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Résumé

Le déficit en G6PD (Glucose-6-phosphate déshydrogénase), est une maladie héréditaire liée
au chromosome X, a transmission récessive (femme deux X), ce qui explique qu’elle touche
beaucoup plus les garcons. Elle peut provoquer une anémie hémolytique lorsqu’elle affecte
les hématies. La G6PD est ubiquitaire, elle n'est pas exprimée dans les globules rouges
uniquement mais dans la majorité des tissus du corps humain, ainsi la carence de cette
enzyme est responsable non seulement de cas d’anémie mais aussi de plusieurs autres
problemes sanitaires comme les maladies neuronales.

Elle est causée par un défaut au niveau de lI'enzyme G6PD qui est responsable de la
réduction de NAD™ et d'une facon indirecte la réduction de glutathion qui lui détoxifie le
peroxyde d’hydrogéne, un élément toxique pour la cellule dans la voie métabolique des
pentoses.

L'enzyme G6PD est exprimée sous différentes forme A, B, A et B~. L’enzyme A et B sont
des isoformes qui résultent chacun d’une mutation faux-sens, A- et B~ sont des isoformes qui
résultent cette fois d’une double mutation faux-sens. Notre travail est de déterminer les
mutations de I’enzyme G6PD.

Notre étude est basée sur la localisation de mutation de nos génes au niveau de leur
séquence nucléotidique et les protéines a I’aide des outils bio-informatiques, tel que BLAST,
Gene Bank, Swiss-model, Ensembl, etc.

Une analyse a été effectuée a la fin de ce travail afin de reconnecter les découvertes trouvées
dans la bio-informatique avec le déficit en G6PD mentionné dans les travaux scientifiques.

Les mots clés : déficit, G6PD, anémie, mutations du gene G6PD, bio-informatique.



Abstract

G6PD deficiency is a hereditary disease linked to the x chromosome and it is recessive, for
this it affects much more boys. It can cause hemolytic anemia the orca ‘it affects the red
blood cells. As G6PD is not expressed in red blood cells only but in the majority of the
tissues of the human body, this is why the deficiency of this enzyme is not only responsible
for anemia cases but also health problems such as neuronal diseases.

It is caused by a deficiency in the enzyme G6PD which is responsible for the reduction of
NAD+ and indirectly the reduction of glutathione which detoxify hydrogen peroxide a toxic
element for the cell in the metabolic pathway of pentoses

The enzyme G6PD is expressed in different forms A, B, A-and B". A and B are isoforms
each one has resulted through a false sense mutation, A and B are also isoforms each one
has a double false sense mutation. The objective of our work is to determine the genetic
characteristics of the G6PD enzyme.

Our study is based on the localization of mutation of our genes at the level of their sequence
using bioinformatics tools, such as BLAST, Gene Bank, Swess-model, Ensembl, etc.

An analysis was carried out at the end of the article in order to reconnect the findings found
in bioinformatics with the G6PD deficiency mentioned in the scientific work.

Keywords: deficit, G6PD, anemia, G6PD gene mutations, bioinformatics
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Introduction

Il existe des personnes qui souffrent lors de la consommation de féve et d’haricots, mais
aussi lors de I’administration de médicaments contenant de la quinine, tout en ignorant qu’ils
présentent un déficit héréditaire en G6PD (Glucose-6-phosphate déshydrogénase), I’enzyme
de la désoxydation qui diminue le taux de 1’oxydation dans la cellule et qui interagit avec le
NAD™ par une reduction en NADPH" et le glutathion GSH en GSSH pour désoxyder le
peroxyde d’hydrogene H202 ( I’eau oxygéné) et libérer les molécules d’eau H20. Cette
réaction fait partie de la voie métabolique des pentoses qui commence par les molécules de
glucose qui vont se transformer en Glucose 6 phosphate le substrat de I’enzyme G6PD, la
une cascade d’interactions va se dérouler faisant intervenir d’autres enzymes responsables
de la transformation du Glucose en pentose, il est nécessaire de désoxydes le H202 a chaque
étape de la voie.

Une concentration de G6PD non suffisante pour effectuer cette désoxydation conduira a une
accumulation parfois sévére d’éléments toxiques dans la cellule ce qui provoque un
vieillissement cellulaire, le disfonctionnement de la cellule et sa mort par apoptose.

Ce défaut peut étre présent dans n’importe quelle cellule expriment la G6PD mais surtout
au niveau des hématies qui vont étre hémolysées en accumulation d’hémoglobine (les
éléments Heinz). Les personnes déficientes en G6PD, sont atteintes dés leur naissance mais
la maladie reste asymptomatique jusqu’a la consommation d’un facteur déclencheur comme
certain aliments ou médicaments qui ne sont pas la cause de la maladie qui est plutét
héréditaire. Les symptdmes vont apparaitre avec le temps quand la carence en G6PD
s’installe et devient importante. Le géne qui code pour cette enzyme, G6PD se trouve dans
le locus Xg28 dans la partie télomérique du chromosome X.
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Chapitre |

Partie Bibliographie

| : généralités sur le déficit en G6P
|-1-Définition du déficit en G6PD :

La carence en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est la carence enzymatique la
plus fréquente a 1’échelle mondiale. Elle est causée par des mutations du gene G6PD
présentes sur le chromosome X [1] (MZ Saoud et al, 2019), c'est une enzyme héréditaire
qui affecte surtout les garcons [2] (HAMDEELLOU 2016) il est encore appelé « favisme
» & cause de la survenue d'accidents hémolytiques apres ingestion de haricots chez des
sujets déficients, et elle est principalement transmise par la mere a ses enfants [3] (ATI
Rayene et CHELLALI Lamis, 2018).

|-2- Historique :

Au début du XXe siecle, plusieurs médecins du sud de I'ltalie et de la Sardaigne ont dressé
un tableau clinique de ce qu’on appelle le favisme. A partir de la fin du X1Xe siécle, des
cas de plus en plus nombreux d'accidents d'ingestion de féves, voire a lI'inhalation de leurs
pollens, sont rapportés dans la littérature. Le terme de favisme est ensuite créé pour décrire
cette étrange susceptibilité [4] (Ainoune et Boufermel, 2020)

Tableau I : historique du déficit en G6PD (2) (HAMDEELLOU 2016).

Les années Les découvertes

En 1926 Depuis I’antiquité, la consommation de haricots a été reconnue comme responsable de
I’anémie et la relation entre 1’anémie aigué et la prise de certains médicaments.

En 1952 La primaquine, utilisée en traitement prophylactique du paludisme lors des opération
dans le sud-est asiatique de la seconde guerre mondiale par les militaires américains a été
mise en cause dans la survenue d’anémies aigues chez les soldats noirs par Hockwald.

En 1958 Déterminer sa nature héréditaire et sa transmission par le chromosome X

En 1959 Butler décrit le mécanisme biochimique de I’anémie hémolytique aprés avoir utilisé des
oxydants.

En 1966 L’OMS convoque un groupe de travail pour 1’étude de cette maladie et de ses diverses
variantes.

En 1996 Développement d’un modele structurel de protéines tridimensionnelles.

En 2008 De nombreuses listes des différents médicaments, et des aliments dangereux circulaient

dans la littérature internationale d’ou les discordances du discours médical chez les
quelles le diagnostic a été porté, a I’occasion d’un accident iatrogéne provoqué par les

médicaments ou les traitements thérapeutiques.

I-3- Epidémiologie :

La déficience en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est la déficience
enzymatique héréditaire la plus courante chez I’homme. On estime qu’elle touche 400
millions de personnes a travers le monde. Les cas de favismes observés concernaient
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généralement des sujets méditerranéens mais jamais des sujets originaires de I’Europe du
Nord. [5] (LAIB Wafa ; REKINA Imen ;2013)

Ce deficit, initialement décrit en Méditerranée, se trouve dans de trés nombreuses
populations d’Afrique noire avec une fréquence maximale supéricure a 40%, au Moyen-
Orient et en Asie (la fréquence en Asie du Sud-Est est 8%6). Les populations africaines,
hispaniques, d’Amérique du Nord et du Sud et des Indes occidentales sont aussi touchées.
[5] (LAIB Wafa ; REKINA Imen ;2013)

Tableau Il : la distribution mondiale de déficit en G6PD. [5] (LAIB Wafa ; REKINA

Imen ;2013)
Pays Estimation Populaire Le percentage %
(x1000)1966
L’AFRIQUE:
Ghana 7.300 24
Nigeria 9.104 2.25
Angola 5.084 11-27
Congo 15.300
Kenya 9.104 6-23
Tanzania 9.900 2-25
17.474 2-28
Ethiopia 22.200 3-9
Algeria 11.600 0
<1
L’>Ameriques:
USA 192.119 11(origin Afrique)
Venezuela 8.427 2-5
Brazil 78.809 0
Asie :
China 686.400 2-5
Hong Kong 3.692 3.7-5.5
India 471.627 4-19
Japan 96.906 <1
L’Europe:
Greece 8.480 1-32
Sardinia 50.762 <1
Autre Rare
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Figure 1 : Le déficit en G6PD dans le monde. Les frequences des hommes déficients en
G6PD dans les divers pays sont aussi des frequences alléliques puisque le gene est lié a
I’X. [6] (Nkhoma, ET, Poole, C.,et al 2009

Il : physiopathologie du déficit en G6PD

[I-1) Mécanisme

La G6PD permet la réduction de NADP+ en NADPH en récupérant les atomes d'hydrogéne
du G6PD qui se transforment en glutathion oxydé (GSSG) pour le réduire en (G-SH) [7]
(Bancarel et al., 2010). Cette réduction de glutathion est utilisée par la cellule pour traiter
le stress oxydant. Lors d'un tel stress oxydatif, il y a production en abondance de peroxyde
d'hydrogene (H202) toxique pour la cellule, le glutathion réduit permet de détoxifier ce
H202 en le réduisant en 2 molécules d'H20 tandis que lui-méme s'oxyde en perdant son
hydrogene pour redevenir le glutathion oxydé selon 1’équation suivante :

Réduction —
H202 + 2H+2¢e = 2 H20
«— Oxydation

Ensuite, afin d’étre en mesure de transformer d'autres molécules de H202 en H20O, le
glutathion oxydé doit étre réduit a nouveau. C'est ce qui arrive en contact avec NADPH qui
va redevenir NADP. [8] (Yamoul, 2016).



Chapitre | Partie Bibliographie

La voie des pentoses phosphatidesla
production de glutathion

Glucose

l Esochingsi
Glutathion Glutathion Glucose-6-
perossidasi reduttas phosphate

H,0, GSSG X @ADP j Glucosio 8-fosfato
deidrogenssi (G6PD)
H,0 H NADPH
5 6-phosphate-6-lattone

l S-oslogluconolationas (6PGL)

Glutathion Glutathio
perossidasi n reduttas 6-phosphogluconate

H;‘O‘- GSSG @NADP G-losfogluconalo
deiroganasi (6PGD)
H,0 DC@H : :mopn : l

Ribulosium 5-phosphate

Ridbwosio 5-fosfalo

GSH: Glutathion ossidate isomerass (RuSPl)
GSSG :Glutathion Ribosium5-
ossidate phosphate

Mattato dx A Mebta of al Badiere's Best Pract Ras Gt Momaty) 2000132138
Figure 2 : physiopathologie du déficit en G6PD (boowiki.info)

Selon la profondeur de I'anomalie génétique, la G6PD érythrocytaire peut avoir une durée
de vie limitée, parfois trés inférieure a la durée de la vie normale de I'hématie qui est de 120
jours. Le sujet déficient posséde donc un stock d'érythrocytes ne pouvant supporter le stress
oxydatif. Plus la durée de vie de I'enzyme est courte, plus leur est vaste conséquence. En
présence de molécules nuisibles, ces érythrocytes dont le stock G6PD est épuisé ne
parviendront pas réduire le NADP+ en NADPH. En cas de stress oxydatif éleve, tous ces
globules rouges qui n'ont plus de G6PD érythrocytaire ne peuvent pas réduire I'H202. Ceci
s'accumulera dans la cellule, et modifiera sa membrane. En conséquence, I'hémoglobine
s'oxyde et se précipite en groupes, formant des corps de Heinz. [7] (Bancarel et al., 2010).

Les globules rouges se raidissent alors avec difficulté a travers la pulpe splénique et sont
donc affaiblis et rapidement détruits. [4] (Ainoune et Boufermel, 2020)

I1)symptémes du déficit en G6PD

Dans la plupart des cas, I'némolyse affecte moins de 25% de la masse des globules rouges
et provoque un ictére transitoire et des urines foncées. Certains patients ont des douleurs
dorsales et /ou abdominales.

Mais lorsque la carence est plus sévere, une hémolyse profonde peut entrainer une
hémoglobinurie et des lésions rénales aigués. [9] (Evan M. Braunstein, MD, PHD, 2020)

[I-2) la structure de G6PD

Le géne G6PD est situé sur le chromosome X constitué de 13 exons et 12 introns et le produit
de ce géne est une protéine constituée de 515 acides aminés d’un poids moléculaire de 59
KDa située dans le cytosol au niveau de mitochondrie [10] (Rani, Malik, Anwar 2022)



Chapitre | Partie Bibliographie

La structure du G6PD existe en équilibre dimére ou tétramére basé sur les interactions
électrostatiques, le PH et la force ionique. Le dimere a deux sous-unités situées le long de
feuillets p symétriques. [10] (Rani, Malik, Anwar 2022)

Chague monomeére G6PD a un site de liaison catalytique qui contient le substrat G6P,
chaque monomere est constitué de deux domaines : le domaine N-terminal (27 a 200 acides
aminés) ou se trouve le site catalytique et le plus grand domaine C-terminal, qui consiste
en un pli antiparalléle de neuf feuilles pliées. Les deux domaines sont liés par une hélice a,
qui contient les huit résidus peptidiques, qui agit comme un site de liaison au substrat (198-
206 acides amines) [11] (Au et al., 2000)

Et la coenzyme NADP+ et le site de liaison structural NADP+ sont situés a 15 A° du site
catalytique. Ce site structurel NADP+ n'existe que dans les organismes supérieurs et joue
un réle important dans la stabilité structurelle a long terme de la G6PD humaine. [7]
(Bancarel et al., 2010).

Coenzyme
domaine

Substrate

ol bindingsite

Coenzyme
bindingsite

B+a domain

Figure 3 : structure du dimére de la Glucose-6-phosphate déshydrogenase
(uniprot.org/uniprotkb/p11413/entry)
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Les localisations de ces régions et leurs fonctions probables sont indiquées dans le tableau
ci-dessous :

Tableau Il : : localisation et fonction des 12 régions conservees dans la molécule de G6PD
[12] (Salvador & Savageau, 2003).

Région | Résidus Exons 2 et 3 Site de liaison du coenzyme

34-53

Région 11 137-148 Exon 5 Core hydrophobe de la protéine

Région 111 166-180 Exon 6 Zone conservée faisant face au centre actif

Région 1V 193-218 Exon 6 Site catalytique

Région V 240-274 Exon 7-8 Zone conservée faisant face au centre actif

Région VI 284-292 Exon 9 Hélices alpha amphipatiques

Région VII | 333-339 Exon 9 Core hydrophobe de la protéine

Région VIII | 347-362 Exon 9-10 Core hydrophobe de la protéine

Région IX 365-376 Exon 10 Core hydrophobe de la protéine

Région X 388-404 Exon 10 Contact entre sous-unité

Région XI 433-443 Exon 11 Core hydrophobe de la protéine

Région XI1 | 451-464 Exon 12 Hélice alpha amphipatiques

[I-3) La fonction de G6PD

La glucose 6-phosphate déshydrogénase catalyse la premiére étape de la voie des pentoses
: elle convertit le glucose 6-phosphate en 6-phosphoglucuronidase, qui est normalement
hydrolysée en 6- phosphogluconate. Au cours de cette réaction, une molécule de NADP *
est réduite en NADPH *H*. La deuxiéme réaction de la voie, la conversion du 6-
phosphate, produit également du NADPH, mais chez les sujets déficients en G6PD, elle
est complétement perturbée par le ralentissement de la premiére étape. Le NADPH joue un
role crucial dans la réduction des oxydants, en particulier dans les globules rouges, pour
maintenir le pool de glutathion réduit a des niveaux normaux. Le GSH est le principal
antioxydant qui réduit le peroxyde d'hydrogene (H202) produit par 1’oxydant en eau
(H20), le rendant inoffensif. [4] (Ainoune et Boufermel, 2020)

Le glutathion réduit est en trés fort exces par rapport au glutathion oxydé. Des études
récentes ont montré que 1’effet protecteur du NADPH sur la catalase érythrocytaire est tout
aussi important dans la lutte contre le stress oxydatif. De plus, des études in vitro ont montré
que, dans I'endothélium vasculaire et le muscle lisse, la G6PD module la réponse au stress
oxydatif en formant du NADPH, qui intervient, en réduisant le glutathion d'une part, et en
agissant, comme cofacteur de I’oxyde nitrique synthase. [13] (H.wajcman, F. Galactéros,
C.R. BIOLOGIES (2004)).
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D
G6PD 6 phospho-
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NADP+ NADPH
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G-S-5-G 2 G-SH la catalase
(glutathion oxydé¢) (glutathion réduit) o
Ribose

Glutathion réductase

IEffet anti-oxydant

Figure4 : Roéle biochimique de la G6PD a I'entrée de la voie des pentoses phosphates. [13]
(Wajcman et Galacteros, 2004)

La production de NADPH maintient a un haut niveau le pool de glutathion réduit et stabilise
la structure de la catalase. Ceci permet a la cellule de se défendre contre tout stress oxydant.
[13] (H.wajcman, F. Galactéros, C.R. BIOLOGIES (2004)).
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Figure 5 : Role de la protection contre les dommages oxydatifs. A : globule rouges avec
une activité normale de la G6PD ;B :globule rouge avec une activité réduite de la G6PD
[14] (Luzzatto & Arese, 2018).
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lIl) aspect génétique de déficit en G6PD

I1I-1) le gene G6PD

Le gene codant pour la G6PD est situé en position q28 dans la région terminale du bras long
du chromosome X, a proximité du géne codant pour le facteur VIII. [15] (koita,
guincio,2005)

La taille de la séquence complete du gene G6PD est de 18,5 kb, constituée de 13 exons et
12 introns, codant pour une protéine de 515 acides aminés, généralement les 600 premiers
paire de bases de I'extrémité 5' du géne G6PD, correspondant aux exon 1 et 2. Une partie de
I'exon 2 ; n’est pas traduite, donc le codon d’initiation ATG est situ¢ a la base 115 de 1’exon
2. Cette séquence 5' non traduite contient deux codons ATG hors cadre et présente deux
niveaux élevés (80%) de sous-régions de guanine et de cytosine, une caractéristique
commune des génes exprimés de maniére constitutive. [2] (HAMDEELLOU 2016)
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Figure 6 : : La carence G6PD est lié a I’X sur la bande Xg28. [16] (Stanley
Oiseth , Lindsay Jones et al ; 2022)
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I1I-2) mutation et classification et mode de transmission

[1I-2-1) les mutations de G6PD
Un certain nombre de variants de la G6PD ont été décrites, principalement produites a
partir de mutations faux-sens, des symptomes cliniques associés. Un déficit en G6PD peut
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provoquer une jaunisse néonatale, une hémolyse aigué ou une anémie hémolytique
chronique non spherocytaire sévere. [17] (Recht, Elizabeth A. Ashley,et al,2018)

Toutes les mutations du géne codant pour la G6PD entrainent un déficit enzymatique et
affectent la séquence codante. Pres de 200 mutations ont été décrites dans le monde. La
plupart d’entre elles sont des mutations ponctuelles (changements faux- sens), cependant,
quelques délétions ont été notées.

La plupart de ces mutations se trouvent soit dans I’interface nécessaire a la formation de
dimeéres enzymatiques, soit dans I’interface entre G6PD et NADPH. Notez que des mutations
de novo peuvent se produire sporadiquement. Il est également probable que I’absence totale
de G6PD (mutation nulle) soit fatale au cours de la vie embryonnaire, comme le montrent
des études chez des souris knock-out. [18] (Dalal & Kollmannsberger, 2005). Le déficit
en G6PD peut étre quantitatif (réduction du nombre de molécules enzymatiques), qualitatif
(différence dans la structure enzymatique) ou les deux. [19] (Cappellini & Fiorelli, 2008).

Telomere

/\

X-Chromosome

26pd gene

| %$???$Wﬁ§lfTﬁl'§ﬁ# Im;]ﬁiﬁfl

ol | Al dld e Ll Sy g
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Figure 7 : Représentation schématique du chromosome X et distribution des mutations
dans la séquence codante du géne G6PD. Les introns et les exons sont affichés en haut,
représentés respectivement dans de cases grises et roses. Les nhombres (1-13) indiquent les
exons du gene G6PD humain. En bas, ’ARNm est schématise et toutes les substitutions
d’un seul nucléotide (variantes faux-sens) sont indiquees. Les cercles rouges sont des
mutations associées a une anémie hémolytique asphérique chronique. Les cercles violets
montrent des mutations de classe I1. Les mutations de classe 111 sont indiquées par des
cercles jaunes. Les mutations de classe 1V sont représentées dans des cercles bruns et les

mutations de classe rapporteuse sans nom sont représentées dans des cercles vert clair. [20]
(saul Gomezo, Jaime Marcial-Quino, et al, 2016).
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[1I-2-2) classification des variants de la G6PD :

Cette classification est basée sur leur activité et leurs propriétés électrophorétiques, leur
stabilité thermique, et leur PH ou substrat actif optimal. Selon I’OMS il existe cing
catégories basées sur le niveau d'activité enzymatique des érythrocytes et I'importance des
manifestations cliniques. [15] (koita, guincio,2005)

Tableau IV : classification des variantes de la G6PD selon leur activité [13] (Wajcman et
Galacteros, 2004)

Classe Critéres Exemple de
variantes
Classe | Anémie hémolytique chronique, activité enzymatique | Rare

inférieure a 10% de la normale

Classe 11 Anémie hémolytique intermittente, activité Type
enzymatique inférieure a 10% de la normale "méditerranéen"

Classe 111 Anémie hémolytique suite a un stress oxydatif, G6PG A
activité enzymatique comprise entre 10 et 60%de la
normale

Classe IV Pas de déficit, activité enzymatique comprise entre 60 | G6PG B-

et 150% de la normale

Classe V Pas de déficit ,activité accrue, supérieure a 150% de la | Rare
normale

Le G6PD le plus courant avec une activité normale est le type B, qui a une activité
Iégerement inférieure et une mobilité électrophorétique plus rapide, en raison des
substitutions d’acide aminés. [4] (Ainoune et Boufermel, 2020)

 La variante A est un changement de A a G au niveau nucléotide 376 dans I’exon 5,
entrainant une mutation faux-sens (Asn en Asp) au niveau de I'acide aminé 126. La variante
A se traduit par des niveaux normaux de thermostabilité et d'activité enzymatique, entre 60%
et 150%o, et est un phénotype de classe 1V selon la classification de 'OMS, non associe a
une anémie hémolytique aigué.

* La variante A du G6PD est la variante de deficit en G6PD la plus répandue en Afrique
subsaharienne. Bien qu'il soit généralement associé a un moindre degré de carence (~5-13%
d’activité résiduelle de la G6PD) que la variante méditerranéenne de la G6PD, et donc & un
risque plus faible d'hémolyse, une carence oxydative sévere est connue pour se produire si
la carence oxydative est forte en hémolyse. L'enzyme G6PD A- a un phénotype de classe
111 selon la classification de I'OMS, conférant un déficit enzymatique modéré entre 10% et
60% d'activité.

* Le variant G6PD A- différe du variant G6PD A par une deuxieme mutation, et il existe
trois types de mutations :

13
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- La Substitution en position G—A 202 a entrainé un mutation faux-sens au niveau de
I’acide aminé 68 (Val par Met).

- La Substitution G—T en position 680 entraine une mutation faux-sens au niveau de 1’acide
aminé 227(Arg par leu).

-La substitution T—C en position 968 a entrainé une mutation faux-sens 1’acide aminé
323(Leu par pro).

* La variante méditerranéenne est un changement de C a T en position 563 dans I'exon 6,
entrainant un changement d'acide aminé Ser en Phe en position 188. Cela se traduit par une
activité enzymatique résiduelle inférieure a 10% et est associée a une anémie hémolytique
aigué, d’ou la classification de classe Il de ’OMS. Le variant méditerranéen a une plus
grande affinité pour le G6P que le G6PD B de type sauvage et une thermo stabilité réduite.
[4] (Ainoune et Boufermel, 2020)

[1I-2-3) Mode de transmission :

Le déficit en enzyme G6PD est un déficit enzymatique lié a I'X (en Xg28pour étre exact)
qui affecte principalement les hommes, et la maladie est transmise de maniére récessive.[2]
(HAMDEELLOU 2016)

14
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Figure 8 : modeles de transmission de déficit en G6PD [4] (Ainoune et Boufermel, 2020)

[1I-3) Association avec d'autres maladies

Le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est une maladie enzymatique
potentiellement dangereuse qui touche plus de 400 millions de personnes dans le monde.
Cette condition est liée a I'X et plus fréquente chez les Africains, les Asiatiques, les Hommes
de la Méditerranée et du Moyen-Orient. La G6PD est normalement présente dans toutes les
cellules pour la production de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH). Le
NADPH est un agent réducteur dans la biosynthése des acides gras, du cholestérol, du
désoxyribose et d'autres composés. Parallélement, le NADPH protége les cellules du stress
oxydatif. Les dommages oxydatifs aux globules rouges peuvent entrainer une hémolyse. De
plus, lorsque I'némoglobine est oxydée en méthémoglobine, sa capacité a transporter
I'oxygéne est altérée. [21] (Yu R, Chen CR, Evans D, et al ;2019)

[11-3-1) paludisme :

Il existe un lien étroit entre le déficit en G6PD et la réesistance au paludisme. Les globules
rouges déficients sont particulierement sensibles au stress oxydatif. Ce défaut prévient les
formes graves du paludisme en offrant un environnement défavorable au développement du
parasite, lui-méme trés sensible aux oxydants. La contrepartie de cet avantage est un risque
accru d’hémolyse en réponse a plusieurs agents redox. [4] (Ainoune et Boufermel, 2020)

[11-3-2) le déficit en G6PD-diabete

Le diabéte et le déficit en G6PD augmentent I'oxydation des protéines et la peroxydation
des lipides. Cependant, la combinaison de ces deux maladies a un effet additif sur I'oxydation
des protéines. D'autre part, les niveaux antioxydants de GSH n’étaient diminués qu’en
I’absence G6PD. De plus, il semble y avoir un lien génétique entre le diabete et le déficit en
G6PD, car nous avons observé une incidence plus éelevée de déficit en G6PD chez les
patients diabétiques que dans la population générale. Par conséquent, tous les diabétiques
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devraient se faire tester pour un déficit en G6PD afin d’éviter les médicaments oxydatifs qui
peuvent provoquer une hémolyse et augmenter les complications. [22] (Naif S.
Karadshehl, Nisreen A, et al ;2021)

[11-3-3) le déficit en G6PD et coronavirus

Comparés aux patients avec une G6PD normale, les patients hospitalisés avec un deficit en
G6PD et une pneumonie au COVID-19 avaient des rapports pao2/fio2 plus faibles, une
duree de ventilation mécanique plus longue et des taux d'hémoglobine plus faibles.

Le mécanisme moléeculaire par lequel le déficit en G6PD interagit avec le SRAS-COV-2 n'a
pas été déterminé, mais divers virus peuvent augmenter le stress oxydatif chez I'néte. De
plus, I’infection in vitro de fibroblastes déficients en G6PD avec le coronavirus humain
229E a entrainé une expression de géne viral presque 12 fois plus élevée, une production de
protéines virales 3 fois plus élevée et une viabilité cellulaire réduite par rapport aux résultats
obtenus avec des fibroblastes normaux. En théorie, les cellules déficientes en G6PD
pourraient étre plus vulnérables au stress oxydatif du SRAS-COV-2. [21] (Yu R, Chen
CR, Evans D, et al ;2019)

IV : Diagnostic et prévention

IV-1) diagnostic du déficit en G6PD
- Frottis de sang périphérique

- Dosage de I'enzyme G6PD

Envisager le diagnostic en cas d'hémolyse aigué, en particulier chez les hommes atteints
pour I’anémie hémolytique a anti globuline directe. L’anémie jaunisse et la réticulocytose
surviennent chez les frottis périphériques peuvent montrer des globules rouges (1 micron
de large) autour des cellules (cellule occlusales ou cellules vésiculaires) et des globules
rouges contenant des inclusions appelées corps de Heinz, qui sont des granules
d'’hémoglobine dénaturée vus au début d’un épisode hémolytique mais ne si la rate est
intacte, alors ne collez pas a cela. .[9] (Evan M. Braunstein, MD, PHD, 2020)

Un test d'activité G6PD peut étre effectué. Cependant, pendant et apres un épisode
hémolytique, le test peut donner des résultats faussement négatifs en raison de la
destruction des globules rouges plus anciens et plus déficients et de la production de
réticulocytes riches en G6PD. Par conséquent, les tests peuvent devoir étre répétés
plusieurs semaines apreés I'événement aigu. Plusieurs tests de dépistage sont disponibles, y
compris les tests au chevet ; les résultats positifs doivent étre confirmés par des tests
quantitatifs.[9] (Evan M. Braunstein, MD, PHD, 2020)

IV-2) Prévention

L'aspect le plus important de la gestion du soja et des médicaments consiste a éviter les
déclencheurs qui conduisent a I'hémolyse. Dans la plupart des cas, I'némolyse
médicamenteuse peut étre prévenue en choisissant un autre médicament.

Le dépistage néonatal et I'éducation a la santé réduisent considérablement les taux de
complications cliniques
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Les méres allaitantes d’enfants présentant ou suspectant un déficit en G6PD doivent
éviter tout traitement ou aliment susceptible de les exposer a un risque d’hémolyse. Et pour
les femmes enceintes hétérozygotes ou les femmes enceintes ayant des enfants
diagnostiqués avec un déficit en G6PD, les interdictions et précautions de cette norme
s’appliquent par mesure de précaution car le foetus peut présenter un déficit en G6PD. [9]
(Evan M. Braunstein, MD, PHD, 2020)
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V : Etude bio-informatique
V.1/ Historique :

La bio-informatique est constituée par I’ensemble des concepts et des techniques nécessaires
a D’interprétation informatique de 1’information biologique. Plusieurs champs d’application
ou sous-disciplines de la bio-informatique se sont constitués :

- La bio-informatique des séquences, qui traite de 1’analyse de données issues de
I’information génétique contenue dans la séquence de I’ADN ou dans celle des
protéines qu’il code.

- Labio-informatique structurale, qui traite de la reconstruction, de la prédiction ou de
I’analyse de la structure 3D ou du repliement des macromolécules biologiques
(protéines, acides nucléiques) au moyen d’outils informatiques.

- La bio-informatique des réseaux, qui s’intéresse aux interactions entre geénes,
protéines, cellules, organismes, en essayant d’analyser et de modéliser les
comportements collectifs d’ensembles de briques élémentaires du vivant.

- Labio-informatique statistique et la bio-informatique des populations.

Pour ce nouveau domaine scientifique , tout a vraiment commencé dans les laboratoires
publics au milieu des années 1980, lorsque le laboratoire européen de biologie moléculaire
(EMBL : European Molecular Biologie Laboratoy) et la département américain de la santé
(NIH : national Institue of Health) ont créé les banques de données EMBL et GENBANK
pour répertorier les séquences d’ADN découvert par les biologistes, quatre ans plus tard ,
une nouvelle banque généralisé est apparue PIR (Protéine Information Ressource) en USA
et SWISS Prot (constituée a I’université de Genéve a partir de 1986)

En 1985, création d’un programme d’alignement local de séquences " FASTA"

En 1990, programme d’alignement local de séquences” BLAST " [23] (DJIDJELI Imene
.2019)

Vv.2/ Description de quelques outils bio-informatiques utilisés dans les
recherches biomédicales :

Les variations de séquences au niveau des génes sont le plus souvent responsables de
troubles fonctionnels des protéines concernées menant a [’apparition de nombreuses
maladies.

Ces variations peuvent se produire aussi bien au niveau des régions géniques codantes
(exons), qu’au niveau des introns et de ce fait avoir un effet sur le processus d’épissage
alternatif, ce qui se traduit par diverses consequences sur la structure et/ou la fonction de la
protéine.

L’¢étude in silico permet une meilleure compréhension de 1’effet et de I’impact de différentes
mutations sur le dysfonctionnement de la protéine.

De nombreux logiciels et base de données sont été développés afin de prédire les différents
effets et impacts de ces mutations déléteres. [23] (DJIDJELI Iméne .2019)
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Matériels et méthodes :

Notre étude a éte réalisée a universitt SAAD DAHLEB BLIDA-1 dans le cadre de la
préparation du projet de fin d’étude intitulé « étude in silico et du déficit en glucose-6-
phosphate déshydrogénase » menée sur une période de cing mois, allant du mois de Mars
2022 au mois Juillet 2022.

1.Matériels :

Cette étude est réalisée grace a :

Matériel non biologique :

- Un pc

- Une connexion internet et des outils bio-informatiques
Matériel biologique :

Tableau V : Les sequences étudiées par les outils bio-informatiques utilisés

Séquence Position Numéro d’accession sur NCBI | Variants ID sur NCBI
nucléiques
Gene 154 531 391...154 546 846 | NG_009015.2 _ 2539
G6PD
ARNmM 154 531 390...154 547 018 | NM_000402.4 1 _
G6PD

154,531,391...154,547,569 | NM_001042351.3 2

154 531 391...154 546 846 | NM_001360016.2 3 -
Exon 3 47..84 DQ832765.1 _
Exon 4 180..288 DQ832765.1 ¢.195G >T a
Exon 5 1..218 DQ839546.1 c.186C>T
Exon 7 43..168 DQ832761.1 _
Exon8 227..364 M23423.1 c.256 — dél G
Exon 13 | 237..326 DQ832763.1 c.286A>G -

*GenBank :
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La base de données de sequences génetiques du NIH, une collection annotée de
toutes les séquences d'ADN accessibles au public. GenBank fait partie de
I'International Nucléotide Séquence Data base Collaboration, qui comprend la DNA
DataBank of Japan (DDBJ), le Laboratoire européen de biologie moléculaire
(EMBL) et GenBank du NCBI. Ces trois organisations échangent quotidiennement
des données. GenBank se compose de plusieurs divisions, dont la plupart sont
accessibles via la base de données Nucléotide. (Définition de NCBI)

*BLAST :

Outils bio-informatique utilisé afin de détecter des mutations qui peuvent affecter la
séquence requéte par l’alignement entre cette derniére et des autres séquences
nucléiques proposées par NCBI.

*DDBJ : Data Base of Japan une base de données utilisée pour extraire les séquences
Nucléotidiques mutées surtout dans les cas de cancer.

*UCSC : base de données qui donne le nombre des exons et des introns et leur
organisation dans le géne d’intérét

*Swiss model : base de données protéiques qui modélise la structure des protéines a
I’aide des informations évolutives (séquences peptidiques/ protéine complete)

*Ensemble : base de données responsable sur I’extraction des séquences consensus
d’un gene étudié.

2.Méthodes :

2.1 principe et modeopératoire de GenBank :

On entre a la page d’accueil du plat- forme NCBI ou on trouve des différents outils
et bases de données, en choisissant « Nucléotide » parmi ces outils(1) et en écrivant
la séquence qu’on veut étudier dans la barre de recherche (2) , la recherche sera
commenceée une fois on clique sur « chercher » (3).
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Nucléotide ’Nucléo{lde V|NM_000402.4|+ - ‘W
Avancé Aider

CAr,; G Nucléotide

La base de données Nucleotide est une collection de séquences provenant de plusieurs sources, notamment
GenBank, RefSeq, TPA et PDB. Les données sur les séquences de génomes, de génes et de franscrits constituent la

base de la recherche et de la découverte biomédicales.

Utilisation de nucléotides Outils de nucléotides Autres ressources

Guide de démarrage rapide Soumettre a GenBank Accueil GenBank

FAQ Lien sortant Accueil RefSeq

Aider E-Utilitaires Géne Accueil

GenBank FTP EXPLOSION Accueil SRA

RefSeq FTP Lot Entrez INSDC

Vous étes ici : NCBI = ADN & ARN > Base de données de nucléotides Centre de soutien

SUIVRE NCBI

Figure 9 : utilisation de GenBank (https://www.ncbi.nlm.gov/)

2.1.A Téléchargement des séquences :

Les résultats obtenus sont sous forme d’un tableau de bord qui contient des
informations sur la séquence d’intérét, la fonction « FASTA » est trouvée en haut a
gauche de la page affichée ou on peut télécharger le format Fasta, utilisable sur
ordinateur.
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Nucléotide Nucéoiide v/

i

Avancé

GenBanque »

Homo sapiens glucose-6-phosphate déshydrogénase ( G6PD ), variante de

transcription 1, ARNm

Sequence de référence NCBI - NM_000402.4
Graphiques  FASTA|

Allerd

LOCUS NM_002402 ARNm linéaire de 2486 pb PRI 12-JUN-2022
DEFINITION Homo sapiens glucose-6-phosphate déshydrogénase (GEPD), transcrit
variante 1, ARNm.
ADHESTON H1_6eada2
VERSION Ni_gee4a2.4
HOTS CLES Réfseq.
SOURCE Home sapiens (humain)
ORGANTSHE  Homo sapiens
Eucaryote; Métazoaires ; Chordés ; Craniata ; vertébrés ; Euteleostomi ;
mammiféres ; Euthérie; Euarchontoglires; primates ; Haplorrhini;
Catarrhini ; Hominidés; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 & 2486)
AUTELRS Liang HF, Lin F, Lu 1, Chen ZX et Yang LY.
TITRE Dépistage et géne du déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase
analyse chez les donneurs de sang de la province du Guangdang
REVUE Hématologie 27 (1), 494-498 (2022)Publié
35465846
REMARQUE GeneRIF : Dépistage du déficit en glucose-G-phosphate déshydrogénase et
analyse génétique chez les donneurs de sang de la province du Guangdong.

Ajder
Modifier Ia région affichée o
Personnaliser la vue Y

Analysez cette séquence
Exécutez BLAST

Choisissez des amorces

Mettre en surbrillance les fonctionnalités de la
séquence

Trouver dans cefte séquence

Afficher dans la visionneuse de données
génomiques

A

Articles sur le géne GBPD

Variation de Iactivité dz la glucose-6-phosphate
déshydrogénase apré [PLoS Negl Trop Dis. 2027]

Dépistage du déficit en glucose-§-phosphate
déshydrogénase et analyse | [Hematologie. 2027]

Le renversement de TKTLY altere fa
surexprassion de [ déshydrc [Int ) Mol Sci. 2027]

Voir tout

Figure 10 : tableau de bord de la séquence étudiée (https://www.ncbi.nlm.gov/)

2.2 Utilisation de BLAST

Le BLAST est utilisé afin d’aligner entre différentes séquences, on utilise le
BLASTNn pour aligner les séquences nucléiques et BLASTp pour aligner les

protéines et peptides.

1- Déterminer le type de BLAST qui va servir a I’étude de la séquence d’intérét
2- Entrer le numéro d’accession ou la séquence en format FASTA

3- Déterminer quelle base de comparaison utiliser

4- Commencer 1’alignement

23


https://www.ncbi.nlm.gov/

Chapitre 11 Matériels et méthodes

X a - v + X Nucleotide BLAST : rechercherd. & | X M23423 @ | X ARSA|DDBI | Résultatde la rect 2,
& O % % & @ Dblastncbinim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE NM_0 ATABASE=nr&MEGABLAS a8 09 EN

wysll Loy « Déficit en G6PD, tra.. [B)  Ne: €@ YouTube @ No ps B YouTube @B Gmail G
BLAST® - »superbe suite Maison Résultats récents  Stratégies enregistrées  Aider

Nucleotide BLAST standard

blastp blastx tblastn tblastx
Les programmes BLASTN recherchent des bases de données de nuciéotides & Iaide d'une requéte de nuciéotides. Suite... Réinitialiser 1a page

Entrer la séquence de requéte

Entrez le(s) numgro(s) d . gi(s) ou séquence(s) FASTA @ pégager Sous-plage de requéte@
e g N —

Al

Ou téléchargez le Gl iz @il desi g (2]
fichier = gl

Titre d'emploi

Entrez un titre descriptif pour votre recherche BLAST @

_| Aligner deux séquences ou plus @

Choisissez I'ensemble de recherche

Base de données | (@ Bases de données standard (nr etc): () Bases de données ARNITS (O Bases nnées génomique + transcription () Bétacoronavirus
|_Collection de nucléotides (nr/nt)
Facultatif ‘ | : exclure Ajouter un organisme

Saisissez le nom usuel, le bindme ou le numéro didentification fiscale de lorganisme. Seuls 20 taxons supérieurs seront affichés
Exclure __J Modéles (XM/XP)|_] Sé d'échantilions non ct
Facultatit
ﬂp Taper ici pour rechercher Y i ) B ; . W 27°C Edairdes ~ & ®m &) Z
Sélection du programme

Optimiser pour @ séquences trés similaires (mégablaste)
_) Séquences plus dissemblables (mégablaste discontinu)
O Séquences quelque peu similaires (blastn)

Chms\ssez| n algorithme BLAST
mgnercher base de ées Ci ion de éoti (nr/nt) en utilisant (op pour des sé trés ilaires)
|| Afficher les résultats dans une nouvelle fenétre

Figure 11 : Utilisation du BLAST sur la plateforme NCBI.
(Https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

2.3 Utilisation d’ORF Finder
Open Frame Read est utilisé afin d’obtenir les cadres de lecture de la séquence étudiée.

1- Insére la séquence

2- Choisir de commencer avec tous les codants

3- Chercher les ORFs dans le sens direct / indirecte dans les cadres de lecture
disponibles

4- Choisir les codants qui sont longs

5- Choisir du code genétique standard

6- Commencer la recherche
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S M S Suite de manipulation de séquence :
Recherche ORF

Conversion de formals . ORF Finder recherche les cadres de lecture ouverts (ORF) dans la séquence G'ADN que vous entrez. Le programme renvoie a plage de chaque ORF, ainsi que sa traduction
EVBL) FASTA protéique. Utilisez ORF Finder pour rechercher dans FADN nouvelliement séquencé des segments potentiels d'encodage de protéines. ORF Finder prend en charge Iensembh
-EVBL Fonture Extacier I'aiphabet IUPAC et plusieurs codes génétiques.

f\!!Loz‘l Extractor

Filer

Liter Proten Collez e texte dans 1a zone de texte ci-di La limite de saisie est de 100 000 000 caractéres

Gangank 10 FASTA

GudvkFanseEmer | S3mple sequence
ﬁ?,‘_’;:’” o 8CBBCB8E8CEECEBCBEBECEBCBBBEBBCEECBECHECBECBECBECBECEECBEC
" A 8<88¢BBCBBCEBCRBCBBCEECRECEOD

Gamme Extractor ONA
«Range Extractor Proten
Reverse Complemant

~Spit Codors

St FASTA

Tros dua

Adn exdracies de

fenitre Proséne exracteur de
fanite

Analyse de séquence

umettre || Effacer || Reset |

« Les ORF peuvent commencer par \n’nmpone quel codon v%" g %

« Recherche d'ORF dans le cadre de lecture | 1 {1 visurle[diect v|vrin

<Track Sus codons Usissson
e € Ne renvoie que les ORF qui sont au moins y 30 ‘iongs cogons
?p’fﬂ modcdlare de ADN » Utilisez le [norme (1) v | code gépétique I l

Recharche ce
PR hON Sl «Cotte page nécessile Javascript Voir 12 compatiilté du navigateud

TADN *Vous pouvez refiéter cette page ou futiliser hors ligne .
Protére de recherche foue +
ident et Sm AUt Rev Trans «
Mute pocr a Sigesten « nouvelle fenétre | accueil | citation
Odtectewr o ORF Codons n 003859 202

Saigramant i paies -
Algherat 07 pares ADN -
Parwise Akgn Proten PCR
Primer Stats -PCR Products «
Protein GRAVY «Protein
Isceigctrie Pont Proten
Molsddar Wegt -Proten
Fasen Find Protein Suts -
Restreton Dgest Restriction
Summary Reverse Transiate «
Transiste

Figure 12: Utilisation d’ORF Finder. (Https://annotathon.org/sms2/orf_find.html)
2.4 Utilisation de swiss model

1- Aller dans la page d’accueil de swiss model

2- Entrer le numéro d’accession ou la séquence protéique

3- Commencer la recherche sur les modeéles disponibles

La modélisation Dépdt Outils Documentation Connexion Créer un com

Démarrer un nouveau projet de modélisatione

Séquence(s) collez votre cu vos s cibles ou UniProtxaglc | Entrées prises en charge®
cible(s) - P

(le format doit étre FASTA, Séquence(s) v
Clustal,
chaine simple ou un AC Alignement cible-modéle | ~

UniProtkB valide)
4 Modéle utilisateur -

=+Télécharger le fichier de séquence cible... Bvalider

Projet DeepView -
Projet sans titre
Optionnel

Titre du projet:

E-mail:

Rechercher des modéles Modéle de construction

En utilisant le serveur SWISS-MODEL, vous vous engagez a respecter les conditions d'utiiisation suivantes et a citer les articles correspondants

Vous n'étes actuellement pas connecté - pour profiter de I'espace de travail, veuillez vous connecter ou créer un compte
(Il n'est pas nécessaire de créer un compte pour utiliser n'importe quelle partie de SWISS-MODEL. mals vous aurez I'avantage de voir une liste de vos projets de modélisation précédents ici)

Projets de modélisation en session

Projet sans titre & Créé : hier

Figure 13 : Utilisation du swiss model. (Https://swissmodel.expasy.org/)
2.5 Utilisation de UCSC

1- Aller a la page d’accueil d’UCSC et choisir interaction génétique

25



Chapitre 11 Matériels et méthodes

2- Entrer le nom du géne d’intérét
3- Cliquer sur masquer les résultats non liés au géne d’une fagon directe

4-Déterminer le nombre des molécules qui on veut I’obtenir

SANTH CRUL Sensmics 5 Q Navigateur de génome

(a) Génomes igateur de génome Outils Téléchargements Mes données Projets Aider A propos de nous

N ot

- ils
PCRinsilico
Navigateur de tableaux tur de génome
de maniére interactive les données génomiques
LiftOver
he COVID-19
Trieur de génes navigateur du génome SARS-CaoV-2 et explorez les ensembles

y . " is sur les coronavirus
Intégrateur d'annotations

de variantes
7 % didement les séquences sur e génome
Intégrateur de données
= h sur de tableaux
Graphiques dii génome #r des données 3 partir de la base de données Genome
Interactions génétiques
eur d'annotations de variantes

Autres outils s i . .
is prédictions d'effet fonctionnel pour les appels de variantes

m [ntégrateur de données
combiner les sources de données de la base de données Genome
Browser

B Navigateur de génome dans une boite (GBiB)
exécutez le navigateur de génome sur votre ordinateur portable ou
votre serveur

® PCRinsilico
aligner rapidement les paires d'amorces PCR sur le génome

m LiftOver
convertir les coordonnées du génome entre les assemblages

Téléchargements Mes données Projets Aider A propos de nous

Ir i et voies génétiques a partir de bases de données organisées et d'exploration de texte °

MTOR : top 25 des génes en interaction ( chr1:11166587-11322608 )

Passez la souris sur ou cliquez sur les génes ou les lignées pour plus de détails. Les lignes pointillées indiquent les interactions sans prise en charge de I'exploration de texte. Cliquez sur n'importe quel géne |
en faire le nouveau centre. Cliquez sur n'importe quelle ligne pour afficher les détails de l'interaction. Seuls les génes interagissant avec MTOR et seules les interactions les plus mentionnées/les plus organisé
sont présentées dans le graphique. Voir la page d'aide pour plus de détails.

Géne: ‘ G6PD, D'ACCORD ‘ \ Afficher toutes les interactions, méme la prise en charge de l'exploration de texte v \ O Masquer les intefactions non-MTOR  Afficher le haut Génes sur le graphiqt
0 B np B RAD50 les génes v Télécharg

Figure 14 : Utilisation de UCSC. (Https://genome.ucsc.edu/)
1.6 Utilisation de GenCards

Entrer le nom du géne d’intérét dans la barre de recherche afin de trouver ou le géne
de G6PD est exprimé et pour comparer entre les taux d’expression dans les tissus
trouves.
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»
=]
¥
b+
iz
)

genecards.org/genecarna @ X
O ‘YouTube @ Nowwelonglet @  Maps B? YouTube @B Gmail &

© GeneCardsSuile ~ Cartes génstiques Cattesmala  Cartes Chemin  EluduVar A Géne AlaCart  Génes comme moi -

Gratuit pour k

Mots clés +
Maison = Modedemploi | Outilsd'analysew ~ Notesdeversion | Aproposde™ |  Accés aux données Mes génes Se connecter /
S'inscrire

la base de données des ARNnc humains ‘<> GeneCardsSuite

GeneCaRNA est une base de données interrogeable et intégrative qui fournit des informations Analyse NGS

complétes et conviviales sur tous les génes humains 8 ARN non codant (ARNnc). GeneCaRNA

hérite ses capacités du cadre GeneCards dans lequel il est intégré. L'infrastructure GeneCards

comprend plus de 150 sources de données extraites automatiquement ; un grand nombre

d’entre eux contribuent aux annotations d’ARNnc.

. Bases de données affiliées
Barshir et al, GeneCaRNA : une base de données compléte centrée sur les génes d'ARN non codants humains dans la

suite GeneCards , Journal of Malecular Biology (2021), Computational Resources for Malecular Biology Special Issue -
[PDF]

Explorer un géne ARNnc

Nous utilisons des cookies pour nous assurer que nous vous offrons la meilleure expérience sur notre site Web. Pour en savoir plus, veuillez consulter notre Politique de confidentialité  [EEaear

Figure 15 : Utilisation du GeneCards. (Https://www.genecards.org/)

1.7 Utilisation d’Ensembl

Déterminer 1’espéce au quel on veut étudier notre gene en écrivant le nom de ce
dernier, dans notre cas le géne de G6PD.

bl allay « Déficit en G6PD, tra... ) Mew cases of Gluco.. [} Glucose-6-Phospha... B)  Fyn specifically Reg... ) @B ‘YouTube @B MNouvelonglet @ Maps BY YouTube BB Gmail G

S'identifier S'enregistrer

BLAST/BLAT | VEP | Outils | BioMart | Téléchargements | Aide et documentation | Blog &) - Search all species...

Ensembl est un navigateur de génomes pour les génomes de

Qutils Bio Mart > BLAST/BLAT > Prédicteur d'effet de vertébrés qui soutient la recherche en génomique comparative,
variante > évolution, variation de séquence et régulation transcriptionnelle
Tous les outils Exportez des ensembles de Recherchez dans nos génomes L'ensemble annote les génes, calcule plusieurs alignements, prédit la
données personnalisés depuis votre séquence dADN ou de Analysez vos propres variants et lnns:linr’ de régu\glinn et collecte des dnnr}ées surles malladies Les
Ensembl avec cet outil dexploration  protéine prédisez les conséquences outls dEnsembl incluent BLAST, BLAT, BioMart et le Variant Effect
de données fonctionnelles des variants connus Predictor (VEP) pour toutes les espéces prises en charge
etinconnus

Ensemble version 106 (avril 2022)

® Nouvelles données AlphaFoldDB pour lhemme, la souris et le
poisson zébre

Chercher # Mise a jour des données de fréquence des alléles de gnomAD 3.1

. . r i i -en-
Humain | pour Mouveaux assemblages pour Saumon atlantique, Truite arc-en

ciel, Bar européen et Carpe
G6FD

Plus d'informations & sur les sorties sur notre blog
par exemple BRCA2 ou rat 5:62797383-63627669 ou rs699 ou maladie coronarienne

Ensemble a ration rapide

Nouveaux assemblages avec annotation des génes et des

Tous les génomes Génomes préférés s protéines toutes les deux semaines
- Sél sce - v W Humain Rewparqua I‘Z'S‘lespe?es qui ex\smnlc‘!e]a sur ce site .
¢ B Grenspis cantinueront d'étre mises & jour avec la gamme compléte
d'annotations

Figure 16 : Utilisation d’Ensembl. (Https://www.ensembl.org/)
2.8 Utilisation de OMIM

On insére le nom de notre géne dans la barre de recherche afin de commencer de
chercher sur des phénotypes liés a notre gene G6PD.

27



Chapitre 11 Matériels et méthodes

YEARS

Human Genetics Knowledge
for the World

OMIM® -

Un catalogue en ligne des génes humains et des maladies génétiques

Mis a jour le Ter juillet 2022

G6PD Q

Recherche avancée : OMIM , Synopsis cliniques , Carte des génes
Besoin d'aide? : Exemples de recherches , Aide & la recherche OMIM , [T utariels vidéo OMIM

Site miroir : https://mirror.omim.org

OMIM est soutenu par une subvention du NHGRI, des frais de licence et de généreuses contributions de personnes comme vous
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1. Reésultats des outils Bioinformatiques utilisés

1.1Les résultats de GenBank

On obtient le géne d’intérét séquencé sous forme FASTA et on observe quelques
informations sur le géne si on clique sur GenBank parmis ces informations on a le numéro
d’accession, 1D du gene, le type du variant et la position de la séquence étudiée (mentionné

dans le tableau)

FASTA~

Homo sapiens glucose-6-phosphate deshydrogénase ( G6PD ), variante de

transcription 1, ARNm

Séquence de référence NCBI - NM_000402.4
Graphiques  GenBank

> NN A0402.4 Homo sapiens glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD), variante de

transcription 1, ARNm
AGAGGECAGOGOCTORCCTRAGATGCACGCACACCTRCCCTCRCCCCRCCCCACCCaCACGARRGGTAATE
CCaAGRCCCCOCCCGCACACCTCOOCTRAGRCGOATCCGLTCAGCCARGCGCCCRCCCCCaCCCClt
CCOATTAAATGOGCCGCAGGGCTCAGLCCCCORARACOATCATACACTTCGOGGCTRCOAGCAC0GAGGE
GCGACGACGACOAAGCGCAGACAGCATCATROCAGAGCAGOT GOCCTGAGCCAGACCCAGATETRCAAE
ATCCTGCGGRAAGAGCTTTTCCAGOBCEATRCCTTCCATCAGTCGGATACACACATATTCATCATCATAE
GTGCATCGOATOACCTORCCAGAAGAAGATCTACCCCACCATCTGATGGCTGTTCCAOEATARCCTTCT
GCCCOARAACACCTTCATCOTGRGCTATGCCCATTCCCGCCTCACAGTGRCTGACATCCGCARACAGAGAT
GAGCCCTTCTTCAAGGCCACCCCAGAGRARRAGCTCAAGCTAGAGRACTTCTTTACCCGCAALTCCTATG
TGGCTGGCCAGTACGATRATGCAGCCTCCTACCAGCQCCTCAACAGCCACATGAATGCCCTCCACCTGAE
OTCACAGGCCAACCOOCTCTTCTACCTROCCTTACCCCCRACCATCTACRAGOCCATCACCARGAACATT
CACGAGTCCTGCATGAGCCAGATACGCTORAACCGCATCATCATOAAGAARCCCTTCRAGAGRRACCTAL
AGAGCTCTRACCRRCTTRTCCAACCACATCTCCTCCCTGTTCCATRARGACCAGATCTACCACATCRACCA
CTACCTGG0CAAGRAGATAGTACAGAAC CTCATRATRCTGABATTTGLCAACAGGATCTTCRRCCCCATL
TOGAACC00ACAACATCACCTRCGTTATCCTCACCTTCAAGRAGCCCTTTGGCACTGARGOTCACGAAG
QCTATTTCOATGAATTTOAGATCATCCOGRACATGATRCAGAACCACCTACTGLAGATGCTTATCTGAT
GCCATAG0AAGCCCOCCTCCACCAACT CAGATRACGTCCATRATGAGAAGATCAAROTATTRARATAE
ATCTCAGAGGTGCAGECCAACAATGTGCCTROGCCAGTACOTROGGAACCCCAATARAGAGEACRARE
(CACCAAAGGGOTACCTOACGACCCCACROTRCCCCACAGATCCACCACCRCCACTTTTRCAGCCETCRT
CCTCTATGTGGAGAAT GAGAGGT GRGAT GAGATGCCCTTCATCCTRCACTRCAGCAAGOCCCTRAACAG
(GCAAGGCCGAGOTRAGGCTGCAGTTCCATBATATBACCGACGACATCTTCCACCAGCAGTGLAAGCGCA
ACGAGCTGOTGATCCGCATGCAGCCCAACRAGGCCOTATACACCAAAGATGATGACCAAGAAGCCRGGCAT
GTTCTTCAACCCCGAGGAGTCGEAGCTGRACCTRACCTACGACAACAGATACAAGAACGTGAAGCTCCCT
GACGCCTATGAGCGCCTCATCCTOOACATCTTCTGCORGAGCCAGATGCACTTCATGIGCAGLGACGAGC
TCCOTGAGGCCTORCGTATTTTCACCCCACTGCTGCACCAGATTEAGCTRAAGAAGCCCAAGLCCATCCC
CTATATTTATGOCAGCCRAGRCCCCCAC GRAGRCAGACGAGTOATGAAGAGAGTGRGT TTCCAGTATTRAG

Madifier [a région affichéa v
Personnaliser [a vue Y
Analysez cette sequence &
Exécutez BLAST

Choiskssez des amorces

WMetire en surbrllance les fonctionnalités de la
séquence

Afficher dans |a visionneuse de données
génamiques

"y

Articles sur le géne GEPD

Variation dz [‘activité de [ glucose-b-phosphate
téshydrogénasa apré [PLoS Negl Trop Dis. 2027

Dépistage du déficit en glucose-5-phosphate
téshydrogénase et analyse | [Hématologie. 2027

Le renversement de TKTL1 altéra [a
surexpression dg la déshydre [Int J Mol Sci. 2022

Voir fout

&

Informations sur Ia séquence de
référence

Epissage atiemat RefSeq
Voir 3 variants dépissage de séquence JARNMm

to- APON

Figure 18 : séquence d’ARNmM du géne G6PD sous forme FASTA

(https://www.ncbi.nlm.gov/)

Sachant que la séquence d’ARNm contient la Thymine a la place de I’Uracile

2.2-Les résultats du BLAST

Tableau VI : Les résultats du BLASTn (Https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
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Requéte 299 (CCCGCCCAGGAGCCCGAGGGACAGCCCAGAGGAGGLGTGECCACGLTGCCAGCGRAAGTG 358

i CCCCCCLEECCLLEEEEEET DL LEEEEED TEETETEL
Sbict 5383 CCCCGLCCAGGAGCCGAGRGACAGCCCAGAGGAGECETEGCCACGCTECCEGCEGAAGTE 5362

Requéte 359 GAGCCCTCCG-GAGCGCGCGA ggccgocgggacagge aaccggacagtaggggeg 417

) T AN

Sbjct 5363 GAGCCCTCCGCGAGCGCGLEAGECCOCCEGEECAGGCGEGEAAACCGEACAGTAGGRGCE 5422

lequéte 418 gocgggccggcgatggggatecgega GCACTACGCGGAGCTGCACCCGTGCCCGCCGG 477
T Vi

Sbjct 5423 GGGCCGGGLCGGLGATEGAGATECGEGAGCACTACGLAGAGCTRCACCCGTGLCCGLCGE 5482

tequéte 478 AATTGGGGATGCAGAGCAGCGECAGCGEGTATGRCAGGCAGCCGGCGGERCCGECCTCCAG 537
LLCCCCLEEECLEEEL P EEEE L LEEEEED TEETTELLT

g gc 597

C

Shjct 5483 AATTGGEGATGCAGAGCAGCGGCAGCGGGTATGGCAGRCAGCCGECGEGCCGECCTCCAG 5542
%C

i [CLLLLEEEEEEEEE LT L LLLELLETL L] |

Shjct 5543 CGCAGGTGCCCGAGAGGCAGGEECTGGCCTGEEATGLECECECACT cc

BOSRTILE 11 TELC1 ) TR T AT

Shjct 5603 CCCGCCCGCACGAGGRGTAETGECCEAGECCCCGCCCCGCACGLCTCACCTGAGGT

lequéte 538 (GCAGGTGCCCGAGAGGCAGGEGCTGGCCTGGRATG cpcgcgcacctgccctogocce
’ N
TGCCCTCRCCCCGC 5602

cgggt 657
i

|

GGT 5662

lequéte 658 ccgotcagoccagpegoccgoccccgeccccgocg ATTAAATGGECCGGCGGGGCTCAGC 717
T

CLLTEELCTTLETTITTTEL LTI L LT

Sbjct 5663 CCGCTCAGCCCAGGCGCCCGCCCCCGCCCCCGCCGATTAAATGRGCCGGLGGAGCTCAGC 5722

Requéte 718 CCCCGGAAACGGTCGTACACTTCGGGGCTGCGAGCGLGGAGGRCGACGACGACGAAGLGL 777

Sbjct 5723 CCCCGGAAACGGTCGTACACTTCGGGGLTGCGAGCGLAGAGGGLGACGACGACGAAGCGL 5782

Requéte 778 AGGTAACCGGCCGGGCGGEGCCGCECABGCGGAGGAGCGTACTGTCCCGCGCTGCGCCG 837

Sbjct 5783 AGGTAACCGRCCGGALGGACCCECGLAGLCGEAGGAGCGTACTATCCCGCGCTGCGLCG 5842

lequéte 838 CCGGCGGTAAAATACACGCTGTTTGTTGTGCTT--GAACCGAGCAGAATCGAGAGGGTC 895

Sbjct 5843 CCGECGGTAAAATACACGCTGTTTGTTGTGCTTGAACCGAGCAGAATCGAGAGGGTC 5982

Résultat d’alignement
entre la requéte et les
séquences proposées
par NCBI

Query : la séquence
d’intérét

Subject : la séquence
trouvée dans la base de
données.

Les caractéristiques
d’alignement (score,
longueur, identité, et les

gaps
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2.3 Les résultats de SWISS MODEL
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MET 496 A CE (Modéle 01’
Confiance : 0,92

f=2 Remplissage d'espace [ o P > - =

Figure 19 : 1er model de structure 3D de la G6PD (Https://swissmodel.expasy.org/)
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Remplissage d'espace =

Figure 20 : 2°™ modele 3D de la G6PD. (Https://swissmodel.expasy.org/)

THR 334 A (6vaq.1. A)

Figure 21 : 3éme modele de la structure 3D du G6PD (Https://swissmodel.expasy.org/)
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__MODELE SUISSE

La modélisation Dépét Outils Documentation Connexion Créer un compte

i= Tous les projets

G6PD_HUMAN P11413 Glucose-6-phosphate 1-déshydrogénase créé: avjourdhui a 05:30

Sommaire Modeles G Des modéles 8 Données du projet~

Résultats du modelee

Commandé par:| GMQE v

NAP 1 C4A

Modéle 07 v

; Evaluation de Ia structure
=0
Oligo-Etat @ (57
Monomére
—

Figure 22 : 4°m¢ modgle de la structure 3D du G6PD (Https://swissmodel.expasy.org/)
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Aider Exemples ~

ASN 414 A C
Confiance : 0.41

Figure 23 : le domaine de liaison aux certaines molécules sur la G6PD
(Https://swissmodel.expasy.org/)
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2.4 Résultats de UCSC

On obtient les molécules qui interagissent avec le géne d’intérét le G6PD, et en cliquant sur
chaque molécule les effets de chaque molécule seront affichés ce que nous permet de
comprendre bien d’ou vient le déficit en G6PD, s’il y a une diminution d’expression au
niveau des activateurs ou une surexpression des inhibiteurs de G6PD ce qui est compté parmi
les causes principales du favisme.

@ @ « Annoter les génes ~ Téléchar
@ G6PD )
\
\ >
D -
A)
A}
A}
A)
A

Figure 24 : les protéines qui régulent la G6PD (Https://genome.ucsc.edu/)
2.5 Les resultats de Gen Cards

On obtient les différents niveaux cellulaires et cytogénétiques d’expression du géne G6PD
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Allera Ia Alias Troubles Domaines Drogues Expression Fonction Génomique Localisation Orthologues
section Paralogues Parcours Des produits Protéines Ouvrages Sources Résumés Transcriptions Variantes

Aucune donnée disponible pour les éléments fonctionnels NCBI, les génes ciblés par le facteur de transcription et la transcription HOMER pour le géne GEPD

Localisation du géne G6PD (2]
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Figure 25 : Les différents niveaux d’expression du G6PD (Https://www.genecards.org/)

2.6 Les résultats d’Ensembl

On obtient des différentes séquences consensus du gene G6PD aussi bien le nombre des
introns qui est égale a 12 et qui n’est pas mentionné dans les autres bases de données
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Figure 26 : les séquences consensus du gene G6PD (Https://www.ensembl.org/)
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Figure 27 : détermination des exons et des introns du Géne
G6PD(Https://www.ensembl.org/)
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2.7 Les résultats de OMIM
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Figure 28 : représentation graphique linéaire de la relation phénotype génotype de
la G6PD(Https://www.omim.org/)
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3. Analyse de la mutation ¢.186C>T au niveau de I’exon 5

3.1 par BLAST

Cette mutation survient par le changement d’une thymine vers une cytosine en position 186
(transition)

Score Attendre Identités Lacunes Brin

798 bits(432) 0.0 432/432(100%) 0/432(0%) Plus/Plus

Requéte 1 GACGGGGACACTGACTTCTGAGGGCACCCTCCCTGGACCTCCAGGGAAGACCCTCCACTC 690

PEREUER R R R R R R R R e renrnettl
Sbjct 1 GACGGGGACACTGACTTCTGAGGGCACCCTCCCTGGACCTCCAGGGAAGACCCTCCCACTC 60

Requéte 61 CCCTGGGGCAGAACACACACGGACTCAAAGAGAGGGGCTGACATCTGTCTGTG TGYC YGT 120

IIIIIIIIIIIIlllllllllllllllllllll|IIIIIIIIIIII ILELLeenl
Sbjct 61 CCCTGGGGCAGAACACACACGGACTC GGGC GACATCTGTCTGTGTGTCTGT 120

Requéte 121 CTGTCCGTGTCTCCCAGGCCACCCCAGAGGAGAAGCTCAAGCTGGAGGACTTCTTTGLCCC 180

LELRLR R R R Rt e Lttt
Sbjct 121 CTGTCCOGTGTCTCCCAGGCCACCCCAGAGGAGAAGC TCAAGC TGGAGGACTTCTTTGCCC 180

Requéte 181 GCAACTCCTATGTGCTGGCCAGTACGATGATGCAGCCTCCTACCAGCGCCTCAACAGCC 240

PELLUER R R R R R Rty tntnttdg
Sbjct 181 GCAACTCCTATGTGCTGGCCAGTACGATGATGCAGCCTCCTACCAGCGCCTCAACAGCC 240

Requéte 241 ACATGAATGCCCTCCACCTGOGGTCACAGGCCAACCGCCTCTTCTACCTGGCCTTGCCCC 300

PELELE R R R R R tnpnnttl
Sbict 241 ACATGAATGCCCTCCACCTGGGOGTCACAGGCCAACCGCCTCTTCTACCTGGCCTTGCCCC 209

Requéte 301 CGACCOGTCTACAAGGCCGTCACCAAGAACATTCACGAGTCCTGCATGAGCCAGATGTAAG 3690

FELLLER R R Rttt Lttt
Sbjct 301 CGACCGTCTACAAGGCCGTCACCAAGAAC ACGAGTCCTGCATGAGCCAGATGTAAG 260

ATTC
Requéte 361 GCTTGCLGTTGCCCTCCCTTCCCGCCTG (CAGG(TGG((CAGG(AGTGCY(C(A(CA(Y( 420
Sbict 361 GCHELEGHELELTECHT TEELELETELLAELTEA LastladtoctedlAtdattc 220
Requéte 421 TATGAGCGTGTA 432
Sbict 421 TATGAG(é{é{AILBZ’

Figure 29 : la substitution de Thymine par une cytosine en position 186 sur
BLAST (Https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

la requéte
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Répartition du haut13Coups de souffle surséquences de sujets

m
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Figure 30 : Le score d’alignement sur BLAST est >200.
(Https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
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Le phénotype de cette mutation est que la protéine contient ’acide aminé GLU a la place de
LEU. En position 148.

Construire des modeies €D

Effacer 1Ia selection

=

SLU) 148 A (=0 7.1_A)

Modeles  Siructure quatemaire  Simiifude desequence  Alinement Sl

& ciole | EERRIEEERRINRNS 0l Vg 0ui ré ré ININS 0ui QRLE SENNUNLEL oS QUNNRLE Qui LNL2EIVOui KT

e —— ||
17.1. VNG Q0ui re re (NN 0ui QRLI SEMNINLEL g5 QUNNRL F Qui LUNLR 2 JVOui £t
.1 NGO WS ST LS ORI 0V

Figure 31 : L’effet du mutation ¢.186C>T sur la structure 3D de I’exon 5 dans le gene
G6PD (Https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

4. Analyse de la mutation ¢.264N>T au niveau de I’exon 4

4.1 Par BLAST

Cette mutation est un changement de N vers une thymine en position 264 au niveau de
I’exon 4 du gene G6PD.
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Plage 1 : 16349 4 16698 graphiques GenBank

Score Attendre Identités Lacunes Brin
643 bits(3438) 4e-180 3459/350(9%9%) 0/350(0%) Plus/Plus

Requéte 1 GTGTCCCCAGCCACTTCTAACCACACACCTGTTCCCTCTGCCACAGGGTGACCTGGCCAA

LLLEEEE et e e e b L e et I|||||I||I
Sbjct 16349 GTGTCCCCAGCCACTTCTAACCACACACCTGTTCCCTCTGCCACAGGGTGACCTGGCCAL 16488

Requéte 61 GAAGAAGATCTACCCCACCATCTGGTAAGTGTGTCCCACCACTGCCCCTGTGACCTCCCG 128

CELEELELE et e et e e et Ll
Sbict 16409 GAAGAAGATCTACCCCACCATCTGGTAAGTGTCCCACCACTGCCCCTGTGACCTCCCG 16468

Requéte 121 CCAGGGACAGGCCTGGTCCTGCCCTGCCCGCACTGGTTACAGCTGTGCCCTGCCCTCAGG 188

CELEEEEEE e e e e e et Lt
Sbijct 16469 CCAGGGACAGGECTGGTQ:TGCCCTGCCCGCACTGGTTAEAGETGTGCCCTGCCCTCAGG 16528

Requéte 181 TEGCTGTTCCGGGATGGCCTTCTGOCCGAAAACACCNTCATCGTGGGCTATTGCCCGTTCC 246
ittt e
Requéte 241 CGCCTCACAGTGGCTGACATCCGCAAACAGAGTGAGCCCTTCTTCAAGGTGGGTGGTGTC 208
o sean cebb AL AR LA TR o
Requéte 381 AGGGCCTCCCCCAGCCTGGTTCTGCCCTCTCTACCAGCCCCCAGCATGGT 358

COLEEREEE et ee e et
Sbjct 16649 AGGGCCTCCCCCAGCCTGGTTCTGCCCTCTCTACCAGCCCCCAGCATGGE 16698

Figure 32 : la mutation ¢.264N>T au niveau de I’exon 4 sur la plate forme NCBI
(Https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

? I | " | =

Taxonomy

Alignment Scores <40 W40-50 [O50-80 [&0-200 [ ==200 [2]

Distribution of the top 9 Blast Hits on 9 subject sequences

FOLLOW NCBI

Figure 33 : le score d’alignement entre la requéte et les autres séquences de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.gov/)

4.2 Par swiss model

Le phénotype de cette mutation est une séquence peptidique qui compte un acide aminé
déficient c’est le phe 40.
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cible [IEEEBEEIPENY - 1eVoOui INRSRLIVINré jeRKQSEPEFRVEEY
2z, 1.2 [ EEEEHEBENT eVapui IWRSRLIVIN e jeBKQSEREERM - - <
¢vad, 1.2 [ EIEBEEREN T £ JE Vg pui INRERLIVINYé jeRRQSEPERR - «

PHE 40 A (2bhS. 1_A)

Figure 34 : la position de la mutation ¢.264N>T sur la séquence peptidique de I’exon 4 du
géne G6PD (Https://swissmodel.expasy.org/)

5. Analyse de la mutation ¢.51C>A au niveau de ’exon 12

5.1 Par BLAST

Cette mutation est une substitution de la cytosine par une Adénine en position 50 dans
I’exon 12 du gene G6PD.

Plage 1 : 1 a 326 graphiques GenBank

Score Attendre Identités Lacunes Brin
603 bits(326) 6e-168 326/326(100%) 0/326(0%) Plus/Plus

Requéte 1 ETC[CTGTGTGCCJ&CCGGCETCEC.L‘I.JlGCC!TACTATGTECCETC&GCG&CG&GCTCCGTG 6@

CCCLLELCLLEEEEEEE L L L EE L LEELETLLL
Sbjct 1 CTCCCTGTETGCCACCEGCCTCCCAAGCCATACTATGTCCCCTCAGCGACGAGCTCCGTG 68

Requéte 61 AGGCCTGGCGTATTTTCACCCCACTGCTGCACCAGCTTGAGCTGGAGAAGCCCAAGCCCA 128

CCLLELELELEEEEEEEE L EE L EEEE L T EETLEL
Sbjct 61 AGGCCTGGCGTATTTTCACCCCACTGCTGCACCAGCTTGAGCTGGAGAAGCCCAAGCCCA 120

Requéte 121 TCCCCTATATTTATGGCAGGTGAGGAAAGGGTGGGGGCTGGGACAGAGCCCAGCGGGCA 180

CCLLLEELEL PR EEE L L L ELE L LTI
Sbjct 121 TCCCCTATATTTATGGCAGETGAGGAAAGGGTGGEEECTTGGEGACAGAGCCCAGCGEGCA 180

Requéte 181 GGGGCGGGGTGAGGGTGGAGCTACCTCATGCCTCTCCTCCACCCGTCACTCTCCAGCCGA 248
Shict 181 GoAALCACTEAGTOAATAL AT LA AT AR 240
Requéte 241 GGCCCCACGGAGGCAGACGAGCTGATGAAGAGAGTGGGTTTCCAGTATGAGGGCACCTAC 388
Shict 241 GUUAUMAA ARSI UMM AC 300
Requéte 301 AAGTGGGGTGAACCCCCACAAGCTCTG 326

CCCLEELEELLEEEEE LT
Sbjct 301 AAGTGGGGTGAACCCCCACAAGCTCTG 326

Figure35 : la mutation ¢.51C>A sur BLAST en position 51 au niveau de I’exon 12
(Https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)
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Scores d'alignement  [l<40 [40-50 [I50-80 [Ee0-200 =200 @

Répartition des18 meilleurs Blast Hits sur séquences thématiques

| | | | | |
1 60 120 180 240 300

Figure 36 : le score d’alignement entre la requéte (exon12) et les autres séquences sur
BLAST. (Https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

5.2 Par swiss model

Le phénotype de cette mutation est

-
friadale 01 CSLEORSFEFEP e FHMgEERAVUN
i = = [ = & =S
k. l.h | J ppacally ;] 7
Modals 01
EX-1-H
WAL 31 A (Modéle 01)
Confiance : 0,24

Figure 37 : la structure 3D de I’exon 12 mutée ¢.51 C>A du géne G6PD.
(Https://swissmodel.expasy.org/)

6. Analyse de la mutation ¢.286A>G de I’exon 13
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6.1 Par BLAST

Cette mutation est un changement d’une Adénine vers une Guanine en position 286 au
niveau de I’exon 13 sur le géne G6PD.

Plage 1: 1a 326 graphiques GenBank

Score Attendre Identités Lacunes Brin
603 bits(326) 6e-168 326/326(100%) 0/326(0%) Plus/Plus

Requéte 1 CTCCCTGTGTGCCACCGGCCTCCCAAGCCATACTATGTCCCCTCAGCGACGAGCTCCGTG 6@

FLLLLELE R L LR T nd
Sbjct 1 CTCCCTGTGTGCCACCGGCCTCCCAAGCCATACTATGTCCCCTCAGCGACGAGCTCCGTG 60

Requéte 61 AGGCCTGGCGTATTTTCACCCCACTGCTGCACCAGCTTGAGCTGGAGAAGCCCAAGCCCA 12@

PLLLCLLLL L P L L L L LR LR LT LT
Sbjct 61 AGGCCTGGCGTATTTTCACCCCACTGCTGCACCAGCTTGAGCTGGAGAAGCCCAAGCCCA 120

Requéte 121 TCCCCTATATTTATGGCAGGTGAGGAAAGGGTGGGGGLTGGGACAGAGCCCAGCGGGCA 188

PULLLLLLL L L E L L LU LR LR LTI
Sbjct 121 TCCCCTATATTTATGGCAGGTGAGGAAAGGETGGGEGCTTGGGGACAGAGCCCAGCGGGLA 180

Requéte 181 GGGGCGGGGTGAGGGTGGAGCTACCTCATGCCTCTCCTCCACCCGTCACTCTCCAGCCGA 240

FLLLCLLLEELE L EE LR LR Il
Sbjct 181 GGEGLGEGETGAGGGTGEAGCTACCTCATGCCTCTCCTCCACCCGTCACTCTCCAGCCGA 248

e A L T T T T T T >
Sbjct 241 GGCCCCACGGAGGCAGACGAGCTGATGAAGAGAGTGGGTTTCCAGTATGAGGGCACCTAC 300
Requéte 301 AAGTGGGGTGAACCCCCACAAGCTCTG 326

Sbjct 301 AAGTGGGGTGAACCCCCACAAGCTCTG 326

Figure 38 : la mutation ¢.286A>G dans I’exon 13
(Https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

Scores d'alignement i< 40 [J40-50 [50-80 [W80-200 [-= 200 (2]

Répartition des8 meilleurs Blast Hits sur8 séquences thématiques

I 1 I I 1 |
1 50 120 180 240 300

Figure 39 : Le score entre la requéte (exon13) et les autres séquences sur
BLAST (Https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)

6.2 Par Swiss model

Cette mutation est silencieuse ne provoque aucun changement dans la séquence des acides
aminés
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1 civl- | ENRSEEPENHOLELEKPKP j= P Oui je Cui g SRgP JEUNTE ELMKAVQFQOuiEgUOIKOVNBHEN <
6208.1.3] HOS9ELEKPRE e Fdui 160uig SRo PIENN ré ELMKRV g F QOui EGUONTKONNEEEN s:: Effacer la sélection

Figure 40 : la structure 3D de I’exon 13 dont la mutation est silencieuse
(Https://swissmodel.expasy.org/)
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Discussion

Notre étude est basée sur la localisation de différentes mutations au niveau de la séquence
nucléotidique a 1’aide des outils bio-informatiques. Il s’agit d’une étude rétrospective des
caractéristiques génétiques de la G6PD.

On a remarque au travers de 1’étude bio-informatique qu’il y a plusieurs types de mutations

touchants le géne G6PD qui provoquent une carence du G6PD. Dont C.186C>T au niveau
de I’exon 5 de type substitution, dans I’exon 4 la mutation ¢.264N>T consiste en un
changement de N vers une thymine en position 264 sur I’exon 4 du gene G6PD, et dans
I’exon 12 la mutation ¢.51C>A qui est la substitution de la cytosine par une Adénine en
position 50 dans I’exon 12 du gene G6PD, et dans I’exon 13, la mutation ¢.286A>G qui
est le changement d’une Adénine par une Guanine en position 286 au niveau de I’exon 13
sur le gene G6PD.

Plusieurs expériences ont été menées par plusieurs chercheurs sur des mutations affectant
G6PD :

1) L’expérience qu’a fait [25] (Edson Jiovany Bélierjerez-Naval, et al) en 2017, Sur
les 217 mutations G6PD signalées dans le monde, 19 mutations différentes été
signalées au Mexique, y compris les mutations ponctuelles G6PD A* (Asn 126Asp)
et G6PD Nefza (Leu 323 pro) conduisant a des double mutants A~ (Asn 126D* leu
32pro) caractérisé fonctionnellement et biochimiquement.

L'affinité du double mutation G6PD A" pour les deux substrats physiologiques était similaire
a celle du variant G6PD Nefza, mais inférieure a celle du variant GGPD A+. Ces résultats
suggerent qu’une seule mutation Leu — Pro 323 (G6PD Nefza) contribue principalement
a la perte d'affinité pour les deux substrats dans le double mutant G6PD A—.

2) L’expérience qu’a fait [26] (Jaewoong Lee, et al) en 2016, qui comprend les
caractéristiques génétiques et phénotypiques du déficit en G6PD chez les patients
coreens :

Chez les patients de sexe masculin présentant un déficit en G6PD, Sept mutations faux-sens
ont été identifiées comme hémizygotes. Parmi ces sept mutations, cing mutations ont été
identifiées dans notre hépital ; une nouvelle mutation (p.Cys385Gly nommée G6PD
Kangnam) et deux mutations connues (p.lle220Met [G6PD Sé&o Paulo] et p.Glu416Lys
[G6PD Tokyo]). Deux mutations connues (p.Arg387Cys [G6PD Guadalajara] [20] et
p.11e380Thr [G6PD Riley]) ont déja été rapportées par d'autres chercheurs du méme institut.
En plus de ces cing mutations, deux mutations faux-sens (p.Gly306Ser [G6PD Seoul] et
p.Pro396Arg ont également été trouvé. La mutation affecte le méme résidu (Cys385) que
G6PD Kangnam, mais entraine différents changements d'acides amines, p.Cys385Arg
(G6PD Tomah), p.Cys-385Trp (G6PD Madrid),et p.Cys385Phe (Lynwood), il a été
décrit dans différentes races.

Selon la classification de I’OMS, le patient appartient a la classe I. cette mutation est
enregistrée dans exon 10 comme ¢.1187C>G.

En ce qui concerne 1’association génotype-phénotype, la fréquence des mutations de classe
I trouvées dans I'exon 10 était significativement plus élevée en cas de déficit en G6PD que
dans les autres exons.
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3)

4)

5)

L’expérience qu’a fait [27] (Abdoul Karim Ouattaral,2*, et al) en 2017, Parmi les
trois variants déficients trouvés au Burkina Faso, les variants G-6-PD A-
(202A/376G) et Betica Selma (376G/968C) avaient un phénotype de classe 1ll,
tandis que les variants Santamaria (376G/542T) avaient la classe 11 de I'OMS. Les
phénotypes de classe 111 avec un déficit enzymatique modéré a léger conférant entre
10% et 60 % de l'activité enzymatique normale, et les phénotypes de classe 11 de
I’OMS avec une activité résiduelle en G-6-PD allant de 2% a 60% 3%. Le
phénotype de classe 111 G-6-PD est associé a une anémie hémolytique suite a un
stress oxydatif, tandis que la variante de classe Il entraine un déficit enzymatique
sévere associé a une anémie héemolytique aigué.

L’expérience qu’a fait [28] (Phonchanan Pakparnichl, et al) en 2021, Sur la base
de la structure tridimensionnelle (3D), les variantes de G6PD de classe | provoquant
un déficit enzymatique séveére telles que G6PD Bangkok (Lys275Asn), G6PD
Bangkok noi (Phe501Cys), G6PD Wisconsin (Arg393Gly) et G6PD Nashville
(Arg393His) ont des substitutions d’acides aminés regroupées au point du site de
liaison NADP+ ou pres de l'interface dimére, détruisant ainsi la stabilité structurelle
de G6PD. Les variants de classe 11, tels que G6PD Viangchan (Val291Met) et G6PD
Canton (Arg459Leu), sont associés a un déficit enzymatique sévére et affectent
également la stabilité des protéines. En général, les mutations doubles et triples
entrainent des défauts enzymatiques plus graves que les mutations simples. De plus,
la combinaison des mutations Asn126Asp (G6PD A) et Arg387His (G6PD
Guadalajara) a entrainé un déficit enzymatique sévére et une anémie hémolytique
chez un garcon hispanique atteint de G6PD Mount Sinai. La caractérisation
biochimique détaillée des variantes de la G6PD devrait fournir des informations
importantes sur la fonction enzymatique (efficacité de la production de NADPH), qui
reflete la réponse de I'enzyme au stress oxydatif.

L’expérience qu’a fait [29] (Naoki Horikoshiabc-, et al) en 2020, Les mutations
pathogenes de classe | sont le type le plus sévére, dans lequel ’activité de I’enzyme
mutée est inférieure a 10 % par rapport au type sauvage, et est associée a des
symptomes d’anémie hémolytique asphérique congénitale. La G6PD humaine
contient 515 acides aminés et possede deux sites de liaison NADP+ et un site de
liaison G6P. L'un des deux sites de liaison NADP+ immédiatement adjacent au site
de liaison G6P est dit catalytique, tandis que l'autre site plus éloigné de G6P est dit
structurel (non catalytique). La structure du mutant pathogene G6PD P396L montre
une distorsion de dimérisation et une perte de la structure obligatoire NADP+. Pour
découvrir le mécanisme moléculaire responsable de la perte de fonction du G6PD
chez les mutants de classe I, ils se sont concentrés sur la proline 396, un résidu situé
au niveau du site de liaison structurel NADP+ qui a été muté en arginine ou en leucine
dans deux mutations de classe | acide. Des changements structurels sont observés
entre les dimeres G6PDP396L et GGPDWT lorsque les monomeres supérieurs de
G6PDWT et G6PDP396L sont superposés. En raison de sa structure connue, le
NADP+ stabilise le G6PD. La mutation P396L déstabilise I’interaction du site liaison
du NADP+, entrainant une augmentation des fluctuations du NADP+ par rapport au
type sauvage. Communication longue distance entre le site structurel NADP+ et le
site de liaison G6P. il a été déduit que les résultats étaient différents de ceux de 1’étude
effectuée dans la partie bio-informatique asymétrique. Ces différences sont dues aux

49



Chapitre 111 Résultats et Discussion

différents pays dans lesquels les tests ont été effectués et selon les facteurs de ces pays
ne sont pas les mémes.

Et par rapport le résultat de la régulation de G6PD il y a plusieurs molécules affecter le
G6PD soit stimuler ou inhiber le G6PD et c’est ce que nous avons prouvé dans la figure 16,
il existe également d’autres molécule de grande importance dans la régulation de la G6PD,
dont il a [30] (M. Alessandro et al) dans I’expérience qu’il a faite en 2019. Et il a conclu
que la premiére fois que la Fyn kinase est un capteur redox dans les globules rouges,
coordonnant l'activation du G6PD en réponse a I'oxydation. Les globules rouges trouvés
chez les personnes en bonne santé ont des niveaux d'activité enzymatique G6PD plus éleves
que ceux des personnes souffrant d'un déficit en G6PD. Cela est d0 au fait que les cellules
sanguines méditerranéennes et génoises ont perdu leur activité enzymatique G6PD, mais
que les globules rouges de personnes en bonne santé ont toujours une activité enzymatique
G6PD active. Ceci est lié a I'observation que les globules rouges phosphorylaient Tyr401,
une forme de I'enzyme qui catalyse la réaction de la glucose oxydase. Ceci est déterminé
comme étant le résultat d'un stress oxydatif et d'une activité Fyn accrue, ce qui fait que les
globules rouges deviennent plus actifs dans la phosphorylation de Tyr401 et une activité
G6PD plus élevée. On pense que cela est di a une interaction plus efficace des globules
rouges avec le G6PD lorsgue I'enzyme est dans une conformation plus active ou stable. Fyn
cible G6PD afin de protéger GSH et Pyx2. Ces protéines sont nécessaires pour supprimer
les peroxydes qui contribuent a I'hémolyse chez les personnes présentant un déficit en
G6PD. Cela protege le corps du stress oxydatif et aide le corps a régénérer le NADPH et le
NADP. Le G6PD utilise cet avantage pour assurer la régénération du NADP-NADPH en
présence de stress oxydatif. La phosphorylation de Tyr-401 par G6PD augmente la fonction
des globules rouges selon les données. De plus, les données suggérent que Fyn est un piégeur
de radicaux oxydatifs qui reduit les radicaux libres. Une expérience de 2020 par [32]
(ZHANG et al). Ont conclu que la surexpression de Nrf2 provoquait I'expression de Notchl
via une réaction entre G6PD et HIF-1a. Le renversement de Keapl a également provoqué
I'expression de Notchl via une réaction similaire. Fyn joue également un réle clé dans la
physiologie des globules rouges ; I'expression accrue de Fyn a conduit a une expression
accrue de G6PD, I'enzyme PPP limitant la vitesse. Le G6P - également connu sous le nom
de ribulose-1-phosphate - est un intermédiaire glycolytique qui est produit lorsque la voie
du pentose phosphate est régulée positivement en présence de PPP oxydatif. Lorsqu'elle est
surexprimée, la G6PD sert d'indicateur pronostique pour plusieurs cancers. Il indique
également une progression, des métastases ou la présence d'une maladie récurrente. Le G6P
est ensuite oxydé en NADPH par le PPP oxydatif, qui est utilisé pour la production de GSH,
la détoxification et la biosynthése des graisses. L'activité des enzymes PPP clés G6PD et
TKT est augmentée dans les cellules cancéreuses. Dans ce travail, nous avons constaté que
deux enzymes PPP clés, G6PD et TKT, étaient régulées positivement dans les cellules
MCF-7 et MDA-MB-231 surexprimant Nrf2, alors que la surexpression ectopique de
Keapl et Nrf2 contrecarrait G6PD et TKT dans la glande mammaire. Expression de TKT
dans les cellules cancéreuses. Ces observations suggérent que PPP est activé dans les
cellules cancéreuses du sein surexprimées en Nrf2. L'un des principaux objectifs du G-6-
PD est de reguler la production de GSH et de NADPH, qui a son tour module I'équilibre
redox dans le corps en modifiant les niveaux de ROS.
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Il affiche également graphiquement les relations phénotype/géne associées a cette entrée
par rapport aux resultats OMIM. La série de phénotypes est affichée a 2 nceuds de
profondeur avec le géne associé et le phénotype suivant. A partir des parcelles, nous avons
noté différentes relations phénotype-génotype entre le géne G6PD et I'expression d'autres
maladies apparentées. Pour, le type de mutation en question et son identifiant apparaissent
dans la base de données.

Nous voyons sur la figure 21 que la premiére maladie directement liée a la G6PD etait le
paludisme, et son expérience était [31] (Manas Kotepuisl*, Kwuntida Uthaisarl, et al)
en 2016 ; et les résultats ont montré que le nombre absolu de monocytes chez les patients
présentant un déficit en G6PD (moyenne = 0,6103/UL) était plus élevé que chez les
patients sans déficit en cellules souches (moyenne = 0,33103/UL) P < 0,05), mais la
différence n'était pas statistiquement importante. Observation entre statut G6PD et autres
paramétres hématologiques (p>0,05).

L'ajustement de ces paramétres hématologiques a montré que le nombre absolu de
monocytes différait significativement entre les patients avec et sans deficit en G6PD (P <
0,05), et le sexe était significativement associé a I'état clinique Le statut en G6PD (P < 0,05)
et l'analyse multivariée ont également montré qu'il y avait toujours une différence
significative dans le nombre de monocytes entre les deux groupes (P < 0,05). Le nombre
absolu de monocytes chez les patients présentant un déficit en G6PD était plus élevé que
chez les patients sans déficit en G6PD. La cause principale de I'augmentation du nombre de
monocytes est étayée par des études antérieures montrant qu'une certaine proportion de
cellules phagocytaires contenant de I'neme circulant est étroitement liée aux parasites
sanguins et a la gravité de la maladie chez les patients atteints de paludisme. Les monocytes
hématopoiétiques sont également altérés car ils ne générent pas de bouffées oxydatives et ne
peuvent pas répéter la phagocytose. De plus, lors d'un stress oxydatif parasitaire, les globules
rouges déficients en G6PD sont lysés et signalent ainsi plus de phagocytose que les globules
rouges normaux. Cela explique souvent pourguoi le paludisme est lIéger ou moderé, et plus
grave, chez les personnes présentant un déficit en G6PD.

Le deficit en glucose 6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est le déficit enzymatique le plus
répandu dans le monde. Elle est causée par une mutation du gene G6PD sur le chromosome
X. C'est une enzyme héréditaire qui affecte principalement les gargcons. En raison du manque
de sujets ingérant des haricots, I'accident d’hémolyse, aussi appelé « obésité », se transmet
principalement de la mére a I'enfant.

Notre travail utilise des outils bio-informatiques pour étudier les caractéristiques génétiques
de la G6PD. Nos résultats montrent gu'il existe plusieurs mutations affectant I'enzyme
G6PD au niveau de I'exon ((I'exon 5 mutation ¢.186C>T inclut I'expansion en changeant
la thymine en cytosine en position 186, I'exon 4 mutation ¢ .264N>T inclut I'exon du gene
G6PD 4 en position 264 est passé de N a thymine, tandis que dans I'exon 12, la mutation
¢.51C>A est remplacée par I'exon 12 du gene G6PD en position 50 cytosine en glande
Composeé de purines, et la mutation ¢.286A>G dans I'exon 13 consiste de l'adénine en
position 286 au niveau de I'exon 13 sur le gene G6PD en guanine

Il affecte donc sa structure (3D) et sa fonction, il provoque une anémie hémolytique due a
une hémolyse aigué, et nous avons comparé ces résultats avec plusieurs expériences menées
par plusieurs chercheurs ciblant des mutations exposees par I'enzyme G6PD. Nous en
déduisons que les résultats sont différents des études que nous avons réalisées dans la section
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de bio-informatique asymétrique. Depuis, on a découvert que les carences enzymatiques ne
se limitent pas aux globules rouges. Par rapport aux résultats de la régulation de la G6PD, il
existe plusieurs molécules qui affectent la G6PD, qui peuvent stimuler ou inhiber la G6PD,
et certaines autres molécules jouent un roéle important dans la régulation de la G6PD.
Concernant les troubles associés au déficit en G6PD, en comparant les résultats que nous
avons obtenus a I'OMIM avec ceux obtenus en 2016 par [31] (Manas Kotepuis et al), nous
avons remarqueé des similitudes dans les résultats obtenus. La comparaison s'est concentrée
sur l'association du G6PD avec le paludisme. 1l existe d'autres maladies associées au G6PD,
telles que : le diabete et le coronavirus.
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La carence en glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD) est la carence
enzymatique la plus fréquente a I’échelle mondiale. Elle est causée par des mutations du
géne G6PD parté par le chromosome X. C'est une pathologie enzymatique héréditaire qui
affecte surtout les garcons. Il est encore appelé "favisme™ a cause de la survenue
d'accidents hémolytiques aprés ingestion de haricots chez des sujets déficients, et elle est
principalement transmise par la mere & ses enfants.

Notre analyse a I’aide des outils bio-informatiques, ainsi que 1’é¢tude des caractéristiques
génétiques de la G6PD ont montré qu’il y a plusieurs mutations touchant le géne de 1’enzyme
G6PD au niveau de I’exon ((exon 5 mutation ¢.186C>T, le changement d’une thymine vers
une cytosine en position 186, dans I’exon 4 mutation ¢.264N>T le changement de N vers
une thymine en position 264, et dans I’exon 12 mutation ¢.51C>A la substitution de la
cytosine par une Adénine en position 50, et dans I’exon 13 mutation ¢.286A>G, le
changement d’une Adénine vers une Guanine en position 286. De sorte qu’il affecte sa
structure (3D) et sont fonction, il peut provoquer une anémie hémolytique résultant d’une
hémolyse aigué, nous avons comparé ces résultats avec plusieurs expériences menées par
plusieurs chercheurs sur des mutations auxquelles 1I’enzyme G6PD est exposée, Nous avons
déduit que les résultats étaient différents de ceux de 1’étude que nous avons effectuée dans
la partie bio-informatique asymétrique. Depuis la découverte que le déficit enzymatique ne
se limite pas aux globules rouges seulement.

La régulation de G6PD dépend de plusieurs molécules, qui soit stimulent ou inhibent le
G6PD, il existe également d’autres molécules de grande importance dans la régulation de la
G6PD qui ont fait ’Object de plusieurs expériences menées par plusieurs chercheurs comme
la Fyn kinase et Nrf2.

Le déficit en G6PD peut étre associé a d’autres états pathologiques, en comparant les
résultats que nous avons obtenus 8 OMIM et les résultats obtenus par (Manas Kotepuis et
al) en 2016, nous remarquons une similitude dans les résultats obtenus. La comparaison
portait sur I’association de G6PD avec le paludisme. Et il y a autres maladies associées avec
G6PD comme : diabete et coronavirus.
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