use conservation

EI?(I‘
L

Help Report issue

‘.PERAM( About

200 ¢ 1w | selecton: 1]

o |Golering{orginal v |

50 100 150 200 250 300 ‘350 400 450 500 550 600 850 700 750 800 250 900 %0 1000 1030 1100 1150 1200 1250 1200 1350 1400 1450 1500 1550 1600 1950 1700 1750 1800 1850 1900 1950 2000 2050 2100 2150 2200 2250 2300 2350 2400 2950 2500

Pocket:
e T HREI . EREI e e B - P

Bll‘dln? sites
[Nl i 1

Evolutionary conservation

Les sites de liaison rix
colorée

Tools .

| & [»-

Protein visualisation

Surface v

Pockets visualisation

Surface v

Source

Experimental
structure 7D3E.

Pockets |o|

Le] [e](e]
Pocket 1
rank:

Pocket 2826
score:

Probability 0906
score:

AA count: 3
Conservatio 0000
n

Figure 42:1’identification du site de liaison avec PrankWeb.
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2.2.4 Meéthode du Docking moléculaire
Principe : Moléculaire Docking est le processus dans lequel I'interaction intermoléculaire entre
2 molécules a été étudiée en In-silico. Dans ce processus, la macromolécule est le récepteur de

la protéine. La micromolécule est la molécule de ligand qui peut jouer le r6le d'inhibiteur.

Méthode

Ainsi, le processus d'amarrage implique les étapes suivantes :

Etape | - préparation de la protéine : la structure tridimensionnelle de la protéine doit étre
extraite de la banque de données sur les protéines (PDB), ensuite, la structure récupérée doit
étre prétraitée. Cela doit admettre I'élimination des molécules d'eau de la cavité, stabilisation
des charges, remplissage des résidus manquants (Chaudhary & Mishra, 2016), sélection des
chaines impliquées dans l'interaction etc. selon les parametres disponibles, voire (annexe
6,fig62)

Etape 11 — prédiction du site actif : aprés la préparation de la protéine, le site actif de la protéine
doit étre prédit. Le récepteur peut posséder de nombreux sites actifs, mais celui de la
préoccupation doit étre choisi. La plupart du temps, les molécules d'eau et les hétéroatomes sont
éliminés s'ils sont présents (Mcmartin & Bohacek, 1997) (Schnecke & Kuhn, 2000). Dans
notre cas le site actif a été predit avec castp, SWISS Model et PYMOL,voire (annexe6,fig63)

Etape 111 - préparation du ligand : les ligands peuvent &tre récupérés a partir de plusieurs bases
de données telles que ZINC, Pub Chem ou peuvent étre esquissés a l'aide de I'outil d'esquisse

Chem., voire(annexe 7,fig64)

Etape IV - amarrage : le ligand est ancré contre la protéine et les interactions sont analysées. La
fonction de score donne un score sur la base du meilleur complexe de ligand amarré qui est
choisi (Chaudhary & Mishra, 2016). Le ligand choisi dans notre cas est Flavin adenine
dinucleotide FAD.
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3. Chapitre 3 : Résultats
Rappelons que notre travail est une étude in silico qui utilise des outils bio-informatiques pour

comprendre et étudier 1’association du polymorphisme du géene NOX4 dans le développement

du diabéte.

3.1 Résultats de POUTIL NCBI
Les résultats de notre recherche dans les bases de données NCBI « dbVar, LitVar », Ensembl,
UCSC sont représentés par 1’histogramme (Figure 43) montrant les nombres des variants

polymorphiques du géne NOX4.

120000
103124 805 varient
100000

80000

60000
47953

Nombre des SNPs

40000

20000
59 8 805 49 16 2

0 —
NCBI ENSENBL ucsc LITVAR

Les bases de données

Figure 43:Nombre des variants polymorphiques récupérés a partir des différentes
plateformes.

Les résultats de notre recherche montrent que le géne NOX4 chez ’homme est caractérisé par
un profil polymorphique de 103124 variants identifié par NCBI. 49 SNP du géne NOX4 ont été
identifié par ’outil LitVar dont seulement 8 SNP sont liés aux diabetes. 805 SNP ont été
identifi¢ par I’outil UCSC. Alors que 47953 ont été identifi¢ par 1’outil Ensembl.
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3.2 Cas cliniques de I’association des « rs » du gene NOX4
Les résultats de I’association du polymorphisme des références snip « rs » au diabéte décrit par

les études cas témoins cliniques sont répertories par le tableau ci-apres (tableau VII)

Tableau VII: Résultats des « rs » du géne de la NOX4 associés dans les cas cliniques.

IDrs Position (Chr) Position Allgle Contrdle | Cases Fréquence | Fréquence | Pvalue OR. (95% Population | Lesmaladies | Lesréférences
minore allélique allélique CT) associées
minore minore
(cases) (témoin)
1.06 (Hyeon Seok
1836882 chrl1:20408003 Promoteur C 248 254 028 027 0588 (0.85-133) coréenne NODAT Hwanget all
- - B 2019)
. (8. C.Lim et all
s61410g | chrl1:80480046 23 G 445 487 - - 0.005 205 Chinoise | Néphropathie | 300p)
- - diabétique
. (8. C.Lim et all
e400034 | chrl1:89490448 13 c 445 187 - - 0.005 205 Chinoise | Nephropathie | 2009)
- diabétique
. (3. C.Lim et all
1553635 | chrl1:80496263 | promotewr | A 115 187 . . 0.005 205 Chinoise N;fh;?am 2009)
abétique
. (5. C.Lim et all
30178g7 | chr11:89492920 | suTR A 445 487 - - 0.005 205 Chinoise | Nephropathie | 2009)
- o diabétique
13-14 154 Ecosses (Weihua
1510765219 | chrl1:89621110 | 31kbto T 4106 5060 0424 0529 | 741.108 | (131-1.80) | (Taysique) R;“E“Eame IMenget et all,
NOX4 aoenqeE | 2018)
1213 155 Ecosses (Weihua
11018670 | chrl1:88623460 | oo G 1106 5060 0427 0534 | 123 1o | (133-180) | (Taysiqus) | Rétinopathie | Mengetetall,
NOX4 i diabétique 2018)
153 Ecosses Rétinonathie (Weihna
123913335 chr11:89363389 16-17 C 4106 3060 0411 0318 403109 (134-1.79) | (Taysique) d.labeﬁque Menget et all,
2018)

NODAT: New onset diabetes after transplantation.

L’interrogation des différents navigateurs, concernant les études cas cliniques « cas-témoins »
a montré trois (3) études d’associations du polymorphisme du gene de la NOX4 avec le diabete
sucré et ses complications. Parmi ces études 8 rs de NOX4 éte identifié.

La premiére étude cas témoins faites sur une population coréenne a étudié le rs1836882 dans
le cas de I’apparition du diabéte apres transplantation rénale. Les résultats de ce dernier, n’ont
pas montré de différence significative (p= 0.588 ; a=0,05) ni une susceptibilité a développé la
maladie.

La deuxieme étude concerne une analyse par puce a ADN de plusieurs genes candidats et
protéines plasmatiques associées a la néphropathie secondaire au diabete de type 2 chez la
population Chinoise. Parmi les 13 SNP étudiés, quatre snip (rs614128G>C, rs490934G>C,
rs3017887C>A et rs553635C>T) sont regroupés pour former un bloc d'haplotype de NOX4 a
I'extrémité 5 '. Les résultats été tres significatif (P= 0.005 ; a=0,05) et ont montré une forte
susceptibilité et association a la néphropathie diabétique (OR= 2.05) (tableaux 1, 2).

Une autre étude d'association a I'échelle du génome (GWAS) s’est intéressée a explorer
I’association du gene NADPH oxydase 4 (NOX4) avec la rétinopathie diabétique sévere chez
les diabétiques de type 2. Cette derniére, est une étude cas témoins regroupant cing milles
soixante (5060) cas de DT2 génotypés et quatre mille cent six (4106) témoins chez la population
écossaise. Les résultats de derniere étude ont montré une forte association a la rétinopathie
diabétiques pour les trois « rs » etudiés, rs10765219 (OR= 1.54) ; rs11018670 (OR=1.55) et
rs3913535 (OR=1.55) en plus les valeurs été trés significatifs p=7,41x1078 P=1,23x1078,
P=4,05x10 ~° respectivement.
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3.3 Résultats de I’outil Ensembl

Le total de 47954 variants de diverses classes a été trouvé dans le gene NOX4 a l'aide de 1’outil
Ensembl. Parmi ces mutations, nous retrouvons plus fréquemment des SNPs (n =41 912 ; 87%),
des mutations type indel (n = 3143 ; 4%), des mutations type COSMIC (n = 2024 ; 7%), type
délétion (n = 654 ;1%), type insertion (n = 215 ; %) et substitution (n = 9 ; 0%) (Figure 44).

3143; 7%
654; 1%
2020, 9% / M Deletion
. H Indel
Insertion
m SNP
41912; 87% m COSMIC

Substitution

Figure 44:Diagramme circulaire représentant les différents types de variations de NOX4
selon le navigateur Ensembl.

La base de données Ensembl, nous a permis d’identifier 47953 SNPs associés aux pathologies
et classés selon des scores de tolérances ou de pathogénicités. Citons le cas de 1’outil PolyPhen
et SIFT (annexe 2, fig 55).

3.4 Résultats de POUTIL UCSC

Le navigateur UCSC est un outil congu pour permettre la visualisation d’un trés grand nombre
de snip avec leurs numéros « rs » ( http://genome.ucsc.edu) .

La figure 45 présente une piste des « rs » montrant quatre types de SNPs : des SNPs codants non
synonymes (rouge), des SNPs codants synonymes (verts), des SNPs des régions introniques
(noir) et des régions non traduites (bleu). Ces SNPs sont distribuées sur toute la longueur du
géne « NOX4 ». Le navigateur UCSC nous a permis aussi d'observer la cartographie du géne
NOX4, ainsi que son emplacement dans le chromosome 11.

Le paramétrage de la piste des variants nous a permis d’identifier diverses pistes de « rs » telles
que : 153 dbsnp, 151 SNPs commun. Le navigateur UCSC nous a également aidé a obtenir plus
d'informations sur chaque SNP en cliquant simplement dessus. Par la suite, le navigateur nous
ameéne vers une autre page qui nous fournit différents détails sur chaque « rs » tels que la
position chromosomique, la classe du variant (single , indel..), et la fonction ( 5’UTR, intronic..)
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rs11018581 | rs58561872| rs76811941| rs116676205 rs317178|  rs317156|  rs1827432| rsB0204402| rs56065732| rs7111776| rsB0320534| rs10830275| rs115284996 |
rs11018582 | rs55794332|  rs76665512 | 1s317125|  rs10830267 | rs317157 | rs35623871| rs79859137|  rs317145| rs34023440| rs147481352| 1350458050 | rs71052235
1571469257 | rs116133214|  rs12418265| rs541584 | 15317168 | rs11018601|  rs547357|  rs7125430| rs75000640| 179385475 | 15507547 | rs10765206|  rs58225113|
rs72965077 | rs78378788|  rs78675764 | rs510593 | rs317169| rs147447766| rs552009| rs77667101|  rs80010051| rs16913262| rs11826721| rs7939873| rs58759312]
rs116201849 | rs317182|  rs12418546 | rs540681 |  rs50192819| rs117565603| rs2202151|  rs1875565| rs76016726| rs16913263| rs78085395| rs11018630| rs73537325|
rs59830170 | rs317181|  rs79601984|  rs61352716| rs61016679| rs148118970|  rs7107735|  rs9200894| 1575447507 | rs16913264| rs11824651| rs12803625|  rs1436454
15146987428 | rs1145420886 | rs317193 | rs317161|  rs12419547|  rs10830268 | rs2202150|  rs74844415| rs80043351| rs58016148|  rs11018622|  rs2164521|  rs597046 |
153897708 | 15222436 |  rs76942019 | 1s317163|  rs2007083| rs12576421| rs1847143|  rs16913234| rs77341200| rs16913274| rs16913305| rs35342247|  rs2304500 |
ts370166089 | rs12287889 | 18317192  rs117861910|  rs200144892| rs114995600|  rs3907859| rs12292028|  rs77088011| rs73535439| rs16913315|  rs111802223 |
15113884885 | rs184252086|  rs35531987 | 1512707184 |  rs190922002| rs555354681|  rs12700550|  rs80220810|  rs78566580|  rs10501704 15564699 | 15612244
rs113106220 |  rs190550316| rs16913170|  rs116473783| rs140041239| rs147038656|  rs10830270| rs12421792| rs319031|  rs10501705| rs10765204| rs16913372|
rs187118210 | rs60391512 | rs317191 | rs149379965 | rs1827431| rs149509034| rs10830271| rs12421794| rs78817345| rs145468880 | rs957140 | 151893950 |
1139084087 | rs200920087 | rs317190 | 153853612 | 15540042 | rs116677050 | 57130284 | 54508673 | rs12290745| rs16913304|  rs7102637|  rs376661759 |
15142423339 | rs1875564 |  rs33940541 | rs7112420|  rs80035638| rs146233082|  rs3862354 15317136 578372143 | rs74793612| rs55846000|  rs10830278|
rs11823598 | rs2018228 | rs317189|  rs142540161| rs118070343|  rs61744004|  rs3933084 | rs317137|  rs73535416| rs73535444| rs10545962 | rs56125139 |
rs183867312 | rs537516845 | 54393317 | rs527557507 | rs142805606| rs145509312|  rs7933000| rs184287672|  rs75552336| rs77002488| rs1360949|  rs113360534 |
rs11821838 | rs317202|  rs79086715|  rs114302975| rs116334462| rs114206405| rs11018609|  rs11018612| rs78084339 | rs2164522 | rs513025 | 1567550223 |
15496199 |  re526203578|  rs150054528 rs503500 |  rs4753218|  rs11352235| rs16913217| rs140916785| rs67821502| rs73535445| rs11018626|  rs41338754
rs201664845 | rs317201 | rs3913535 | 15557531 | rs317150 | 1s7130713|  rs57565084| rs542617485| rs56282206| rs11828840| rs16913342| rs116683659 |
r$2036418 | rs11018586 | rs1847137|  rs61903452 | rs317151|  rs11018603| rs11018610|  rs12276657| rs56293318| rs567208518| rs79938022| rs142241846 |
151847132 | rs130442201 | rs17193643| 1578609037 |  rs11018508|  rs11018604| rs138403445| rs73535406| rs57798253| 15191901796 rs12794512|  rs548003380 |
15116055704 | rs114517511 | 535831568 | rs10830264| rs77100475| rs201850016| rs116223296| rs77181580| rs74383550| rs564632452|  rs10830276 | s 77659006 |
rs116367704 | rs117775135| 15559457569 | s317175|  rs11018599| rs116772818|  rs61903454| rs76493937| rs78899477| rs143159754| rs11018627 | rs73537331 |
15141822206 | rs200204937 | 18565285122 | 13317176 | rs317152|  rs142878525 | rs16913219|  rs75333776| rs16913247|  rs10830274| rs10765207 | ts35606793 |

Figure 45:Affichage des donnes dans le navigateur UCSC.
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks
la figure 45 nous a permis de visualiser 805 SNPs communs dont 3 rs codants synonymes (vert),

7rs codants non-synonymes (rouge), 3 rs des régions non traduites (bleu) et 780 rs des régions
introniques.

3.5 Résultats de POUTIL LitVar

LitVar nous a permis de visualiser et voir la relation entre les variantes polymorphe et les
pathologies associées. Nous avons identifié 49 polymorphismes du gene NOX4 dont 2 SNPs

ont une association au diabete « rs11018628 et rs1836882 » (Tableau V1I1). Selon les auteurs s.c.Lin
2009 et Hyeon 2019.

Tableau VIII:Polymorphismes de NOX4 associes au diabéte selon LitVar.
SNP

GENE

rs11018628 NOX4

POSITION Ch

ALLELE

LOCALISATION

MALADIES

11:89473343

T>C/T>C

Intron 2-3

INFARCTUS CEREBRAL
DIABETE SUCRE
HYPERTENSION
SYNDROME
HEPATOPULMONAIRE

INSUFFISANCE RENALE
CHRONIQUE

rs1836882 NOX4

11:89498993

T>C

LESIONS HEPATIQUES
INDUITES PAR DES PRODUITS
CHIMIQUES ET DES
MEDICAMENTS

MALADIES DU FOIE

DIABETE SUCRE
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3.6 Reésultat de la sélection des variants (SNPs).

Dans notre étude nous nous sommes intéressées a identifier les « rs » non exploités dans des
cas cliniques ou dans des études cas-témoins liée au diabéte. L analyse « in silico » par I’outil
SIFT, nous a permis de prédire les changements d'acides aminés qui affectent la fonction de la
protéine NOX4.

Parmi 41912 SNP introduit dans le navigateur SIFT, 130 SNPs ont abouti & des « rs » candidats
avec des variants polymorphiques affectant les différentes régions du géne (figure 46).

H5'UTR H3'UTR
i stop gained H missense variant
B Synonymous variant I missense variant - splice region variant

B splice region variant -Synonymous variant

Figure 46:Diagramme circulaire représentant les variations nucléotidiques du gene NOX4
détectées par SIFT.

les SNPs de la région 3°UTR étaient les plus fréquents (n=53 ; 41%) par rapport au variants mi-
sens (faux-sens) (n= 33 ; 25%), variants synonymes (n=31 ; 24%), gain stop (n=4 ; 3%), variant
mi-sens de la région d’épissage (n=2 ; 2%) et variant synonyme de la région d’épissage
(n=1;1%).

Ensuite, apres consultation de nos résultats on a sélectionné quatre SNPs pour :

-ldentifier le type de substitution d’acide aminée qui vas étre apporter a la protéine (I’outil
SIFT).

-Prédire I’effet délétére ou neutre de cette derniére (SIFT, PolyPhen-2, SNAP2, PhD-SNP).

-Explorer la conséquence de cette substitution sur I’augmentation ou la diminution de la
stabilité de la protéine (I-Mutant).

-Et enfin, prédire les effets probables de ces polymorphismes sur la fonction de la protéine
NOX4 en utilisant MutPred et HOPE Project.
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3.6.1 ldentification fonctionnelle des mutations deléteres

Les résultats de I’identification fonctionnelle des mutations délétéres est représenté par le
tableau IX. Nos résultats montrent 4 « rs » : dont 3 rs mi-sens (rs139341533, rs56061986,
rs373220761) et 1 rs synonyme (rs148405952).

e Lers139341533 est une substitution au niveau protéique se traduite pour I’acide aminé
de la leucine en phénylalanine en positions 72 et 118.

e Le rs56061986 est une substitution au niveau protéique se traduite pour I’acide aminé
la serine en glycine en position 91, tous les deux sont localisé dans I’exon 4.

e Le rs373220761 localisé dans I’exon 16, ¢’est une substitution au niveau protéique se
traduite pour I’acide aminé la tyrosine en cystéine en position 512 et 184,

Le rs synonyme est situé dans 1’exon 5 du géne NOX4. C’est une substitution d’asparagine en
lysine en position 126. Ces rs été traitées par les outils SIFT, PolyPhen-2, SNAP2 pour explorer
leur effet délétere ou toléré (tableau 1X).

Tableau IX: Prédictions de SIFT, PolyPhen-2, SNAP2 pour les rs de NOX4.

Changement
rs ID SIFT score PolyPhen-2 score | SNAP2 | score
De AA

rs139341533 L72F Tolére | 0.177 | Frobablement | bool Neutre | 22
dommageable

rs56061986 S91G Toléré | 0.55 Bénigne 0.007 | Neutre | -65

1373220761 | Y512C | Delétere | 0.003 | EVENtuellement | ) ool Neutre | -19
dommageable

(5148405952 |  N126K Tolére | 0.156 | Fropablement |, o5 | Ayant

dommageable un effet 68

(Prédiction SIFT : score délétére <0,05 ; score toléré > 0,05, Prédiction PolyPhen2 : bénigne = 0,000-0,004 ; éventuellement
dommageable = 0,401-0,800 ; probablement dommageable =0,801-1,000. SNAP2 : —100 (SAV fortement prédit comme
neutre) a +100 (SAV fortement prédit comme effet - soit délétére, soit bénéfique), SAV : Single amino acide variant.

Selon les résultats, 3 de ces polymorphismes se sont avérés tolérés (score >0,05) et un était
délétere (score <0,05). Avec polyPhen-2 deux mutations été consideré probablement
dommageable (0,801-1,000), une éventuellement dommageable (= 0,401-0,800) et une bénigne
(0,000-0,004). Avec SNAP?2 trois mutations étaient prédits come neutre et une ayant un effet.

3.6.2 Prédiction de I’effet de substitution d'acides aminés sur la stabilité de la protéine
L’effet de la substitution d’acides aminés dans le cas des quatre « 'S » a fait I’objet d’une analyse
par I’outil PhD-SNP (prédicteur des SNP délétéres) puis I-Mutant. Cette analyse nous a permis
d’explorer leurs impacts sur la stabilité de la protéine (tableau X).
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Tableau X:Prédiction des SNPs déléteres et analyse de leurs effets sur la stabilité de la

protéine.
Changement
rs 1D De AA PhD-SNP I-Mutant DDG
rs139341533 L118F “Neutral 'Decrease Stability -0.23
rs56061986 S91G Neutral 2Increase stability 0.08
rs373220761 Y184C “Disease Neutral stability 0.35
rs148405952 N126K Neutral - -

“Neutral : neutre,” Disease : polymorphisme pathologique ; ‘Diminution de la stabilité ; 2Augmentation de la
stabilité ; DDG<O : Diminuer la stabilité ; DDG>0 : Augmenter la stabilité.

L'outil PhD-SNP classe la mutation comme un polymorphisme pathogéne ou neutre. Parmi les
SNPs analysés, Y184C était prédit comme pathogene et les autres substitutions étaient prédites
comme neutres (tableau X).Les résultats du test de stabilité des 4 mutations concernant les
valeurs d'énergie libre selon le serveur I-Mutant 2.0 a révélé que les 4 modeles mutants ont
montré un changement d'énergie libre (DDG/DDG).

3.6.3 Prédiction des effets sur les domaines protéiques par MutPred.
Les quatre mutations été analysé avec plus de détails par MutPred, toutes les mutations avait
des scores déléteres et ont marqués des changements de mécanismes moléculaires (tableau XI).

Tableau XI:Prédiction du serveur MutPred pour I'effet des substitutions d'acides aminés de
NOX4.

Substitution

Score MutPred

Mécanisme moléculaire prédit (valeur P)

L72F

0.635

Perte d'hélice (P=0.01)

S91G

0.533

Gain de brin (P=0.03)
Une altération de l'interface désordonnée (P=0.03)

Y512C

0.860

Protéine transmembranaire altérée  (P=9.7e-05)
Altération de l'interface désordonnée (P=0.03)
Altération de la liaison métallique (P=0.02)

Perte du site allostérique a Y512 (P=0.02)

Perte de I'acétylation a K511 (P=0.02)

N126K

0.904

Une altération de la fixation des métaux (P=6.2e-03)
Perte du site catalytique a H123 (P=0,03)

Altération de la protéine transmembranaire (P=0,04)
Gain de la glycosylation N-liee a N129 (P=0,03)

(Probabilité de score de mutation délétére >0,500).
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Le score de mutation délétere probable (>0,500) détecté pour les substitutions L72F, S91G,
Y512C, N126K était respectivement de 0.635, 0.533, 0.860, 0.904. Le tableau VV montre que la
prédiction des mécanismes moléculaires avec leur P-valeur a démontré que la mutation L72F
provoque une perte d'hélice. Nos résultats montrent que la mutation Y512C peut altérer la
protéine transmembranaire et avoir également un effet sur la perte d’acétylation & K511. Cette
mutation peut aussi altérer la liaison métallique. Alors que, la mutation N162K provoque une
perte du site catalytique a H123 et un gain de glycosylation a N129.

3.6.4 Résultat Hope Project

L’outil Hope Project a pour but de prédire les effets probables des
polymorphismes (rs139341533 ; rs56061986 ; rs373220761 ; rs148405952) sur la fonction de
la protéine NOX4.

Rappelons que pour visualiser avec plus de détails 1’effet structural de ces quatre
polymorphismes, nous avons utilisé le navigateur HOPE, qui nous a fourni plusieurs
informations concernant les caractéristiques physiques et chimiques du résidu mutant et de type
sauvage, Qui en conséquence, nous a permis de connaitre les prédictions sur 1’effet de ces
substitutions sur la fonction de la NOX4 qui sont les suivante (figure 47).

e En position 72, la substitution C/A du géne NOX4 «rs139341533 » cause la mutation
de leucine en phénylalanine

e En position 126, la substitution A/C du géne NOX4 «rs148405952 » cause la mutation
de I’asparagine en lysine.

e En position 512, la substitution T/C du géne NOX4 «rs373220761 » cause la mutation
d'une Tyrosine en Cystéine

e En position 91, la substitution T/C «rs56061986 » du géne NOX4 cause la mutation
d'une Sérine en Glycine.
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Leucine Asparagine
HaN
O
HaN o HoN H
(o] O
Lysine

Phénylalanine

HoN~ "‘I"OH

Tyrosine oy CystéinSeH sérineOH Glycine

0K
c A B 2"
HoN ’ 2 H2N
il 0 0 0

Figure 47:Close-up sur la mutation. La protéine est colorée en gris, les chaines latérales du
résidu de type sauvage et du résidu mutant sont représentées et colorées respectivement en

vert et en rouge.
A : Close-up sur la mutation «rs139341533 » en position 72, la substitution C/A du géne NOX4; B : Close-up sur la mutation «rs148405952

» en position 126, la substitution A/C du gene NOX4 C : la structure schématique de I'acide aminé d'origine (& gauche) et du mutant (&
droite).de la mutation «rs373220761 » en position 512, la substitution T/C du gene NOX4 ;D la structure schématique de I'acide aminé d'origine
(& gauche) et du mutant (a droite).de la mutation «rs56061986 » en position 91, la substitution T/C du géne NOX4
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3.7 Prédiction in silico de la structure 3D du gene NOX4
L’étude de la prédiction in silico de la structure 3D la protéine qui code pour le géne NOX4 et

des ligands associés a fait de deux étapes indispensables : SUISSE MODEL et le Docking

moléculaire.

3.7.1 Résultat de ’outil SUISSE MODEL
L’outil SUISSE MODEL permet de prédire in silico la structure 3D des protéines. La

connaissance de la structure d’une protéine est une étape importante pour mieux comprendre la
fonction de la protéine étudiée. Rappelons que 1’outil SUISSE MODEL se base sur la
modeélisation comparative de la protéine qui code pour le gene NOX4 (figure 48.49). De plus,
la modélisation en structure 3D de cette derniére avait pour but la connaissance des différents
acides aminés qui sont directement liées a la fonction de la protéine « NOX4 » plus

particulierement au niveau du site actif.

Au total, 249 modeles ont été trouvés pour correspondre a la séquence cible (séquence de la
protéine NOX4). Cette liste a été filtrée par une méthode heuristique jusqu'a 50. Le modéle que
nous avons choisi est celui de la DUOX1-DUOXAL (7D3E) Synthase avec un pourcentage de

recouvrement de 29,47% par rapport a la séquence cible.

Oligo-State @
Monomer

GMQE @
059

GMEANDisCa Global: @

GMEANDISCo Local -
S5

BF e el P i o i i e . s

:2 cay P »Il‘ e o) ]m,mn,.‘_mlh toeill e, S T.1]|...nn = -y Al Al e m|| ’]" oSl 1,
2 : 2o

Residue Number
QMEAN 7-Scores

Te mpl late v
A Dusl oxidase Seq Identity
EM structure of b UOX1-DUDKA in low-caleium stte 26.47%

Coverage

ModelTemplate Aignment -

TGIILSACIAZSISrHTBYYLLTHCRRLITE] FOAAVDEERLIASTAIVLITVIASVCAVVEVYLES]

@rvrmmnm;muurmnuumnpscxsnnnssmnsumrsmmprpmraupunumrvnmzpnrumrpuL .

FHRLT_DGFFG

nnnuxq_meumuurnz IAEYNR sq_vmmsz.s =23

Figure 48:Modélisation comparative de la protéine NOX4 a l'aide de SWISS-
MODEL.
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Figure 49:Structure 3D de la protéine 7D3E qui code pour le gene NOX4
présenté par SWISS-MODEL.

Afin d’étudier I’effet direct du polymorphisme sur les interactions de la NOX4 avec ces cibles,
on doit tout d’abord étudier son comportement a état native (non muté). Dans cette partie, nous
avons exploré par modélisation et Docking moléculaire les différentes interactions de la

protéine NOX4 avec son ligand Flavin adenine dinucleotide (FAD).
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3.8 Résultat du Docking Moléculaire
Le Docking moléculaire « ou amarrage moléculaire » a pour but de déterminer le mode

d’interaction d’un complexe formé de deux ou plusieurs molécules, en cherchant des
orientations dans 1’espace et des conformations favorables pour la fixation d’un ligand a un
récepteur. Ainsi, le Docking de chaque ligand génére un ensemble de modes de liaison appelés
« poses » pour lesquelles un score est calculé. Ce score est une approximation de 1’énergie de
liaison du complexe protéine-ligand (Kcal/mol). Ainsi, les résultats du Docking moléculaire se

présentent en trois étapes :

3.8.1 Préparation de la cible (enzyme)
Les résultats de la préparation du la cible (site actif) de la protéine (7D3E) de la NOX4

(humain), nous a permis d’obtenir le fichier pdb (Protein data bank) a partir du

lien https://www.rcsh.org/ de la base de données RCSB PDB.

En consultant les informations de la structure 3D de la protéine (7D3E) NOX4 sur la base de
données RCSB PDB et SWISS Model, nous avons constaté que le ligand FAD interagit avec
les chaines A et C. ainsi, lors de la préparation de la protéine, nous avons modélisé les autres

chaines par I’outil PyMol pour visionner le site actif.

Cependant, les résultats des acides aminés impliqués dans le site actif a été confirmé par Castp

(http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?1ycs ). Le tableau XII ci-aprés montre que le le site

actif du ligand FAD est formé de 21 acides aminés (tableau XII) (figure 50).

Tableau XII: Résidus de site actif de NOX4.

Potine | Chaine | Nombre de AA Ligand Résidus

7D3E A 21 FAD R.1113, D.1124, V.1127, D.1128, R.1
131, R.1214, W.1305, Y.1318, H.1319
, P.1320, F.1321, T.1322, H.1335, 1.13
36, R.1337, A.1339, G.1340, P.1341,
W.1342, T.1343, T.1393

56


about:blank
about:blank

Chapitre 3 : Résultats

GLY-1340 ASP-1128

VALI1127

Figure 50: Acides aminés formant le site actif selon PyMOL.

3.8.2 Préparation du ligand (FAD)
Cette étape concerne la modélisation et 1’optimisation de la géométrie du ligand par 1’outil
Autodock tools. Cette derniére vise a rechercher 1’énergie minimale (énergie la plus faible) du

ligand FAD qui a pour but de visualiser la dynamique moléculaire.

D’aprés la comparaison d’énergie de score des différentes « poses » du ligand, nous avons
sélectionné la conformation 1 qui présente 1’énergie minimale ayant pour SCORE = -3.03
Kcal/mol (tableau XIII). Selon les résultats obtenus, on note que les valeurs de RMSD sont

considérées comme idéales (RMSD < 1.5) pour toutes les conformations du ligand FAD.

Tableau XI1I:Résultats énergétiques de ligand de référence FAD.

Ligand Score Cluster RMSD | vdW + Hbond + Inhibition
g (kcal/mol) (kcal/mol) desolv Energy Constant, Ki
FAD -3.03 0.00 -7.33 60 M

RMSD : Root-Mean-Square Deviation (déviation de la racine de la moyenne des carrés) ;vdW :rayons de van der Waals des atomes ;

Les résultats concernant la position du site actif et le calcul d’énergie est représenté par le
tableau X1V voire (annexe7, fig65). Rappelons que le paramétrage des coordonnées du site actif
a été généré par 1’outil Grid Box (Autodock tools). Le but de cet outil est de connaitre les

différentes conformations possibles pour le docking.
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Tableau X1V : les coordonnées de Grid Box pour I'amarrage du NOX4-FAD.

Spacing (Angstrom) 1,000

Center Grid Box <off set>
X center 0,983 1,611
Y centre 116,558 -0,333
Z centre 127,011 -1,722

Angstrom= 10" micrométre

3.8.3 Docking moléculaire

Apres modélisation du ligand et de la cible, nous avons cherché les positions éligibles du ligand.

Ainsi I’outil Pymol nous a permis de modéliser pour former le complexe (Protein-Ligand).

Celui-ci va adopter la conformation la plus stable correspondant au niveau énergétique le plus

faible en adoptant plusieurs poses. La conformation prend le RSMD (Root-Mean-Square

Deviation) comme valeur inférieur a 2A. C’est la conformation recherchée lors des simulations.

Ces résultats sont répertoriés par le tableau XV.

Tableau XV:Résultats de SCORE et RMSD de docking moléculaire.

Conformation (chacljjrfol) Cluster RMSD R;fl\e/lr;r[l)ce
1 -3.03 0.00 189.10
2 -1.34 0.00 189.29
3 -1.27 0.00 195.84
4 -1.26 0.00 190.33
5 -0.81 0.00 196.76
6 -0.69 0.00 186.11
7 -0.56 0.00 187.15
8 -0.16 0.00 196.13
9 +0.41 0.00 184.33
10 +0.66 0.00 194.66
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Ainsi deux types de liaisons d’interactions direct ont été identifiés avec 1’outil « Discovery

studio visualizer » et des interactions classiques des liaisons hydrogéne et des interactions Pi-

cation ligand. Le tableau XVI montre les différents types d’interactions entre les acides aminés

du site actif et le ligand comme les pond d’hydrogene, les liaisons électrostatiques, et les

liaisons cationiques non covalente ( 7t ) (Pi-cation).

Tableau XV I:Rapport des interactions entre les résidus du site actif avec le ligand FAD.

Nom Distance Catigori Types De Donneur a
AI\I?IJ'?SSOS 4,0785 EI; ct'i[(r:os Pi-Cation ligand:O Positive A:TiPBO
:Eﬁggg% 4,23694 EI; c;'i[(r:os Pi-Cation ligand:N Positive A:TiPBO
Algﬁggg% 3,59362 EI; (;[LOS Pi-Cation ligand:N Positive A:TR5P13O

Par la suite, I’analyse des résultats du docking avec Autodock Tools a montré que le ligand
FAD interagit directement avec trois résidus TRP1305, HIS1319 et PHE 1321 de la protéine
(7D3E) NOX4 (figure 51). De plus, I’analyse avec Discovery studio nous a permis d’identifier

la nature de ces interactions (figure 52).
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Figure 51:L’interaction entre ligand FAD et les résidus de site actif de NOX4
selon Autodock Tools.

Figure 52:L’interaction entre ligand FAD et les résidus de site actif de NOX4
selon Discovery studio visualizer.
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4. Chapitre 4 : Discussion
Le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase 4 (NOX4) est un sous-type de la

famille NOX, est un complexe enzymatique membranaire appartenant a la classe des
oxydoréductases. C'est I'enzyme clé de I'explosion oxydative, ou elle catalyse la réaction
d’oxydation du NADPH par I'oxygéne Oz, ce qui produit du NADP*, de I'H* et de 1'0>— (Brown
& Griendling, 2009).Et sont la seule famille d'enzymes connue dont la seule fonction est de
produire des ROS.

Rappelons que toutes les isoformes de NOX possédent six hélices alpha transmembranaires
avec des extrémités N et C-terminaux cytosoliques. Elles sont exprimées et régulées de maniere
différentielle dans divers tissus et ont des localisations subcellulaires différentes (Altenhofer
etal., 2012).

Il faut également prendre en considération que le stress oxydatif est considéré comme un risque
de plusieurs pathologies comme le diabéte les maladies cardiovasculaire les maladies rénales
maladies pulmonaires des autres maladies inflammatoires. Les NADPH -oxydases de la famille
Nox sont importants producteurs d'especes réactives de I'oxygéne ROS.

Nox4, l'isoforme majeure du NADPH dans le rein, Nox4 contribue aux processus redox
impliqués dans la néphropathie diabétique, et d'autres maladies rénales en activant plusieurs
voies de signalisation. La NOX4 se trouve dans une variété de types cellulaires y compris le
rein, les cellules épithéliales, les podocytes, les cellules mésangiales, les cellules endothéliales
et les fibroblastes, cellules musculaires lisses, ceeur, pancréas tissu adipeux, placenta muscles
squelettique, ostéoclastes, fibroblastes, astrocytes et neurones. Cependant, son réle n'est pas
clair et méme controversé. Aussi, le NOX4 induit I'apoptose cellulaire, I'inflammation ou la
fibrogénes. (Yang et al., 2018)

Selon Mahadev et coll en 2004, les voies de signalisations associées a NOX4 sont compliquées.
Le NOX4 joue un rdle d’amplificateur des voies de signalisations de D’insuline par
I’intermédiaire des Radicaux Libres Oxygene (FRO). Ces derniéres inhibent 1’activation de
tyrosine phosphatases, notamment PTP1B impliquée dans la résistance a I’insuline (Mahadev
et al., 2004),et la voie de signalisation AGE-RAGE dans les complications du diabéte
néphropathie diabétique (Kanwar et al., 2011).

Rappelons aussi que notre étude in silico été réalisé pour identifier 1’association du
polymorphisme du géne NADPH oxydase 4 (NOX4) au diabéte chez ’homme. Les résultats
que nous avons obtenus, nous ont permis d’identifier plusieurs types de polymorphisme
associant le NOX4 et le diabéte. Ainsi, d’aprées les résultats de NCBI jusqu'a aujourd’hui,

seulement 59 études sont associees au gene NOX4 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ .
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Différentes études d’associations polymorphiques sur le diabéte ont montré que le géne NOX4
joue un role dans I’apparition et le développement de cette maladie. Cependant, ces études ne
se sont intéressées qu’a 8 SNPs qui montrent une association aux complications de diabéte dont
la néphropathie diabétique, la rétinopathie diabétique et le NODAT (Nouvelle apparition du
diabéte aprés une transplantation). Ces SNPs sont le rs1836882, rs614128, rs490934,
rs3017887, rs553635, rs10765219, rs11018670, rs3913535. (Hwang et al., 2019) (Lim et al.,
2009) (Meng et al., 2018) .

En outre, Hwang et coll en 2019, ont rapporté que le rs1836882 C>T était également associé a
un risque de développement de la NODAT (OR 1.06, IC 95 % (0.85, 1.33); p = 0.588). Ce
polymorphisme était associ¢ avec d’autre genes. En effet, les génes ATPSF1P6, CELAZ2B,
CASP9, NOX4 et INPP5A ont été identifiés comme des génes a risque chez les transplantés
rénaux caucasiens. Ces variantes génétiques ont été impliquées dans les voies d'apoptose
cellulaire, mais pas dans la résistance a l'insuline, ce qui suggere que l'apoptose cellulaire est

un élément essentiel de la pathogenese de la NODAT (Hwang et al., 2019).

De plus, I’analyse des haplotypes des différents SNPs (rs614128G>C, 1s490934G>C,
rs3017887C>A et rs553635C>T) ont permis d’identifier différents Locis : GGCC avec une
fréquence de 0,776% ayant une susceptibilité hautement significative a une néphropathie
diabétique (p=0,0055) entre hétérozygote (OR =2,05 ; ICos o = 1,04-4,06) et homozygote
(OR=2,48 ; IC9s59% = 1,27-4,83). Rappelons que I’haplotype est un groupe d'alléles de différents

locis situés sur un méme chromosome et habituellement transmis ensemble) (Lim et al., 2009).

Les SNP : rs10765219 G>T, rs11018670A>G, rs3913535A>C>G, Dans le géne de la NADPH
oxydase 4 (NOX4) ont une association hautement significative au diabéte avec p= 4.05x10°
Aussi, deux SNP voisins, rs10765219 et rs11018670, ont également montré une association et

une susceptibilité hautement significative.

Dans la méta-analyse utilisant plusieurs cohortes caucasiennes (a I'exclusion de GoDARTS),
les rs10765219 et rs11018670 ont montré des associations hautement significatives pour la
rétinopathie diabétique (p = 0,003 et p=0,007, respectivement). Alors que le rs3913535
I’association n'était pas significative (p = 0,429) (Meng et al., 2018).

Les preuves que les isoformes Nox1, Nox2 et Nox4 ont un role causal dans divers troubles ont
continué a se développer (Touyz et al., 2019). Il a été rapporté que l'inactivation de Nox4 par

I'ARNSsi délivré par l'adénovirus réduisait la néovascularisation rétinienne dans I'OIR, et
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I'inhibition de Nox1/4 atténuait la néovascularisation rétinienne et les niveaux de VEGF dans
ce modéle (Wilkinson-Berka et al., 2014). L'inhibition de Nox1/4 a de puissantes actions anti-
inflammatoires dans la rétinopathie (Wilkinson-Berka et al., 2014) et d'autres contextes tels
que l'athérosclérose et la néphropathie associees au diabete sucré (Gray et al., 2017), (Di
Marco et al., 2014), (Gorin et al., 2015).

Les résultats de I’outil Ensembl, nous montrent non seulement le nom de chaque SNPs du
géne NOX4 mais aussi sa localisation et le type de mutation en associant les résultats
précédant présentés par LIT VAR et SIFT.

L’outil LitVar nous confirment les résultats précédents et montrent que le gene NOX4 est lié
a de nombreuses pathologies (57 pathologies) de ces 57 maladies le diabéte sucré.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Lu/Demo/LitVar/#!?query=nox4

Rappelons que dans notre étude nous nous sommes intéressées a identifier les « rs » non
exploités dans des cas cliniques ou dans des études cas-témoins liée au diabéte. L’analyse « in

silico » par I’outil SIFT https:/sift.bii.a-star.edu.sg/ ,nous a permis de prédire les changements

d'acides aminés qui affectent la fonction de la protéine NOX4.

Apres consultation de nos résultats on a sélectionné quatre SNPs 3 rs mi-sens (rs139341533,
rs56061986, rs373220761) et 1 rs synonyme (rs148405952).

L’identification du type de substitution d’acide aminée nous a permis de prédire 1’effet délétere
ou neutre de la protéine, explorer la consequence de cette substitution sur I’augmentation ou la
diminution de la stabilit¢ de la protéine, Et enfin, prédire les effets probables de ces

polymorphismes sur la fonction de la protéine (NOX4)

Les résultats du test de stabilité des 4 mutations concernant les valeurs d'énergie libre selon le
serveur I-Mutant 2.0 https://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html a révélé que les 4

modeéles mutants ont montré un changement d'énergie libre (DDG/DDG). La valeur DDG
négative suggere que la substitution d'acides aminés est délétére pour la stabilité de la protéine.

Les valeurs été comprises entre -0,23 et 0,35 kcal/Mol.

Concernant la prédiction de 1’effet de substitution par I’outil I-Mutant, Il semble que L118F est
susceptible de diminuer la stabilité de la protéine, S91G semble causé une stabilité élevée, alors
Y184C semble causé une stabilité neutre pour former la structure protéique. En revanche,
N126K ne présente aucun effet sur la protéine. En effet, les 4 SNPs cités précédemment
suggerent un effet de diminution ou d’augmentation de la stabilité de la protéine du géne NOX4.

Qui en conséquence, peut mener a une perte de fonction.
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Les résultats de HOPE Project https://www3.cmbi.umcn.nl/hope/ nous ont permis de renforcés

notre opinion sur la nécessité d’explorer ces quatre SNPs de NOX4 dans des cas cliniques, ainsi

que leurs associations au diabéte.

La mutation C/A « rs139341533 » de gene NOX4 est situé dans une région annotée dans la
base de données UniProt en tant que domaine transmembranaire. Le résidu mutant est plus
grand que le résidu type sauvage. Cette différence de taille peut affecter les contacts avec la
membrane lipidique. La mutation est située dans un domaine, annoté dans UniProt
comme Oxydoréductase ferrique, la mutation introduit un acide aminé aux propriétés

différentes (www.uniprot.orq)

La structure 3D, suggere que le résidu de type sauvage a des interactions avec un ligand annoté
comme HEM, La différence de propriétés entre le type sauvage et la mutation peut facilement
entrainer une perte d'interactions avec le ligand. Parce que la liaison au ligand est souvent
importante pour la fonction de la protéine, cette fonction pourrait étre perturbée par cette

mutation qui peut perturber ce domaine et inhiber sa fonction.

Il en est de méme pour la mutation A/C «rs148405952» du géne NOX4 est situee dans un
domaine, annoté dans UniProt comme Oxydoréductase ferrique. La mutation introduit un acide

aminé aux propriétés différentes, qui peut perturber ce domaine et inhiber sa fonction.

Nos résultats ont montré qu’il existe une différence de charge entre l'acide aminé de type
sauvage et mutant. De plus, la charge de résidu de type sauvage était neutre et la charge de
résidu mutant est positive. 1l semble que le résidu mutant introduit une charge dans un résidu
enfoui qui peut entrainer des problémes de repliement des protéines. Les acides aminés de type
sauvage et mutant différent en taille, le résidu de type sauvage a été enfoui dans le noyau de la

protéine. Le résidu mutant est plus gros et ne conviendra probablement pas.

Il en est de méme aussi pour la mutation T/C «rs373220761» du gene NOX4 est située dans
une étendue de résidus annotés dans UniProt comme une région spéciale : médie I'interaction
avec TLR4. Ce qui suggere que les différences de proprietés des acides aminés peuvent
perturber cette région et perturber sa fonction. Les acides aminés de type sauvage et mutant
different en taille, le résidu mutant est plus petit, cela peut entrainer une perte d'interactions.
L'hydrophobicité du résidu de type sauvage et mutant differe, la mutation introduit un résidu
plus hydrophobe a cette position. Cela peut entrainer une perte de liaisons hydrogéne et/ou

perturber le repliement correct.
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La mutation T/C «rs56061986» du gene NOX4 est située dans un domaine, annoté dans UniProt

comme Oxydoréductase ferrique (www.uniprot.org). La mutation introduit un acide aminé aux

propriétés différentes, qui peut perturber ce domaine et abolir sa fonction, la mutation introduit
une glycine a cette position. Les glycines sont tres flexibles et peuvent perturber la rigidité
requise de la protéine a cette position. Les acides aminés de type sauvage et mutant different en

taille, le résidu mutant est plus petit, cela peut entrainer une perte d'interactions.

L’objet d’'une modélisation en incluant un Docking moléculaire pour comprendre les effets

direct et indirect sur les cibles liées a la protéine

Sachant que la NOX4 est une protéine transmembranaire qui assure plusieurs fonctions
Complexes sa vrai structure jusqu’a maintenant reste inconnue. Rappelons que la modélisation
de la NOX4 dans cette étude a été faite par homologie avec SWISS-MODEL.

(https://swissmodel.expasy.org/ ). En conséquence, cela nous a permis de récupérer la structure

homologue de la NOX4 (code PDB : 7D3E), sachant que le docking a été fait avec la forme
native de la NOX4

L’outil Grid Box le paramétrage des coordonnées du site actif a été¢ généré par I’outil Grid Box
(Autodock tools). Dans le but de connaitre les différentes conformations possibles pour le
docking et donc plus il est négatif, meilleurs est 1’affinité prédite. Le ligand FAD représente

alors souvent la référence idéale.

Calcule de RMSD D’aprés la comparaison d’énergie de score des différentes « poses » du
ligand, nous avons sélectionné la conformation qui présente 1’énergic minimale ayant pour
SCORE = -3.03 Kcal/mol. Selon les résultats obtenus, on suggére que les valeurs de RMSD

sont considérées comme idéales (RMSD < 1.5) pour toutes les conformations du ligand FAD.

D'apreés les rapports de docking précédents et les résultats obtenus, nous avons constaté que le
ligand flavin adenine dinucleotide (FAD) étudié interagit réellement avec le site actif de la
NOX4, plus précisément avec les résidus PHE1321, HIS1319, TRP1305.

A un niveau plus large, I'étude de docking révéle que la distance entre chaque ligand et les sites
de liaison était comprise entre [2.81 A et 4.23 A]. D’aprés Anne Imbert et col, Les interactions
ayant des distances comprises entre 2.5 A et 3.1A sont considérés comme fortes et celles
comprise entre 3.1A et 3.55A sont supposées moyennes et quand leurs distances sont
supérieures a 3.55A elles sont considérées faibles. (Imberty et al., 1991)
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Donc, selon ces résultats d'etude nous pouvons facilement constater que les distances entre les
acides aminés du site active PHE1321, HIS1319 et le FAD ont une liaison forte d’interaction,
2.81 A et 3.18 A respectivement par rapport au résidu TRP 1305 qui a trois liaison faible
d’interaction 3.24 A , 4.07 A et 4,32 A successivement.
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Conclusion

Le diabéte est une maladie métabolique caractérisée par une élévation anormale chronique de

la glycémie, causée par un dysfonctionnement de la sécrétion ou de I'action de I'insuline.

Le disfonctionnement de 1’enzyme NOX4 peut entrainer a des maladies chroniques comme le

diabéte et les complications associées aux diabétes.

Notre étude vise a identifier les différents variants du polymorphisme du géne NOX4 associés
au diabete par méthode in silico en utilisant des outilles bioinformatique.

Nos résultats confirment que certains variants polymorphiques du gene
NOX4 peuvent entrainer une modification dans la structure de la protéine, pouvant aboutir a un

disfonctionnement et une perde de fonction.

Nos résultats montrent différents variants du géne NOX4 dont certains sont susceptibles d’étre
associer au diabéete. Les outils SIFT et LIT VAR, nous ont permis d’identifier : 8 SNPs
(rs1836882, rs614128, rs490934, rs3017887, rs553635, rs10765219, rs11018670, rs3913535).
Ces derniers sont significativement associés aux diabétes plus précisément aux NODAT, a la

néphropathie diabétique et la rétinopathie.

Nos résultats suggerent aussi que le géne NOX4 peut jouer un rble important dans la
perturbation de la signalisation de I’insuline, a la résistance a I’insuline par la voie de

signalisation AGE-RAGE.

Dans le cas des études cliniques ou dans des études cas-témoins liée au diabéte. L’analyse « in
silico » par I’outil SIFT, nous a permis de prédire les changements d’acides aminés qui affectent
la fonction de la protéine NOX4, Nos résultats montrent 4 « rs » : dont 3 rs mi-séance
(rs139341533, rs56061986, rs373220761), 1 rs synonyme (rs148405952) et Troie mutations

été considéré probablement dommageable selon Polyphen-2.

Le résultat de Docking montre au niveau du site d’interaction protéine-ligand : 3 acides aminés

liés a la fonction du NOX4 au niveau du site actif.

En perspective, nous proposons qu’il serait souhaitable de continuer ce travail en ciblant ces
trois résidus TRP1305, HIS1319 et PHE 1321 de la protéine NOX4 et voir s’il existe un
polymorphisme au niveau de ces sites, sachant qu’un polymorphisme au niveau de ces sites

pourrais influencer considérablement la fonction de la protéine.
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Aussi, les rs non cités dans les références bibliographiques peuvent faire 1’objet d’une étude

cas-témoins concernant la protéine nox4,

Jusqu’a présent il n’y a pas d’études sur le polymorphisme de NOX4 incluant les modifications
au niveau de ces acides aminés, par contre il serait souhaitable de cibler ces trois résidus pour
voir par le biais du Docking s’il existe une modification au niveau de la protéine incluant une
mutation sachant qu’un polymorphisme dans ces trois acides aminés identifiés peut affecter
considérablement la fonction de la protéine ce qui va permettre de développer de nouvelles

cibles thérapeutiques.
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Annexes

Annexes

Annexe 1

>NM 016931.5 Homo sapiens NADPH oxidase 4 (NOX4), transcript variant
1, mRNA
ACTCAGTCTTTGACCCTCGGTCCTCGCTCAGCGGCCCGGCAGGCCGCACAACTGTAACCGCTGCCCCGGC
CGCCGCCCGCTCCTTCTCGGTCCGGCGGGCACAGAGCGCAGCGCGGCGGGGCCGGCGGCATGGCTGTGTC
CTGGAGGAGCTGGCTCGCCAACGAAGGGGTTAAACACCTCTGCCTGTTCATCTGGCTCTCCATGAATGTC
CTGCTTTTCTGGAAAACCTTCTTGCTGTATAACCAAGGGCCAGAGTATCACTACCTCCACCAGATGTTGG
GGCTAGGATTGTGTCTAAGCAGAGCCTCAGCATCTGTTCTTAACCTCAACTGCAGCCTTATCCTTTTACC
CATGTGCCGAACACTCTTGGCTTACCTCCGAGGATCACAGAAGGTTCCAAGCAGGAGAACCAGGAGATTG
TTGGATAAAAGCAGAACATTCCATATTACCTGTGGTGTTACTATCTGTATTTTCTCAGGCGTGCATGTGG
CTGCCCATCTGGTGAATGCCCTCAACTTCTCAGTGAATTACAGTGAAGACTTTGTTGAACTGAATGCAGC
AAGATACCGAGATGAGGATCCTAGAAAACTTCTCTTCACAACTGTTCCTGGCCTGACAGGGGTCTGCATG
GTGGTGGTGCTATTCCTCATGATCACAGCCTCTACATATGCAATAAGAGTTTCTAACTATGATATCTTCT
GGTATACTCATAACCTCTTCTTTGTCTTCTACATGCTGCTGACGTTGCATGTTTCAGGAGGGCTGCTGAA
GTATCAAACTAATTTAGATACCCACCCTCCCGGCTGCATCAGTCTTAACCGAACCAGCTCTCAGAATATT
TCCTTACCAGAGTATTTCTCAGAACATTTTCATGAACCTTTCCCTGAAGGATTTTCAAAACCGGCAGAGT
TTACCCAGCACAAATTTGTGAAGATTTGTATGGAAGAGCCCAGATTCCAAGCTAATTTTCCACAGACTTG
GCTTTGGATTTCTGGACCTTTGTGCCTGTACTGTGCCGAAAGACTTTACAGGTATATCCGGAGCAATAAG
CCAGTCACCATCATTTCGGTCATGAGTCATCCCTCAGATGTCATGGAAATCCGAATGGTCAAAGAAAATT
TTAAAGCAAGACCTGGTCAGTATATTACTCTACATTGTCCCAGTGTATCTGCATTAGAAAATCATCCATT
TACCCTCACAATGTGTCCAACTGAAACCAAAGCAACATTTGGGGTTCATCTTAAAATAGTAGGAGACTGG
ACAGAACGATTTCGAGATTTACTACTGCCTCCATCTAGTCAAGACTCCGAAATTCTGCCCTTCATTCAAT
CTAGAAATTATCCCAAGCTGTATATTGATGGTCCTTTTGGAAGTCCATTTGAGGAATCACTGAACTATGA
GGTCAGCCTCTGCGTGGCTGGAGGCATTGGAGTAACTCCATTTGCATCAATACTCAACACCCTGTTGGAT
GACTGGAAACCATACAAGCTTAGAAGACTATACTTTATTTGGGTATGCAGAGATATCCAGTCCTTCCGTT
GGTTTGCAGATTTACTCTGTATGTTGCATAACAAGTTTTGGCAAGAGAACAGACCTGACTATGTCAACAT
CCAGCTGTACCTCAGTCAAACAGATGGGATACAGAAGATAATTGGAGAAAAATATCATGCACTGAATTCA
AGACTGTTTATAGGACGTCCTCGGTGGAAACTTTTGTTTGATGAAATAGCAAAATATAACAGAGGAAAAA
CAGTTGGTGTTTTCTGTTGTGGACCCAATTCACTATCCAAGACTCTTCATAAACTGAGTAACCAGAACAA
CTCATATGGGACAAGATTTGAATACAATAAAGAGTCTTTCAGCTGAAAACTTTTGCCATGAAGCAGGACT
CTAAAGAAGGAATGAGTGCAATTTCTAAGACTTTGAAACTCAGCGGAATCAATCAGCTGTGTTATGCCAA
AGAATAGTAAGGTTTTCTTATTTATGATTATTTAAAATGGAAATGTGAGAATGTGGCAAGATGACCGTCA
CATTACATGTTTAATCTGGAAACCAAAGAGACCCTGAAGAATATTTGATGTGATGATTCACTTTTCAGTT
CTCAAATTAAAAGAAAACTGTTAGATGCACACTGTTGATTTTCATGGTGGATTCAAGAACTCCCTAGTGA
GGAGCTGAACTTGCTCAATCTAAGGCTGATTGTCGTGTTCCTCTTTAAATTGTTTTTGGTTGAACAAATG
CAAGATTGAACAAAATTAAAAATTCATTGAAGCTGAAATTCCATTTTCTGTGTTGTGTATAAACAGAGTA
GCTTTAATTTGCAAGCACTCCAGGCAAATATATTAGATGTTTGAAAACACAGCACAAGACTCTGTATTGA
TACGGGTACTTTGTGTCAATATCTAATCGTCTCCACTACTTATGCTAATACCTCTATTTGATATCTGAAG
ACTATATGCTAACTGAACCTTCCTCAAATGTTGTTATAGTATCTATTTTTATATATTTTTTTCTTTTTAT
TCCTCTCTCTAGGGAAATATGCCTTCCCTTAGCATGCATTAGACATAATGATTTAATAGGTCCCTTTCAT
CTTCATTTAAATCTATCACTATTGCATGGTAATGAAAATATTCCTACTATAAATTATAAAGGGATATATA
TATATGGATATATATATGTATATACACATATATATATACACACACACACACATATATATATATATATATA
TATATACACATATACTAATAACTTTTCCCTTTTTTCAGCATTTTTGTCTCTATTATTATTATTGTTTTTT
TCCCAGGTAGGGTTTGTCTTAGGCTGTAGCCTCTAAGGATAGTTAGTTAATTTGCACTTTGAGACCAAAG
GACATCATGTGTGTCAGTAGGGACTGAATATAAGATTTATCTCCTTTGCCACACATTGGTTTATGATGGA
GACATTGAAAGTCTAGTCATATTCCTGAACAGTAAAACCTGTATTTTACCTTTTAAGTAAGAGGAAATAT
GATATTCTTATTCAAACTTAAGTTTAGAATCCAGAATATTACTGTCGCACTTTTTGGTATCCTGAGTTTC
CATAGGGAACTATTGGGTTTAAAGTCACCGTTGGAACTACACTGTGTGATCTTATAAACTTATGTTCCCT
GGCTATCATATTCTTGGCTCAGAACAATATTTCCCATTACTATCTTAAGAATTAAGGCATTCATGGCTCA
CGCCTGTAATCCCGGCACTTTGGGAGGCCAAGGCAGGTGGATCACGAGGTCAGAGTTCAAGACCAGCCTG
ACCAAGTTGGTGAAACCCCATCGCTACTAAAAATACAAATATTAGGCGGGTGTGGTGGCGGGTGCCTATA
ATCCCAACTACTCGGGAGACTGAGGCAAAGAATCGCTTGAACCCGGTGGGCGGAGGTTGCAGTGAGCCAA
GATTGCACCACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGCAAGATTCCATCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAA
AAAAAAGAATTAAAGCATTCATACAGTTTAGTGATTTTGTTTAGTAGTCGGCTATCAATTGCTATCAAAT
ATAACACTGCTGAAATCAGCAGTGTGACTTACCTTGCCATTGTTAAAATGTTACATAAAACATAACATGA
TAGATGCTAAGGCCTTTTTTTGCTATAATTCACCAATAGCAATCAAGCATGCTAACCCATACTGAATGAT
ATTTACTTGTAGATATTTCTTCCTTTCCTTGAAATTCTCCTTTCTATGGAAAGAAGATGAACCCAAAAAA
GTGATAGGAAATGTGGAATGCTCATGCAGATTTAGCTCTGAAGGCATATTTAATAACTAGTATGTCTTGA
CAACAGTCTTTAGATTAAAAAGAATTTTCATGGAAACATTTAACAGAAAGAACTAGTAAAAAGACACTTT
GAGTTAGTCCAGGCTTAATGTGCAATACTGACTCTATACTGATCATAATTTATTTATGCGATCATATTAA
TAGACCTAATTTCATTAAAACAGGTAGAAGATTTTTCAAAAGAAAGATGATGTTTCAAAGCTGGTCTGCC
ATTCTAGATGAGCCTCCTTGCTTATTTAAGTTCCAGTAGGTGTTCAAATGTTAAATGTTAAACATAGGTC
ATCTTTGCTTCTGCAGGGCTTCATCTTGCATGTTTAAGAGAACTTTGTTTTATTTTGAGGGATTATTTCT
CTGGGGATCATTCTTATAATACAAGCCTTAAATCACTAATTTTAGTAGCAATAAATGTTAAAATTGAAA

Figure 53: sequence nucléotidique (FASTA) du géne NOX4
"NM_016931.5".
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Annexe 2

Study ID | Organism | Study type Number of variant regions | Publication Study ID | Organism | Study type Number of varisnt regions Fublicatien
nsid102  human  Case-Set 78027 nstd204  human Collection 126185 Chen etal 2021
nstd7S  human Case-Set s27 Wspner stal 2012 nstg208  human Control Set 152814
nstgdtl  human Tumer vs. Matched-Mormal 181 Welter st sl. 2008 0si9200  human Control Set 268002
nst188  human Contral Set s2834 nstgiee  human Control Sat 204733 Coliins et s1. 2020
nstg2is  human Collecton 38318 05183 human Control Set 56675
nstg213  human Somatic 5554 nsid173 human Case-Control 23548 Zarei et 51, 2010
0std206  human Collection 173322 nstd167  human Control Set 30218 Wienger et sl 2018
nstd21Z human Contral Sat 13zEs Wiy stsl 2021 nstg152  human Collection 102085 Chaisson et sl 2018
asdigs  humen Cellecton 22027 Cusnecal 2321 nstd182  human Collectian 18424 Levy-Sakin et al. 2018
0std207  human Cellzstan roress Epertets 2021 nsid182  human Collection 28210 Audane etal 2018
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Stuay S iy type | TSmDer of variant e S| Grganiam = warant Fubiication
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e Sat stel 2015 2013
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nsweg a panzes . wes e 26214
sges  h Cemvel 11118 ™ a1 2015
osiEg et ShersissisLInis J— Cmaen 151z
et
estaZ17  human Semve PP Sesenbacher st sl 2015 pmazi  numan ServEl anosa sara oot
Stusy Number of variant N
r ¥ oy icati Study N f variant
- Organism | Study type | T Fublicstion udy | anism | Study type umber of varian e —
1.3 ragions
Case- - . .
netdS4 buman oS0 21348 Cooper et sl 2011 sstdz4  humsn  Control Sat 1773 de Smith st al_2007
cntrol
= 4 2008
estd128  human  Control Set 80247 Pinto et al. 2011 sy wenran o Sorvel Se: 415434 Mossisl 2002
. - nstg215  humsn  Control Set 2iea1
smse mumen  Comtol et 2osara 1000 Genomes Proiect Consorium =t
8l 2010 nsig2i1  humsn Collection 58722 Chusng et sl. 2021
est9180  mumsn  Control Set 22887 Pang et sl 2010
s=tdisn Fan Borgss-Monroy e1sl.
nstd203  humsn  Collection 140215 2erg HEsL
estd167  human Control Set 232778 McKernan =t al. 2009 2021
nstd27  humsn  Control Set 13843 tsars et sl 2000 nsig108  humsn  Coliestion 1814 Wildschutte et sl. 2015
estd184  human  Control Set  S04812 Bentiey st sl 2008 Tumer vs. Matohed-
nstdgd  humen M o Helman et al. 2014
estd182  human Collection &1187 Eorbes et al 2008, Forbes et al 2010 ormal
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Figure 54:les déférentes variants de gene NOX4 (NCBI dbvar ) .

Transcript ID Name bp | Protein CCDs UniProt Match RefSeq Match
ENSTOD00263317.0 NOX4-201| 4260 | 572aa CCDSE236(F  QONPHEA® | NM 01803150 | MANE SelectvO85 Ei

EMNETODO00424310.5 MOX4-205 | 4134 | 584aa CCDS446060 | QAMPHE-B@ -
ENSTODOD0342727.8  NOX4-202| 2247 | Sodas CCDS448051F |  QENPHE-SE -

GENCODE bssc

ENSTO000527056.5 NOX4-210| 2370 | 554as CCDS44505(F|  QENFHE 8@ - GENCODE bssic
ENSTO000S34731.5 | NOX4-215 | 2186 | 538aa CCDS4460518 |  QONPHE® - GENCODE bssic TSL1
ENSTO000532825.5 | NOX4-214| 2036 | 514sa CCDST33816 | QENFH5OE - GENCODE bssic TSLZ
ENSTODO00S28341.5 | NCX4-211 | 1388 | 553sa | Protein coding CCDST382#|  EBPPP2E - GENCODEbssic TSLZ
ENSTOD000S27626.5 | NOX4-209| 1774 281za | Protein coding EOPR4® - GENCODEbssic TSL2Z
ENSTODOODSI5186.5 | NOX4-207| 1555 | 247sa | Protein coding EgFIgs @ -

ENSTODOODS750727 |NOX4-203| 816 | 271sa | Protein coding QENFHS-4 -

ENSTODOODE31342.5 NOX4-213| 808 | 231ea | Protein coding QONFHE-2( -

ENSTOD00203282.2 NOX4-204| 560 | Bdss | Protein coding QONFHETI -

ENSTOD0DE20342.5 | NOX4-212| 14023 | 224sa | Nonsense medisted decsy QONFHE 6D -

ENSTO0000525272.1 | NOX4-208 | 1208 | No protein ||
ENSTO0000524472.1 NOX4-206 | 756 | No protein ||

Figure 55:les transcrites de géne NOX4 (Ensembl).
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Figure 56: les déférentes SNP de géne NOX4 (Ensembl)
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Figure 58: la séquence protéique du NOX4 (UniProt).
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Tableau XVII:les informations sur la protiene NADPH Oxydase 4 (UniProt).

UniProt
Protéine NADPH Oxydase4, Oxydase rénale-1
-
Gene NOX4
Organisme Homo Sapiens
Fonction moléculaire Oxydoréductase
Symbole QINPH5
Ligand NADP
Domains Oxydoreductase ferrique, FAD
Isoforme 9 isoformes
Type Transmembranaire
Famille NOX1-5, Duox1-2
Interaction CYBA/P22Phox.
Sequence
ORFs found: 31 Genetic code: 1 Start codon: "ATG' only
1. | Fndi rlaa @ @ T R Took | gy Tadkse @ 9 -
U) ORFfim 00 x
T oeea =F s [ < ot < OREes oRF: DI B
orry g > [~ [EoH ore1e I oer7 T
1 143K (4,275 nt) ' g3 Tracks shown: 2(13
ORF12 (10935)  Displzy ORF a5 m Marksubset.  Markes:D | Download marked set sz [Froein FASTA v |
AL FIGAPRAL AR NRGITVOLFCCOPNBLSE T L oRE1Z 4 s w2t 1es 2201108
QUELTHDET ORFE + 2 2485 2755 201 |06
ORF21 1 204 i) 177 | 58
ORF1 - 1 2871 2844 174 | 5T
ORF31 - 3 1024 014 171 58
P ORFZ + 1 3042 4104 162 |53
ORF11 - 3 1002 1253 162 |53
ORF12 Marked set (0) ORFE + 1582 1728 162 | 53
SmartBLAST best hit tities_.. oRFa + E 354 506 152 | 50
] BLAST ORF15 + 3 3402 2854 152 | 50
- ORF14 + 3 a2 aan 150 | 40 -

Go back 1o the submitting page...

FOLLOW NCBI

Figure 59: recherche des ORF (ORF Finder)

>Icl|ORF1

MAVSWRSWLANEGVKHLCLFIWLSMNVLLFWKTFLLYNQGPEYHYLHQMLGLGLCLSRASASVLNLNCSLILLPMCRTLLAYLRGSQKVPSR
RTRRLLDK

SRTFHITCGVTICIFSGVHVAAHLVNALNFSVNYSEDFVELNAARYRDEDPRKLLFTTVPGLTGVCMVVVLFLMITASTYAIRVSNYDIFWYTHN
LFFVE

YMLLTLHVSGGLLKYQTNLDTHPPGCISLNRTSSQNISLPEYFSEHFHEPFPEGFSKPAEFTQHKFVKICMEEPRFQANFPQTWLWISGPLCLYCAE
RLY

RYIRSNKPVTIISVMSHPSDVMEIRMVKENFKARPGQY ITLHCPSVSALENHPFTLTMCPTETKATFGVHLKIVGDWTERFRDLLLPPSSQDSEILP
FIQ

SRNYPKLYIDGPFGSPFEESLNYEVSLCVAGGIGVTPFASILNTLLDDWKPYKLRRLYFIWVCRDIQSFRWFADLLCMLHNKFWQENRPDYVNIQ
LYLSQ

TDGIQKIIGEKYHALNSRLFIGRPRWKLLFDEIAKYNRGKTVGVFCCGPNSLSKTLHKLSNQNNSYGTRFEYNKESFS

Figure 60: L'ORF le plus longe (ORF-Finder NCBI).
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Jump to Aliases Disorders Domains Drugs Expression Function [ Genomics] Localization Orthologs
section Paralogs Pathways Products Proteins Publications Sources Summaries Transcripts Variants

Size: 265,205 bases Orientation: Minus strand

Previous Assembly
chri1:89.057,521-89,322,725 chr11:89,057,524-88,322,779 (GRCh37/hg19 by Ensembl)

(GRCh37/hgl9 by Entrez Gene) Sire: 265,256 bases Orientation: Minus strand
Size: 265,205 bases QOrientation: Minus strand

Genomic View for NOX4 Gene
Genes around NOX4 on UCSC Golden Path with GeneCards custom track

Cytogenetic band:  11q14.3 by HGNC 11q14.3 by Entrez Gene 11q14.3 by Ensembl
NOX4 Gene in genomic location: bands according to Ensembil, locations according to GenelLoc (and/or Entrez Gene and/or Ensembl if different)

Chr 11
g e Moy w o = P e - e o m o= e omem

) GeneLoc Genomic Neighborhood « Exon Structure = Gene Density

RefSeq DNA sequence for NOX4 Gene
NC_000011.10

Proteins for NOX4 Gene

Products: Antibodies for research | Protein products for research / Assay products for research

Protein details for NOX4 Gene (UniProtKB/Swiss-Prot)

Protein Symbol: QINPH3-NOX4 HUMAN  Recommended name: NADPH oxidase 4
Protein Accession: QINPHS5  Secondary Accessions: ABK715 B7Z520 EVEMD7 Q5K3R4 Q5K3R5 QS5K3R6 QS5K3R8 Q7Z7G3 Q86V92

Protein attributes for NOX4 Gene
Size: 378 amino acids
Molecular mass: 66932 Da

Figure 61: cartographie génétique du gene NOX4.
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Figure 62:Préparation de la protéine de NOX4 (7D3E) (Autodock tools).

r
74 AuteDockTools - [m} X

‘ File 3D Graphics Edit Select Display Color Hydrogen Bonds Compute Grid3D Help
2 [ : N R = . = m
EE A i =T T

‘ADTi? Ligand Flexible Residues Grid Docking Run Analyze

J Dashboard ‘ Scenario ‘ Tools ‘

Sel ¥|CcmD ¥|

R §ﬂ iy || | S LBCRMSL 9‘
All Molecules C C

Current Selection (C OV
B g@rdle_1_actifSite O®OOOOVY

Mod.: None Time:|2.138  Selected: [0 /Atom(s). Spinoff — |FR:| 0.0 @D
|-

Figure 63:Préparation du site actif de la proteine NOX4 (7D3E) pour le Docking moléculaire
(Autodock tools)
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B mis entry is used to select entities in the dashboard tree.

—=Nodes selected in the dashboard tree are outlined by a yellow background
A When a command button is clicked for a selected node, the command is applied to all selected nodes.
“ The syntax for selection is a "’ separated list of expressions.

YEach expression is a .’ separated list of selectors applying at the various levels of the Tree.
For instance:

CA selects all alpha carbon atoms and sets the selection level to Atom
A--CA selects all CAin chain A
=:CYS® selects all cysteines and sets the selection level to Residue

special names such as water, ions, DNA, RNA Amino Acids and lignad can be used at the residue level
special names such as sidechain, backbone, backbone+h, hetatm can be used at the atom level

Figure 64:Préparation du ligand Flavin adenine dinucleotide (FAD) (Autodock tools) .
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Figure 65:La configuration des coordonnées du Grid box pour le Docking moléculaire
(Autodock tools).



