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Résumeé

Le gene humain IL1B code une cytokine pro-inflammatoire secrété d’une maniére régulée

dans un organisme sain. Ce géne est situé en position 2q14.1 et se compose de 07 exons.

La modélisation et la clarification de la variation génétique constituent un véritable défi
en génétique humaine, aussi bien pour les personnes en bonne santé que pour les personnes

malades.

L’¢tude in silico du Le polymorphisme du gene IL1B en utilisant une méthodologie
bioinformatique au moyen de I’analyse de diverses bases de données et de navigateurs Web
open source a montré que ce géne est caractérisé par un profil polymorphe qui a un tres grand

nombre de polymorphismes nucléotidique simple (SNPs) associés a différents types de cancer.

Nous nous sommes intéressés au polymorphisme nucléotidique simple (SNP) dans le
gene d’IL1B qui peuvent tre en association avec le cancer du sein, nous avons constaté que les
trois SNP -511 (C>T ; dbSNP: rs16944), —31 (T>C; dbSNP: rs1143627) localisés dans la
région du promoteur et +3954 (C>T; dbSNP: rs1143634) localisé dans 1’exon 5, sont liés a la

manifestation du cancer du sein

Différents outils de bioinformatique s’offrent a nous pour ce travail telques : NCBI,
Ensembl, UCSC, GALAXY et DISGENET.

La bioinformatique est un outil incontournable dans 1’identification et la prédiction de la

fonction du gene IL1B et leur association avec le cancer du sein.

Mots Clés : IL1B, Cancer du sein, SNP, Polymorphisme, Bioinformatique.



Abstract

The human IL1B gene encodes a pro-inflammatory cytokine secreted in a regulated manner
in a healthy organism. This gene is located at position 2q14.1 and consists of 07 exons.

Modeling and clarifying genetic variation is a real challenge in human genetics, for both
healthy and sick people.

The in silico study of the polymorphism of the IL1B gene using a bioinformatics
methodology through the analysis of various databases and open source web browsers has
shown that this gene is characterized by a polymorphic profile which has a very large number
of single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with different types of cancer.

We were interested in single nucleotide polymorphism (SNP) in the IL1B gene that may
be associated with breast cancer, we found that the three SNPs —511 (C> T; dbSNP: rs16944),
—31 (T> C; dbSNP : rs1143627) located in the promoter region and 3954 (C> T; dbSNP:
rs1143634) located in exon 5, are linked to the manifestation of breast cancer

Different bioinformatics tools are available to us for this work such as: NCBI, Ensembl,
UCSC, GALAXY and DISGENET.

Bioinformatics is an essential tool in the identification and prediction of the function of the

IL1B gene and their association with breast cancer.

Keywords : IL1B, Breast cancer, SNP, Polymorphism, Bioinformatic.
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Liste des abréviations

CS : Cancer du sein

ER : Estrogen Receptor

PR : Progesteron Receptor

HER2 : Human Epidermal Growth Factor Receptor 2

IL1 : Interleukin 1

IL1A : Interleukin 1 alpha

IL1B : Interleukin 1 beta

IL1IRN : Interleukin 1 Receptor Antagonist

TN : Triple Négative

gRT-PCR : Real Time Quantitative Reverse Transcription
SNP : Single Nucleotide Polymorphism

Kb : kilo base

RPKM : Unité d’expression

PAMP : Pathogen Associated Molecular Pattern

DAMP : Damage Associated Molecular Pattern

NLRP3 : NOD Like Receptor family pyrin domain containing 3
Myd88 : Myeloid differentiation primary response 88
TRAFG6 : TNF Receptor Associated Factor 6

NFKB : Nuclear Factor Kappa B

NLR : NOD Like Receptor

COX2 : Cyclooxygénase 2

iINOS : Inductible Nitric Oxide Synthase

TNF : Tumoral Necrosis Factors

IL6 : Interleukine 6

dbSNP : base de données SNP

rs : Référence snip

LPS : Lipopolysaccharide

OR : Odds ratio

IC : Intervalle de confiance

RefSeq : Reference sequence

UTR : Untranslated Transcribed Region

HWE : Hardy Weinberg Equilibrium

MAP3K3 : Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 3
IL1R1 : Interleukin 1 Receptor Type 1

A2M : Alpha-2-Macroglobulin

SQSTML1 : Sequestosome 1

CASP1 : Caspase 1

MAPKS8IP2 : Mitogen-Activated Protein Kinase 8 Interacting Protein 2
IL1R2 : Interleukin 1 Receptor type 2



IL1IRAP : Interleukin 1 Receptor Accessory Protein
TICAM2 : Toll Like Receptor Adaptor Molecule 2
IRAKS3 : Interleukin 1 Receptor Associated Kinase 3
CMAL : Chymase 1

UBE2N : Ubiquitin Conjugating Enzyme E2 N
CASP3 : Caspase 3

TOLLIP : Toll Interacting Protein

IL18 : Interleukin 18

CXCLS8 : C-X-C Motif Chemokine Ligand 8
ZNF675 : Zinc Finger Protein 675

IRAK?2 : Interleukin 1 Receptor Associated Kinase 2
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Introduction

Le cancer du sein est actuellement la premiere cause de morbidité et de mortalité chez les
femmes algériennes (Mehemmai et al., 2019).

Il est considéré comme étant hormonodépendant car Les mutations génétiques peuvent
conduire au cancer du sein et ont été liées expérimentalement a certains marqueurs tumoraux,
notamment les statuts des récepteurs de la progestérone (PR), des récepteurs des cestrogenes (ER)
et du récepteur du facteur de croissance épidermique humain de type 2 (HER2), qui sont utilisés

en clinique dans la classification du cancer du sein(Perou et al., 2000).

Cette maladie a une susceptibilité génétique complexe. L'immunité innée et adaptative peut
en outre augmenter le risque genétique de développement du cancer du sein(Kaarvatn et al., 2012)
, d’autre part les cellules cancéereuses du sein ont la capacité de libérer des cytokines(Bachelot et
al., 2003)(Bouma-Ter Steege et al., 2004).

L'interleukine (IL) -1 est une famille de cytokines endogeénes impliquées dans I'inflammation
et la réponse immunitaire, y compris I'lL-1 alpha (IL-1A), I'lL-1 béta (IL-1B) et I'antagoniste des
récepteurs de I'lL-1 (IL-1Ra) codé par IL-1RN (Bensen et al., 2001). L’interleukine-1 (IL-1) est
connue pour jouer un rdle important dans la carcinogenése du cancer du sein. L'expression de I'lL-
1A et de I'lL-1B a été augmentée dans les tissus du cancer du sein humain. Les études actuelles
se sont principalement concentrées sur les associations entre les polymorphismes du gene IL1B et

le risque de cancer du sein(Zuo et al., 2018).

Dans notre étude nous allons chercher les SNP sur le gene IL1B qui sont en relation avec le
cancer du sein en débutant par la récolte de toute les informations liées au gene ensuite la définition
des SNP qui peuvent exister sur ce gene enfin la précision des SNP qui sont en relation avec
I’apparition du cancer du sein , et a cause de confinement face au corona virus Ce travail a été

réorienté vers une étude in silico en utilisant les outils bioinformatique .


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mehemmai+C&cauthor_id=30715675
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1. Cancer du sein

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez les femmes et I'un des principales causes
de déces parmi elles(Momenimovahed et Salehiniya., 2019). Selon les statistiques GLOBOCAN
2018, prés de 2 millions de femmes ont recu un diagnostic de cancer du sein avec 626679 déces
liés (Fig 01). C’est une maladie multifactorielle (Zendehdel et al., 2018) et divers facteurs
contribuent & son apparition. Bien que la maladie sévisse partout dans le monde, son incidence, sa
mortalité et ses taux de survie varient considérablement d'une région a l'autre du monde, ce qui
pourrait étre d0 a de nombreux facteurs tels que la structure de la population, le mode de vie, les
facteurs génétiques et I'environnement(Hortobagyi et al., 2005) Changements du risque facteurs

ont conduit a une augmentation de la prévalence du cancer du sein, qui augmente chaque jour.

Les médecins diagnostiquent le cancer du sein et le classent morphologiquement a partir de
I’analyse de certains critéres : type histologique, taille de la tumeur, éventuel envahissement
ganglionnaire, analyse de la présence de récepteurs hormonaux (cestrogenes et/ou progestérone),

surexpression de la protéine HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor-2).

Parmi les différents types de cancers du sein, les adénocarcinomes sont les plus courants
(95%). Les cancers du sein se développent a partir des canaux (cancers canalaires) et des lobules
(cancers lobulaires) de la glande mammaire. lls sont dits « in situ » lorsque les cellules cancéreuses
sont confinées aux canaux et lobules, et « infiltrants » lorsque les cellules cancéreuses sont

présentes dans les tissus qui les entourent(Lecarpentier et Andrieu., 2012)
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Figure 01 : Estimation du nombre de cas incidents et de déces dans le monde, femmes,
tous ages. GLOBOCAN 2018. https://gco.iarc.fr

1.1. Cancer du sein en Algérie

Le cancer du sein dont la forte progression prend des proportions épidémiques inquiétantes
avec plus de 11 000 nouveaux cas en 2018 et plus de 3000 déces liées, soit 54 nouveaux cas pour
100 000 femmes ; une augmentation de 500 nouveaux cas par an. De plus, le cancer du sein, en
Algérie touche autant la femme jeune que la femme ménopausée, ce qui complique son dépistage
: ’age médian est de 47 ans c'est-a-dire que 50% des cancers du sein ont déja eu lieu avant cet
age(Plan national CANCER 2015 - 2019, 2014).

L’augmentation de [I’incidence du cancer du sein en Algérie coincide avec
“I’occidentalisation” du mode de vie de la femme algérienne (recul de ’age au mariage, diminution
du nombre d’enfants, age tardif a la premiére grossesse, diminution de la période d’allaitement
maternel, contraception orale fréquente et longue, augmentation de [I’indice de masse
corporelle)(H. Guendouz, W. Chetibi, A. Abdelouahab, 2011).


https://gco.iarc.fr/
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Figure 02 : Estimation du nombre de cas en Algérie, femmes, tous ages.
GLOBOCAN 2018. https://gco.iarc.fr
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Total : 13 391

Figure 03 : Estimation du nombre de déces en Algérie, femmes, tous ages.
GLOBOCAN 2018. https://gco.iarc.fr

2. La formation de la tumeur primaire

Les cellules épithéliales subissent des altérations génétiques successives qui aboutissent a
I’activation d’oncogénes et I’inactivation de génes suppresseurs de tumeurs qui peuvent provoquer
des modifications phénotypiques de 1’épithélium mammaire telle que I’hyperplasie et la dysplasie.

L’hyperplasie correspond a une prolifération cellulaire incontrdlée. Ces cellules deviennent


https://gco.iarc.fr/
https://gco.iarc.fr/
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métaphasiques, elles proliférent de fagon anarchique et commencent a se transformer. La dysplasie
correspond a une lésion précancéreuse avec une anomalie du renouvellement cellulaire associé a
des degrés divers d’atypies, de différenciation et de modifications architecturales. Elle est due a
un trouble acquis de ’homéostasie cellulaire résultant d’anomalies génétiques qui perturbent la
division et la maturation cellulaire. Les cellules dysplasiques peuvent se transformer en cellules
cancéreuses dans des délais trés variables. L’état dysplasique peut étre diagnostiqué par des
examens cytologiques, histologiques et anatomopathologiques pour évaluer le pronostic, informer

sur le grade d’avancement de la cancérisation et par suite adapter la thérapie.

Le tissu précancéreux présente des lésions histopathologies détectables avant 1’apparition
d’un cancer. La formation de la tumeur primaire se divise en deux étapes : la dysplasie et le
carcinome in situ. Une fois que la taille de la tumeur dépasse les 2 mm de diameétre le systeme
antigenique se met en place. Quand la tumeur atteint le stade final de dysplasie, elle commence le
stade de carcinome in situ qui se définit comme étant une prolifération des cellules cancéreuses
épithéeliales sans parvenir a franchir la membrane basale, elle y reste confinée. Ceci est di a la
présence des éléments de cohésion intercellulaires et structures adhésives tels que I’E-cadhérine
(Martin et Jiang., 2009) (Singhai et al., 2011). Il est quasiment impossible de distinguer
histologiquement le carcinome in situ et la dysplasie de haut grade. Le dépistage est en effet trés

important a ce stade pour le pronostic, le traitement peut étre local et efficace.

3. Signature moléculaire de cancer du sein

Les cancers sont classés aujourd’hui morphologiquement selon certains critéres : taille,
type histologique, capacité¢ d’envahir les ganglions, présence des récepteurs hormonaux

(cestrogene-ER et progestérone PR) et surexpression de récepteurs HER2.

En fonction de ces caractéristiques, le pronostic sera évalué et le traitement sera adapté. Le
progres des approches transciptomiques et histopathologiques a permis une classification plus
affinée. Les données transcriptomiques ont permis de distinguer six types de cancers du sein : les
cancers luminaux A et B, normal-like, basal-like, claudin-low et HER2+ (Prat et al., 2010) (Perou
et al.,2000).

Les cancers Luminaux A et B: Ces cancers se distinguent par I’expression des récepteurs
aux cestrogénes (ER). Les cancers luminaux A sont de bas grade, ont tendance a se développer
assez lentement, et ont un meilleur pronostic alors que les cancers luminaux B ont un niveau de
multiplication généralement plus rapide que les cancers luminaux A et leurs pronostics ne sont pas

aussi bons.



Rappels bibliographiques

Les cancers du sein dits normal-like : Sont caractérisés par un profil triple négatif (ER- ;
PRet ne surexprimant pas HER2) et par I'expression de genes observés dans le tissu mammaire

normal et le tissu adipeux.

Les cancers de type basal: La plupart de ces cancers sont dit triple négatif, ce qui signifie
qu'ils manquent d’expression d’cestrogeéne, de progestérone et de HER2. Ce type est plus fréquent
chez les femmes présentant des mutations du gene BRCAL. Pour des raisons qui ne sont pas bien

comprises, ces cancers sont plus fréquents chez les jeunes et les femmes afro-américaines.

Les cancers HER2+: Ces cancers ont des copies supplémentaires du gene HER2 et parfois
quelques autres. Ces cancers ont tendance a croitre rapidement et ont un mauvais pronostic, mais
ils peuvent souvent étre traités avec succes avec des thérapies ciblées visant a HER2. Une partie
des cancers triple négatifs sont des « claudin-low » probablement issues des cellules souches. Les
tumeurs de cette catégorie se caractérisent par un déficit d’expression en protéines « Claudin » :
des composés importants dans la jonction entre cellules épithéliales. Les cancers associés au plus
mauvais pronostic sont les basal-like, claudin-low et Her2+ (Dai et al.,2015). De point de vue

clinique, les cancers peuvent étre classés en trois groupes thérapeutiques

Les tumeurs ER+ : Ce groupe est le plus diversifié. Ces cancers sont caractérisés par
I’expression des récepteurs estrogenes avec ou sans I’expression des récepteurs de progestérone et
comprennent les cancers luminaux. Les luminaux A et B comptent a peu prés 70% des cancers du
sein (Schnitt, 2010). Comparées aux tumeurs de sous-type Luminal B, Les tumeurs luminales A
surexpriment les RE et les génes régulés par les RE comme GATA-3, Fox Al... Les genes de
prolifération sont faiblement exprimés dans les tumeurs luminales A, contrairement aux cancers
luminaux B dans lesquels I’expression des genes li€s a la prolifération est ¢élevée. Respectivement

les cancers luminaux A et B présentent 13% et 66% une mutation du suppresseur de tumeurs P53.
Les tumeurs HER2+ : Des études in vitro et in vivo ont demontré le role de HER2

a différents niveaux du processus tumoral :
* la prolifération cellulaire ;
* la transformation maligne de lignées cellulaires en culture ;

* la mobilité cellulaire (élément déterminant dans le potenticl métastatique des cellules

tumorales).

HER2 se comporterait donc comme un amplificateur de signaux de la croissance cellulaire

par I'intermédiaire de son activité tyrosine kinase intrinséque lors d’une liaison avec un autre
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récepteur de la famille HER ou lors de sa surexpression, par la formation possible de diméres
HER2-HER?2 (Ravanal et al., 2005).

15% des cancers du sein surexpriment HER2 (Figueroa-Magalhdes et al., 2014).
L’expression de HER2 dans ces cancers est un marqueur de mauvais pronostic a cause de la
capacité proliférative accélérée (Engel et Kaklamani., 2007) (Slamon et al., 1987). Certains de
ces cancers expriment les récepteurs hormonaux, récepteurs aux oestrogenes et la progestérone.
Ces tumeurs surexpriment les génes de ’amplicon HER2 (Vincent et Sigal., 2009) par exemple le
GRB7 (Perou et al., 200) (Dai et al., 2014), PGAP3 (Dai et al., 2014), TGFB1-induced
antiapoptotic factor 1 et TNF receptor associated factor 4. 40 a 80% des tumeurs HER+ présentent
une mutation de P53.

Les triples négatifs : Representant 10 a 15% des cancers du sein (Ovcaricek et al.,2010).
IIs sont caractérisés par ’absence des récepteurs aux cestrogenes, a la progestérone et Her2. Ils
englobent les sous types basaux et les claudin-low qui partagent quelques caractéristiques
communes comme la sous-expression des marqueurs luminaux comme les cytokeratines Cks 8 et
18 et la surexpression des marqueurs basaux comme les Cks 5, 14 et 17. Les claudin-low sont plus
riches en marqueurs de PEMT par exemple, la perte d’expression des protéines de jonctions
cellulaire de type E-cadhérine, Claudine 3,4 et 7 et ’acquisition des caractéristique de « souchitude
» ou la signature des cellules initiatrices des tumeurs : CD44+/CD24- (Prat et al., 2010). Les
tumeurs de type triple négatif sont le plus souvent des carcinomes canalaires infiltrants, mais le
carcinome canalaire in situ peut aussi étre triple négatif. Les femmes présentant des mutations du
gene BRACL sont plus a risque de développer un cancer du sein de type basal. 82% des cancers

de cette classe présentent une mutation de P53.

1.3Méthodes employés dans la signature

Les méthodes employées dans le diagnostic par les signatures moléculaires afin d’aider le

pronostic clinique sont : qRT-PCR, microarray ou dérivés type n-counter.

Ces Méthodes ont les mémes objectifs : calculer un score pronostique, fondé sur les niveaux
d’expression de genes impliqués dans la cancérogenese, et si possible prédire la réponse au
traitement. Ces méthodes sont applicables essentiellement aux tumeurs luminales RE+, elles ont
prouvé leur valeur pronostique dans de vastes essais prospectifs, et les experts souhaitent les
intégrer dans la décision thérapeutique, actuellement établie sur les critéres clinicopathologiques
(Penault-Llorca et Lacroix-Triki, 2017).
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Tableau | : Récapitulatif des principales classifications moléculaires pronostiques

™ o
Tlh-gene 11 -gene PANSD Genomic Grade HOXBI13: ll-gene assay
i ma i re sigmature Prosigna Nia piua mt ILITER EndoPredict™
MammaPrint®™ Oncotype DX®  (Nanostring) DX™ (Ipsogen/ BCI My rid
(Agendia) (Cremomic Halindx) { hio the ramos- Genetics)
health) tics)
Méthode Microarray gRT-PCR Tk~ FEfEr Micrmarray gRT- gRT-PCR gRT-PCR
PCR
Matériel Cryo/FFPE FFPE FFPE CryoFFPE FFPE FFPE
Gémes amalysés 70 génes ER, PR, BCL2, 30 génes 97 ménes HOXRIA, DHCRT,
SCURE2, K67, TLITER, BUUB]. AZGPI, MGPF,
STK1S5, BIRCS, CENP4, NEXK2. STC2, BIRCS,
CCNBI, MYBL2, RACGAP? UBE2C, RERPE,
HER2? (GRE7T, RRM2 65T
MMP I, CTEL2,
GETMT, CDGE,
BA G
Valeur Récidive Récidive Récidive Récidive Récidive Récidive
promnostigque {5 ans) {10 ans) (10 ans) {5 et 10 ans) {10 ans)
Indications RE+/MN- ou N+ RE+HERI-/N- RH+/HER2- RE+/N- {(grade RE+N- RE+ HER2I-
{1-33 HT MN— ou N+ 2} sous tamoxiféne N—ou N+ (1-3)
RE—-N- ou N+ RE+HERI- /N+ SOUES LA ifene sous HT
{1-3) {1-3)
Résultats RE=0a 1 Tyvpe 0aln Dals
mléculaire
ROR =0 a 100
Haut Haut =30 Haut Haut Haut Himut
I termd iaine Iniermdédiaine Equivogque Intermédiaire
Bas Bas < 18 Bas Bas Bas Bas
Essai prospectf MINDACT TAILORx ASTER Th=
RxPONDER

gRT-PCR: transcriptase inverse-réaction en chaine polymérase quantitative; Cryo:
cryoconservation; FFPE: Formol fixé et inclus en paraffine; RE (+ ou -): statut des
récepteurs aux estrogénes; N (+ ou -): statut des ganglions lymphatiques; HER2: récepteur 2
du facteur de croissance épidermique humain ; HT: hormonothérapie; RH (+ ou -): statut des
hormonaux; RS: score de récurrence; ROR: score de risque de récurrence; CT:
chimiothérapie; MINDACT: Les puces a ADN dans la maladie des ganglions lymphatiques
Node-négatifs et 1-3 positifs peuvent éviter la chimiothérapie; TAILORX: Essai d'attribution
d'options individualisées pour le traitement Rx; RXPONDER: Rx pour Positive Node, cancer
du sein endocrinien sensible ; ASTER 70s: Traitement systémique adjuvant du carcinome du
sein HER2-négatif positif (ER) chez les femmes de plus de 70 ans selon le grade
génomique.(Penault-Llorca et Lacroix-Triki, 2017)

4. Cas de cancer hormonodépendant

La glande mammaire normale est un tissu cible pour l'action d’hormones variées, et en
particulier les cestrogénes et la progestérone. Ces cellules contiennent des protéines particulieres

appelées récepteurs hormonaux (Fig 04).

Dans le cas des hormones stéroides (cestrogeéne et progestérone), ces récepteurs sont
cytoplasmiques. Pour la prolactine, en revanche, ils sont membranaires. Les récepteurs ayant capté

I'hnormone spécifique, le complexe hormone-récepteur va dans le noyau ou il va induire l'action
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spécifique de I'hormone. Par ailleurs, les cestrogeénes (cestradiol) vont stimuler la resynthése de leur
propre récepteur et augmenter la synthése des récepteurs de progestérone (PgR). A l'opposé, la
synthése du récepteur a cestrogénes est bloquée par la présence de progestérone. Ainsi peut-on

définir a I'étage cellulaire I'nhnormonodépendance d'une tumeur(J. Lansac, 2018).

f Cytoplasme

e

. Xgoestrogéne '
&) @
nd I -

=&

| Déplacement du liga

Transcription de
génes cibles

| Liaison a 'ADN [EREs] |

\ Noyau

Figure 4 : Activation illégitime du récepteur des cestrogénes (Massaad et
Barouki., 1999)

RE : récepteur des cestrogenes ; ERE : élément de réponse d’cestrogéne ; Pol 11 :
Polymérase 2 ; CBP : CREB- binding protein

5. Les facteurs de risques

Ils sont souvent a tort considérés comme des facteurs devant jouer un role dans le processus
carcinogénétique. En réalité, leur seule caractéristique est de présenter une liaison statistique
significative avec la maladie. Leur identification a un double intérét : servir de base a I'élaboration
d'hypotheses explicatives a vérifier par des études expérimentales, repérer un sujet qui peut faire
l'objet d'une surveillance accrue. Certains ne sont pas modifiables : I'age, les antécédents familiaux

; d'autres le sont : I'obésité, les traitements hormonaux, l'alcool (J. Lansac, 2018).
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Facteurs de risque Cancer du sein Préventions
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Figure 05 : Diagramme schématique des facteurs de risque et de la prévention du
cancer du sein.

L'age, les antécédents familiaux, les facteurs reproductifs, les cestrogénes et le style de vie sont cing
facteurs de risque importants de cancer du sein, représentés dans le diagramme pyramidal. Le dépistage
(mammaographie et IRM), la chimioprévention (avec SERM et 1A) et la prévention biologique (utilisant
Herceptin et pertuzumab) sont actuellement utilisés pour prévenir le cancer du sein. Les inhibiteurs de
PD1/PDL1 sont des médicaments d'immunothérapie et pourraient étre des stratégies prometteuses dans
le traitement du TNBC. (Sun et al., 2017)

6. Polymorphisme IL1 et le cancer du sein

La famille IL-1 de cytokines est codée par deux genes separés, IL1A et IL1B sont situés
dans une région de 430 kb sur le chromosome 2q14.2 dans un cluster(Fig 06) et contient également
les génes des récepteurs IL1 de type 1 et 2 (IL1R1 et IL1R2), qui sont connus pour étre la régulation
clé de l'inflammation et de la réponse immunitaire aux cytokines multifonctionnelles et qui

affectent presque tous les types de cellules (Bensen et al., 2001).

Dans de nombreux types de tumeurs, on pense que I'IL-1 est régulée a la hausse et est
exprimée en tant que facteur de progression tumorale par métastase et expression de genes
angiogéniques et de facteurs de croissance. Il a recemment été suggéré que I'lL-1 joue un réle dans
le développement du cancer du sein (Zuo et al., 2018).

11
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Figure 06 : Génes de la famille de I’IL-1 sur le chromosome 2 et principaux SNPs

fonctionnels. (Smith et Humphries., 2009).

6.1. Définition du polymorphisme genetique

Par convention, une variation rare (affectant par définition moins de 1 % des chromosomes
d’un individu) est appelée une mutation et une variation fréquente (a partir de 1 %), un
polymorphisme ou variant génétique. Sur les trois milliards de bases du genome humain, plus de
99 % sont identiques d’un individu a I’autre. Les autres représentent les variantes génétiques ou
polymorphismes. Ce pourcentage peut paraitre négligeable, mais représente pourtant environ trois

millions de nucléotides qui sont a la base des différences entre les individus.

Le polymorphisme le plus fréquent est le SNP. Il s’agit d’une variation simple et unique dans
la séquence nucléotidique d’un geéne, retrouvée chez plusieurs individus d’'une méme espece et qui
se transmet de fagcon mendélienne. Ces SNP représentent 90 % de 1’ensemble des variantes
génétiques. La plupart sont bi-alléliques et se caractérisent par la fréquence d’un alléle minoritaire
ou variant. On classe ces SNP en fonction de la modification nucléotidique (Courivaud, Saas et

Ducloux., 2012).

Des différentes maladies associées aux SNP, qui sont exprimées dans toutes les cellules d'un
organisme, certaines maladies, comme le cancer, sont causées par des variations genétiques

typiques d'un petit sous-ensemble de cellules somatiques (Karki et al., 2015).
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6.2. Gene d’IL1B

Le géne couvre une région de 7,5 kb et la partie codante est divisée en sept exons(Giraldo et
al., 2008).

ILiE
Nii_poes7e3 -y - M- PABETE A
R e T s ™ E—————"" "
exonl ] Jeaani] exon 4 [ exon S| exon Bl exon 7 R

Figure 07 : Géne d’IL1B (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3553)

6.2.1. Structure et localisation
L'IL-1béta est située sur le chromosome 2 a I'emplacement 113 303 808-113 310 827. Il est
situé au milieu de I'lL-1A et de I'IL1-RN entre 40 et 110 kb de I'IL-1A. Le gene pro IL-1p est
compose de sept exons avec une longueur de produit de transcription primaire de 7 008 nucléotides
(Giraldo et al., 2008).

6.2.2. Expression

Expression biaisée dans la moelle osseuse (RPKM 72.5), I'appendice (RPKM 32.9) et 12 autres
tissus.

RPKM

aQ} & @g & c\§ 0\«\ @ L\\\a s \\@\ z"“\\ & \5} \\\% C: & -o§ @ \;\\?‘ *\5 o \\\\a zé\ S5 @\b
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ES ,L\Q.& Z_\\ \&b \Q\/\\ R \\0 & Qz-‘ F ¢ & & &
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Figure 08 : Expression d’IL1B dans les organes humaines
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3553)
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6.2.3. Biosynthése et activation

IL-1B est produite principalement par des monocytes sanguins, les macrophages tissulaires,
les cellules dendritiques et la peau microglie du cerveau(Garlanda, Dinarello et Mantovani., 2013).
La synthese d'IL-1B se produit lors de la stimulation par des modéles moléculaires associés a des
motifs (PAMP), tandis que son activation est liee & des stimuli secondaires, tels que des modéles
moléculaires associés aux dommages (DAMP), en présence d'agents pathogénes envahissants et
sur des signaux de danger stériles(Brough, Tyrrell et Allan., 2011)(Baroja-Mazo et al., 2014).
L'IL-1B est traitée par l'inflammasome, un complexe multiprotéique activé via la famille des
récepteurs de type diabétique non obése (NOD) (NLR), les protéines contenant un domaine pyrine
(NLRP) et nécessaire a l'activation de la caspase 1, nécessaire pour le clivage de I'IL-1B et
activation(Miller et al., 1993)(Li et al., 1995) (Fig 09). La pyroptose médiée par la caspase-1 est
une forme lytique de mort cellulaire et un mécanisme effecteur immunitaire inné. Au cours de

I'inflammation, aprés le clivage et l'activation mediés par la caspase-1, I'lL-1B est libérée d'une

- o
- IL-18
RW\

- ¢

B

IL-6
IL-8
MCP-1
COXxX-2

Figure 09 : Signalisation IL-1B. (Tulotta et Ottewell., 2018)

maniére sécrétoire —~ non conventionnelle " encore mal comprise(Vince et Silke., 2016). Une
hypothése simple suggére que I'lL-1B activée est libérée passivement apres la pyroptose induite

par la caspase 1, soulignant le lien entre la mort cellulaire et I'inflammation.

6.2.4. Régulation

L’expression d’IL-1f est induite et strictement associée a I’inflammation. Pour cette raison
IL- 1B est majoritairement exprimée in vivo par les monocytes et macrophages activés. La présence

de séquences remarquables en cis reconnues par des facteurs de régulations trans en amont des
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promoteurs de ces interleukines présage de I’existence de nombreuses régulations de leur

expression (Fig 10) (Roussel-Vavasseur., 2008).

IL-1B Contient une boite TATA consensuelle
2régions: 1 région distale a 3 kb et une région proximale (-131/+12) responsable entre autre de I'expression #ssulaire

E F g | NFpA
| CREBP  NFB1 CRE | ]NF*B zsp' s NF-L6 gNF-IL.-el TATA NF-C
3134 2729 i _dl'l 297 115 47 80 82 49 -4 -32 -7 A2 +8
Induit par LPS, Induit par LPS,
TNFa, LAM TNFa, LAM

UIS= Upstream ind uction sequence Action de Spi-1, synerge avec IRF-1, NFBA=Spi-1 (famille EST)
3 sites E,F et | induit par LPS et PMA 2, 8.Cesfacteurs ne sont pas Expression unique dans les

ublquitaires (présents dans les monocytes, cellules B, mastocyles

E= (Shirakawa et al., 1993

( ) monocytes, neutrophiles, celldes B)  Intemagit avec le facteur TBP (TATA

F = simibie auxfacteus de &a famille STAT

indut par LPS, IL-1 et IL-6 binding prosein)

= cCAMP response element: responsable de
60% de la production d'IL-1f induit par LPS

Figure 10 : Régulations transcriptionnelles d’IL-1f au niveau de leur

promoteur. (Roussel-Vavasseur., 2008)

6.2.5. Homologie

IL-1beta partage une homologie de séquence avec IL-1A et IL1-RN. IL-1B et IL-1A ont une

homologie d'acides aminés entre eux d'environ 25% (Giraldo et al., 2008).
6.2.6. Protéines du géne de I’IL1B et fonction

La protéine codée par ce gene est un membre de la famille des cytokines de l'interleukine 1
qui contient 269 acides aminés.

L'IL-1B induit I'expression de la cyclo-oxygénase (COX) -2 et de I'oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS). L'IL-1B augmente également I'expression de presque toutes les autres
cytokines, telles que le facteur de nécrose tumorale (TNF) et I'lL-6, et les chimiokines ainsi que
les molécules d'adhésion. De plus, I'lL-1B augmente l'expression de diverses protéases tissulaires

et métalloprotéases matricielles et inhibe la synthese des protéoglycanes (Dinarello., 2005).

6.3. Polymorphisme génétique d’IL1B

Le géne IL-1B est hautement polymorphe et transitions de bases entre C et T aux positions
—511 (C>T; dbSNP: rs16944), —31 (T>C; dbSNP: rs1143627) et +3954 (C>T; dbSNP: rs1143634)
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paires de bases du site transcriptionnel ont été largement rapportés. En particulier, les deux
premiers polymorphismes sont localisés dans la région du promoteur et présentent un fort
déséquilibre de liaison (EI-Omar et al., 2000)(Machado et al., 2001).

La substitution IL-1B —31T / C provoque la perturbation d'un motif de boite TATA et a été
trouvée pour affecter de maniére marquée l'affinité de liaison de plusieurs facteurs de
transcription (EI-Omar et al., 2000) , (Chen et al., 2006) , (Lind, Haugen et Zienolddiny., 2007) et
affecter ainsi l'activité de transcription de I'lL -1B (Chen et al., 2006) . L'IL-1B +3954 C / T dans
I'exon 5 est un polymorphisme nucléotidique unique (SNP). Des études in vitro ont montré que
—511T et + 3954T sont associés a une augmentation de la sécrétion d'IL-1p a partir de la sécrétion
de protéine IL-1p induite par le lipopolysaccharide (LPS) (Hall et al., 2004) (Hernandez-Guerrero
et al., 2003).

6.3.1. Association polymorphisme d’IL1B et cancer du sein

L'IL-1B agit comme une cytokine pro-inflammatoire et est principalement produite par des
monocytes et des macrophages activés (Xu et al., 2013). Dans le développement du cancer du sein,
I'IL-1B régule a la hausse la cyclooxygénase-2, augmente l'expression du facteur de croissance
endothelial vasculaire dans les cellules tumorales et participe a I'angiogenése causée par une
inflammation chronique (Esquivel-Velazquez et al., 2015). De plus, I'lL-1B induit la prolifération
des cellules cancéreuses du sein en augmentant l'activité aromatase qui convertit les androgenes
en cestrogenes et en augmentant 'activité stéroide sulfatase, qui convertit les cestrogenes conjugués
en cestrogenes a action libre. De plus, la leptine et 1'IL-1B, qui sont des adipocytokines pro-
inflammatoires, ont également un effet direct sur les cellules épithéliales du sein pour augmenter
la production d'aromatase et favoriser la croissance tumorale, la migration et lI'invasion par des

facteurs de croissance (Perrier, Caldefie-Chézet et VVasson., 2009).

Plusieurs études ont été menees sur la base de cette association étroite entre les niveaux d'IL-
1B et l'invasivité, l'agressivité et le grade tumoral élevé du cancer du sein (Escobar et al.,
2015)(Kurtzman et al.,, 1999). Une étude a montré que I'lL-1p était présente dans 90% des
carcinomes mammaires invasifs, et il a été suggéré que des niveaux élevés d'lIL-1p étaient associés
a une invasion tumorale et a une agressivité tumorale (Jin et al., 1997). Une autre étude a indiqué
que les tumeurs de grade |11 avaient des niveaux d'expression d'IL-1p plus élevés que les tumeurs
de grade | et Il, et que la protéine-1p inflammatoire des macrophages était associée a

I'inflammation (Chavey et al., 2007).
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Sur la base du role important de I'lL-1p dans le développement du cancer du sein, un certain
nombre d'études ont rapporté l'association des polymorphismes de I'lL-1f avec le risque de cancer
du sein. En raison de la petite taille relative d'une seule étude, les résultats sont incohérents (Ito et
al., 2002) premier rapport, rs1143627 est significativement associé au risque de cancer du sein
(CCvsTT: OR =1,82, IC a 95% = 1,03-3,23), en raison de la petite taille de I'échantillon (231
cas et 186 témoins), une validation supplémentaire diverses populations devraient étre faites. Une
autre étude cas-témoins de (Liu et al., 2006b) ont soutenu l'association dans une population
chinoise (CC vs TT: OR ajusté = 1,72, IC a 95% = 1,16-2,54).

En revanche, une analyse cas-témoins sur une population chinoise a suggéré que le génotype
-511 TT était un facteur de risque de cancer du sein(Liu et al., 2006b). De méme, le rapport
précedent sur le risque associé au polymorphisme de I'IL-1b (+3954 C> G) est incohérent. La
présence d'alléles mutants et de génotypes au site +3954 C> T est associée a un risque accru de
cancer du sein dans une population indienne(Pooja et al., 2012). Seules deux autres études ont
analysé ce polymorphisme, dont I'une a rapporté une association hautement significative entre
I'alléle mutant et le phénotype agressif du carcinome du sein défini par le grade histologique éleve,
les métastases des ganglions axillaires et la taille de la tumeur(Snoussi et al., 2005). La deuxiéme
étude a analysé sa corrélation avec la survie des patientes atteintes d'un cancer du sein(Grimm et
al., 2009). 1l a éte constaté que la présence d'un génotype mutant homozygote était associee a la
survie globale en analyse univariée mais pas en analyse multivariée. L’étude de (Pooja et al., 2012)
est le premier rapport suggérant I'association de I'alléle mutant et des genotypes de I'lL-1b (+3954

C> G) avec le risque de cancer du sein.
6.3.2. Association IL1B et le statut hormonal dans le cancer du sein

Il a été démontré que l'cestrogene influence la production de cytokines pro-inflammatoires;
Des etudes sur I'lL-1B et I'ILIRN et les cestrogeénes ont montré une réduction de la production
d'IL-1B en réponse a une exposition aux cestrogénes (Rogers et al., 2007). D'autres ont suggéré
que la famille IL-1, en particulier IL1IRN, est un médium important du microenvironnement du
cancer du sein en raison de sa relation avec le statut ER et PR (Miller et al., 2000); Dans 1’étude
de (Slattery et al., 2014), IL1RN était associé a des tumeurs ER + / PR +.

Il a été découvert que I'IL-1p se combine avec le récepteur des cestrogenes (ER) a, qui est un
facteur pronostigue du cancer du sein, entrainant une activation transcriptionnelle dans les cellules
cancéreuses du sein(Speirs et al., 1999). (Honma et al., 2002) ont montré que I'lL-1p pouvait
réguler la prolifération des cellules cancéreuses du sein grace a la production d'cestrogenes par des

enzymes catalysant les stéroides dans le tissu.
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2. Matériels et méthodes

Ce présent travail est une thématique proposé par Mme Eddaikra qui s’est déroulé pendant la
période de confinement lier & la pandémie covid19 du mois d’Avril jusqu’au mois de juillet 2020.

Rappelons que notre objectif principal était 1’étude du polymorphisme du
géne interleukinelB(IL1B) et ses associations pathologiques au cancer du sein en utilisant les bases
de données internationales et les outils bio-informatique open source.

Initialement notre travail « étude cas témoins » devait se réaliser a I’institut pasteur pour le
génotypage en collaboration avec Dr Zaabat N service d’immunologie et le CHU frantz fanon service

d’oncologie avec la collaboration du Pr CAID.

Sachant que nous ne pouvions ne pas réaliser notre stage pratique « extraction d’ADN, étude
phénotypique et génotypique » suite aux conditions de pandémie COVID19. Notre travail a été

réorienté vers une étude in silico bioinformatique.

Notre étude in silico est basée sur I'utilisation des bases de données protéomique et génomique
des bases de données open source pour la recherche du polymorphisme du gene I11B associés au
cancer du sein et ses interaction hormonal.

Nous tenons a préciser que le suivit de notre formation par notre promotrice s’est réalisé par

visioconférence pendant la durée de confinement.

2.1. Matériel
2.1.1. Matériel biologique

Pour répondre a notre problématique, nous avons adopté une méthodologie in silico basée sur
I'interrogation de bases de données open source : NCBI, UCSC genome browser, le navigateur du

génome Ensembl et Galaxy.

Les références et identifiants des sequences moléculaires (refseq gene) du gene IL1B
(Interleukine 1 Beta) que nous avons utilisées dans notre étude in silico sont présentés dans le tableau
.

Nous avons utilisé des séquences nucléotidiques transcrites et protéiques (format Fasta), ce
format nous permis de retrouver par la suite les SNPs avec leurs rs (références snip) associés aux au

cancer du sein.
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Tableau Il : Références et identifiants des séquences moléculaires (refseq gene) du géne IL1B

NCBI NA Format Source nbp Exon | Début et fin de la
Reference séquence
Sequence

IL 1B NM 000576. Fasta NCBI 7,025 b 7 Chr

3 p 2:113,587,332-

(refseq (GenBank

113,594,356
gene) )

IL 1B NP_000567. Fasta NCBI 269 aa - -

1

(refseq (Genpep)

proteine)

2.1.2. Matériel bio-informatique

Notre étude a nécessité¢ 1’utilisation du matériel informatique (ordinateur portable) et d’une

connexion internet a haut débit.

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 bioinformatiques sont répertoriés dans le

tableau I11.
Tableau 111 : Bases des données
Bases But d’utilisation url
de
données
NCBI Recherche de séquences et études https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
cliniques.
UCSCgenome | Visualisation du gene filtrer les données https://genome.ucsc.edu
browser des SNP codants.
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Ensembl Recherche de gene, de variantes et de https://www.ensembl.org/index.html
phénotypes.

Usegalaxy Recherche biomédicale https://usegalaxy.org/

ALFRED Recherche de pathologies associées https://alfred.med.yale.edu/alfred/index.a
sp

Disgenet Recherche de pathologies associées http://www.disgenet.org
Genemania Interactions moléculaires https://genemania.org

STRING Interaction protéine-protéine https://string-db.org

2.2.  Méthodes

Le protocole de notre étude est schématisé par ’organigramme (Fig 11).
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-5prim UTR

ALFRED ‘ ' ‘ - Codante synonyme
DIMETM _'L - Codante non synonyme

-3 prim UTR

Figure 11 : Méthode de recherche des SNP du géne IL1B
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2.2.1. Interrogation des bases de données
2.2.1.1. Outil NCBI

Principe

L’initiation de notre travail a sollicité 1’Interrogation de la base de données NCBI (National Center

for Biotechnology Information). C’est une base de données d’Information de littérature biomédicale et

de biomolécule. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Méthode

- Accéder a https://www.nchi.nlm.nih.gov/

- Lancer la recherche en introduisant notre mot clé caractérisé par le symbole de notre gene«

IL1B». Plusieurs possibilités vont nous permettre d’accéder au polymorphisme du gene d’intérét

- Choisir I’onglet « geéne ». Puis choisir et cliquer sur « IL1B Homo sapiens ». Une autre page va

s’ouvrir indiquant toutes les informations sur le géne d’intérét (Fig 12).

National L
T ational
<NCBI A Dasbases + (119 [seur | Neticnsl Cen e
Search NCBI = x N
rr————— =
et e st e Yo 14 105 S OB G52 908
Find GBI SARS.Cov-3 Harirn o i i covtaet RS M 1 1 1 -0 )
NCEI Home Weicome to NCBI
LIB
RefSeq Sequences +
at
Anatyze Resea
Literature Genes Proteins
Bookshelf [« ] [2]
st o . @
IL1B interleukin 1 beta [ Homo sapiens (human) ]
Items: 10 20 of 442 Page|t |of22 | Ned> | Last?> || bene D: 3553, updated on 23Ju-2020
© ses 2150 16 discontinued or replaced tems.
< Summary
Named Description Location Aliases MIM
Official Symbol 1L18
e interteukin 1 beta [Homo sapiens (human)) ~ Chromasome 2, NC_ A 147720 Official Full Name
1D: 3553 (112829751_112835 48 o] Primary source
[ interieukin 1 beta [Mys muscuius (house  Chromosome 2, NG_000085.7 IL-1beta, I See related
1D: 16176 mouse)] (126364560 129371164, complement) Gene type
RefSeq status
[ interieukin 1 beta [Ratfus norvegicus Chromosome 3, NC_005102.4 IL-1F2 Organism
1D: 24454 (Norway rat)] (121876256..121882637, complement) Lineage
it interleukin 1, beta [Danio rerio (zebrafish)]  Chromosome 10, NC_007121.7 ii1-b, zge- 111873 [T
1D 405770 (44956660..44963775) o
Summary T
e interieukin 1 beta [Bos taurus (cattie)] Chromasome 11, NC_037336.1
1D: 28125 (46543408.46551922, complement)
interleukin 1, befa [Gailus gailus (chicken)] ~ Chromosome 22, NC_006109.5 IL-1BETA, IL1beta
(5171644_5173380, complement)
interleukin 1 beta [Canis lupus familiaris Chromesome 17, NC_006593.3 -1
(dog)] (37019329..37033388, complement)
Expression
intereukin 1 beta [Sus scrofa (pig)] Chromosome 3, NC_110445 4 IL1B1 Orthologs
(43670126, 43677125)
Genome Browsers =
Y E;

Genome Data “Wiewer

See IL1B in Genome Data Viewer “Variation Viewer (GRCh37.p13)

“ariation Viewsr (GRCh

1000 Genomes Browser 1ere I )Osslblllté

Ensembl

836243, complement) eme T T

BS24356, complement) Hese 2 possibilité
Related information i

Crder cDMA clone

3D structures

= s T 20 ot

Figure 12 : les étapes de récherche dans le site NCBI
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2.2.2. Recherche des polymorphimes « SNPs »

Il existe plusieurs possibilités pour accéder au polymorphisme du géne d’intérét « IL1B »
plus particulierement les SNPs.
Afin de répondre a notre problématique nous avons choisi trois possibilités : UCSC,

Ensembl, et galaxy.

2.2.2.1. Outil UCSC

Principe
Le navigateur de génome d'UCSC est un navigateur de génome en ligne et télechargeable
hébergé par I'Université de Californie a Santa Cruz.
Le site Web sur la bio-informatique du génome de 1’Université de Californie a Santa

Cruz (UCSC) a I’adresse http://genome.ucsc.edu fournit des liens vers divers outils d’analyse

du génome, notamment le Navigateur de génome d’UCSC, un outil graphique permettant de
visualiser une région spécifique d'un génome et une collection de «pistes» d'annotations
alignées. Un autre outil du site Web, le navigateur de tables UCSC, fournit un acces pratique
aux tables de la base de données MySql sous-jacent aux annotations du navigateur de
génome. Les deux navigateurs prennent en charge une fonctionnalité de suivi des annotations
personnalisée qui permet aux utilisateurs de télécharger leurs propres données a des fins

d'affichage et de comparaison (Kent ez al., 2010).

Meéthode

e Accéder a https://genome.ucsc.edu

e sélectionner : le taxon, ’espéece

e lancer la recherche en introduisant le symbole du géne « IL1B »

esimplifier I’affichage en masquant toutes les pistes de donnée en appuyant sur « hide
all », puis on activer les pistes suivantes en cliquant sur pack : common SNPs\ ALL SNPs
\ Flagged SNPs pour variation, et Old UCSC genes \ UCSC all events pour Genes. Puis

on clique sur actualiser (refresh).

24


http://genome.ucsc.edu/
https://genome.ucsc.edu/

Matériel et Méthodes

On obtenir un trés grand nombre de SNP avec leurs numéros a I'écran, dont : les rouges
sont des SNPs codants non synonymes, les verts sont des SNPs codants synonymes, les bleus
sont les SNPs des régions d’épissage ou des régions non traduites et les noirs représentent les

SNPs des régions ironiques.

Human hg38 Ov1749132967-45168674 UCSC Genome Browser v386 - Google Cvome

SANT CAUT Senomics. S0STR. Genome Browser € 50 b prmcn 3

ucsc Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh'.\BIthS) Assembly

Genomes  GenomeBrowser  Tools Mirrors Downloads My Data Projects Help Abou

Our tools 11749 132,067.49 160 874 36,908 bp =

= Genome Browser , N — S - — e
interactively visualize genomic data

= BLAT
rapidly align sequences to the genome

= Table Browser
download data from the Genome Browser database

® Variant Annotation Integrator
get functional effect predictions for variant calls

= DataIntegrator
combine data sources from the Genome Browser database - Il

® Gene Sorter
find genes that are similar by expression and other metrics
® Genome Browser in a Box (GBiB)
run the Genome Browser on your laptop or server
= In-Silico PCR
rapidly align PCR primer pairs to the genome
= LiftOver
convert genome coardinates between assemblies
= Track Hubs
import and view external data tracks

More tools... -
> o
- o= - L
s ®
Atlas
Moo v = s soee
Regulation
oG s QReoAca
cmum. Genomics
Con >~'mlu ) Cons “F imates Pomate ChainNet
hide hde hide

Venebrate ChanyNet
Nde

SIS, R, MmN Common R re(146) SQMMON Commen

Lo St i N SNPs(147) G mon SNPS(148)  Snpe(144) SNPs(142)
pock v ™ hos v Wde v

Common SNPs(141) ALSNPs(151) ALSNPs(150)  ALSNPs(147) AN ALSHPS143

hide v [ pock v [

N y 5 y Elagoed n
f;u:ref:mz A”‘ENP)'HH SNPs(151) F,\:\%gtd;:NFhlVN) im‘)g\’-‘ﬂ SNEs(147) ‘!"’slu'
hde ¢ hide

; > Flagosd Flagoed < 5

g:zmv)m,mm‘ SNPs(142) SNPs(141) M;.IL‘N'bn:_n "::‘_Lk“_b‘m’ nmlmfs«mh
hide. hide.

Mull SNPs(146) Mull SNPs(144) Mull SNPs(142) Mult SNPs(141) DGY Struct Var

hide v Nide v hide v hde v hide v

P12 RepaatMasier Interrupted Rots &m‘“m Microsatelie Segmental Dups  Self Chain

Sl B hide v o hde v hide ¢ hide v

Genomes  Genome Browser  Tools Mirrors My Data Proj
TEFRETOWEE Select Fields from hg38.snpiSi1iCommon
~ Din
Use this program to retrieve the data associated with a track in text format, to calculate intersections between tracks, al = |lchrom Reference sequence chromoson
Using the Table Browser for a description of the controls in this form, the User's Guide for general information and samj B C RO TS e e IStea i POSRION IO IAEON T
software features and usage. For more complex queries, you may want to use Galaxy or our public MySQL server. To - f_';';:g’%’_ 5:; Sgsggg r'gncc';'cér:,p G T
datato GREAT. Sgnu 1a 10 Genomespace for use with aw_erse computational tools. Refer to the Credits page for they - score Not used
downloaded in their gikrety from the Sequence apg Annotation Downloads page - |stranga YWwhich DNA strand contains the <
clade: Mammal v enome:  Human v embly: Dec. 2013 (GRCh3&/mg3s) v retNCsi Reference genomic sequence Trc
- = refuCsCcC Reference genomic segquence fre
grﬂup Variation ' Tﬂck CnmmonSNPs(151l wm — observea T he sequences of the observed
table: snp151Common ¥ | | describe table schema moilType Sample type from exemplar subr
B @ " ¥ " class CTlass of variant (single, in-adeil, n:
region: genome position chri7:49,132,769-49,176 838 lookup || define regions N alidation status of the SNP
identifiers ( ions): | pastelist | upload list avHet Average heterozygosity from all s
fIItEI" create avHel1sSE Standard Error for the average n
: - func Functional category of the SNP (
intersection: | create locType Type of mapping inferred from s
correlation: | creats - lweight The quality of the alignment: 1 =
: exceptions Unusual conditions noted by UC:
output format: selected fields from primary and relaled tables ¥  Send outputto [ Galaxy | GREAT | GenomeSpace submitterCount Number of distinct submitter han
output file: (leave blank to keep output in browser) Sasb A bers List of submitter handies
) - - ! - lalleleFregCount Number of observed alleles with
file type saturned: © plain text © gzip compressed - |laneies Observed alleles Tor which fregu
- lalleleNs Count of chromosomes {(2N) on
get oulfpul | | summarystatistics -~ lalleleFreqgs Aldlele Trequencies
Ditriel SNP attributes exiractead from dio
To reset all user cart settings (including custom tracks), click here. get output cancel check an clear an

Figure 13 : Méthode de recherche des SNPs sur le navigateur UCSC. https://genome.ucsc.edu
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e Sélectionner ;
v Assembly : GRCh38/hg38
v Group : Variation
v" Track : Common SNPs(151)
v’ Table : snp151Common
v" Region : position (ces coordonnées seront la position du géne (IL1B)

v Pour limiter a quelques colonnes, choisissez : Output format : “selected fields from

primary and related tables”
v' Appuyer sur “get output”
- Une deuxieme table apparait

e Sélectionner uniquement ces champs : bin, chrom, chromStart, chromEnd, name, score,

observed, func, allele Freq Count.
e Appuyer sur “get output

¢ On obtient une liste des SNPs du géne IL1B

2.2.2.2. Outil Ensembl genome browser

Principe

Le projet Ensembl https://www.ensembl.org/index.html a été initialement lancé en 1999

dans le but de développer des méthodologies pour I'annotation automatique de la séquence

génomique (humaine) avec les genes et leurs transcrits constitutifs.

Il fournit une multitude de données génomiques librement disponibles et accessibles pour
les chercheurs en génétique, en génomique et en biologie moléculaire. Ce navigateur nous
permet de filtrer les données des SNP codants : promoteur \ exon du géne IL1B (Newman et
al., 2018).

Méthode

- Accéder a la page d’accueil du navigateur Ensembl genome browser via le lien

http://www.ensembl.org (Fig 14)
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- Choisir I’espéce « human » et introduit le symbole de notre géne d’intérét « IL1B »dans
la zone de recherche.
- Par la suite une page s’affiche avec toutes les informations concernant le géne IL1B :

description, synonyme du géne, localisation du géne, et les transcrit du géne.

- Cliquer sur « séquences » nous obtenons la séquence FASTA nucléotidique ou protéique
des exons ou des séquences codante synonyme et non synonyme, des introns, 5prim UTR, et

3prim UTR. Dans ce cas une configuration est nécessaire dans 1’onglet « configure this page ».

- Cliquer sur "Variant table" dans la sequence « genetic variation » pour obtenir un
tableau décrivant toutes les variantes dans les régions du gene IL1B nous obtenant un tableau
des rs (références snip) des SNPs associés ou non a des pathologies et stockés dans des bases
de données.

- Cliquer sur variant image une image de differentes descriptives de notre requéte va

s’afficher.
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STIBLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

Tools BioMart > BLAST/BLAT > Variant Effect Predictor >
Al fools Export custem datasets from Search our genomes for your DNA  Analyse your own variants and
Ensembl with this data-mining ool or protein sequence predict the functional
consequences of known and
unknown variants
Search
[RE] { Go
eg. BRCAZ or rat 5:62797383-63627669 or rs699 or coronary heart disease
All genomes Favourite genomes #

- Select a species - v

W) Human
F ll GRCh38p13
Stllusing GRCh372

Pig breeds
Pig reference genome and 12 additional breeds

B Mouse

near the top of your search by

New Search
<all Species Only searching Human v J[R]] “

13 results match IL1B when restricted to

Only searching Human

Restrict category to:

1L1B (Human Gene)

Gene 3 ENSG00000125538 2:112528751-112836816=-1
_ . Interleukin 1 beta [Source:HGNC Symbol;Ace: HGNC:5992]
ranscript ¢ INTERLEUKIN 1-BETA: IL18[*147720] (MIM gene record: description: INTERLEUKIN 1-BETA: L18: L1~
GeneTree 1 BETA,) is an external reference matched to Gene ENSGO0000125538
\erient table + Phenctypes » Location » Extemal Refs. » Regulation » Orthologues
Protein Family 1

1L1B-208 (Human Transcript)
ENST00000496280 2:112832913-112836779:-1
Interfeukin 1 beta [Source:HGNC Symbol,Ace:HGNC:5992)

0 % s 10 Location + ExtemalRefs. » cDNAseq. » Evons » Varianttable » Population
1L1B-201 (Human Transcript)

ENST00000263341 211282575 1-112836778:-1
Interleukin 1 beta [Source:HGNC Symbol,Ace:HGNC:5992]

Standard  Table Location + ExtemalRefs. » cDNAseq. » Evons » Vaianttable + Protsinseq » Population + Protein summary
1L1B-202 (Human Transcript)

Tip: ENSTO0000416750 2:112832785-112836702-1

Interleukin 1 beta [Source:HGNC Symbol;Ace: HGNC 5992

You can choose which results appear
Pp Locafion + Extemal Refs. » cDNAseq. » Exons « Variant table + Protein seq. » Population + Protein summry

Gene: IL1B enscooonoi2553

Description interieakin 1 beta [S

L-18, IL1-BETA, IL

IGNC SymiolAcc HGh

Gene Synonyms

Location verse strand.

About this gene

Transcripts

Summary @

Name
CCos
UniProtkB
RefSeq

Ensembl version

Other assemblies
View this locus in the GRCh3T archive: E!
Gene type Protein coding
Annotation method Annotation for this gene includes both automatic annotation from Ensembl and Havana manual curation, se2 article

T

|-
Variant table
Variant image
Structural variants

|-

Goto Begion in Detail for mogs tracke, tion ootinns o 0 zaoming)

T pES
- Genetic Variation
Exons IL1Bexons Al exons in this region
Gene expression Markup  loaded

Pathway

Regulation

External references

Supporting evidence
- 1D History

L Gene history

>chromosome : 837416:-1

¢ Configure this page

2N Custom tracks

th Download sequence

GAAAGCCATAAAAACAGCGAGGGAGAAACTGOCAGATACCAAACCTCTTCGAGGCACAAG
GCACAACAGGCTGCTCTGGGATTCTCTTCAGCCAATC TTCATTGCTCARGTATGACTTTA
ATCTTCCTTACAACTAGGTGCTAAGGGAGTCTCTCTGTCTCTCTGCCTCTTTGTGTGTAT
GCATATTCTCTCTCTCTCTCTCTTTCTTTCTCTGTCTCTCCCTCTCCTTCCCTCTCTGCC
TCCCTCTCTCAGCTTTTTGCAAARATGCCAGGTGTAATATAATGCTTATGACTCGGGAAA
TATTCTGGGAATGGATACTGC TTATCTAACAGCTGACACCCTAAAGGTTAGTGTCAAAGT
CTCTGCTCCAGCTCTCCTAGCCAATACATTGCTAGT TGGGGT TTGGTTTAGCAAATGCTT
TTCTCTAGACCCARAGGACTTCTCTTTCACACATTCATTCATTTACTCAGAGATCATTTC
TTTGCATGACTGCCATGCACTGOATGCTGAGAGAAATCACACATGAACGTAGCCGTCATG
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F¢ Bookmark this page
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Figure 14 : Méthode d’utilisation d’outils Ensemble genome browser. http://www.ensembl.org
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2.2.2.3. Outil Galaxy
Principe

Galaxy est un flux de travail scientifique ouvert, de l'intégration des données, de la
persistance d'analyse et une plateforme de publication, Galaxy est utilisé pour I'expression des
geénes, ’assemblage du génome protéomique, épigénomique, transcriptomique, et une foule

d'autres disciplines dans les sciences de la vie (Zhanjiang J Liu., 2017).

Méthode

Pour télécharger les données sur la plateforme galaxy. On se rend sur le site
https://usegalaxy.org/ , on clique sur « Get Data » puis sur « UCSC Main tabele browser», une

page s’ouvrira, on repmlit les informations nécessaire pour Exon avec la position de notre gene
« IL1B » et on clique sur « get output » ceci nous conduira vers une autre page ou on fera
d’autre réglage et on clique sur «send query to Galaxy », on attend quelque second pour

visualiser la liste des Exon. On refait la méme chose pour les snps (Fig 15).
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Galaxy

Tools

Unnamed history
Get Data

Collection Operations
‘GENERAL TEXTTOOLS
Text Manipulation

JTech 2020 Scholarship: CSHL Biological Data
Science

O i istory s ety You can bond
‘your oun data o gt data from an

Filter and Sort extomal source

Join, Subtract and Group
Datamash

‘GENOMIC FILE MANIPULATION
FASTA/FASTQ

FASTQ Quality Control
SAM/BAM

8ED

VCF/BCF

Nanopore

Convert Formats Y Ape
< A

T e e =

=_~
searckh tools L > ]

Foaster Deowvuvrilcosmcl ssrecl Esctrsactt
Freomcil=m ew FOOS T Formmat Frooren P BT
=4 S

e vrrraflicmact snracl Exxtrcsact FRaoacls &
ER O Fesarsaat fresrwn DI BT S e

-

EEI Seomrcks b sk tainr
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e ESL

seamrchy rescalt=s
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el I E s e e
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Arplcrenell File Froarem S oiar cosrr pruater
A= Pl toaksle Esraawmer= e
L e L
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Table Browser

Use this program to retrieve the data associated with a track in text format, to calculate intersections between tr|
help in using this application see Using the Table Browser for a description of the controls in this form, and the 4
more complex queries, you may want to use Ga or our public MySQl server. To examine the biological fund]
data to GREAT. Refer to the Credits page for the list of contributors and usage restrictions associated with thesq
Sequence and Annotation Downloads page

group(\FGEnss and Gene Predictions ¥y

escribe table schema |

1 gsse;bl‘y: | Dec. 2013 (GRCh38/hg38) v |

trackC GENCODE v32 [ add custom tracks | track hubs |

region: position [chr2:112,829,751-112,836,84 | [[lookup | [ define regions |
identifiers (| 1s): [ paste list | [ upload list |

filter: | create e
fiter:creste | _‘ PositionIL1B
intersection:

correlation: | create |

output format: | BED - browser extensible data
output file: |
file type returned:

~ | Send outpUT 10 & Gam@xy T GREAT
| (leave blank to keep output in browser)
© gzip compressed

) plain text

summary/statistics |

To reset all user cart settings (including custom tracks), click here

Table Browser

Use this program to retrieve the data associated with a track in text format, to calculate intersections between tracks, o
help in using this application see Using_the Table Browser for a description of the controls in this form, and the User's
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Figure 15 :

Meéthode d’utilisation d’outils Galaxy. (https://usegalaxy.org/ )
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v Trouver les exons avec le plus de SNP
Dans le menu des outils de Galaxy, on cliquer sur « Join tool the intervals of two datasets
side-by-side», une page s’ouvrira sur Galaxy, on repmlit les informations nécessaire suivantes :
e “Join” : sélectionner « EXons ».
o “With” : sélectionner« SNPS ».
e “with min overlap” : sélectionnez « 1 ».
e “Return” : sélectionnez « Only records that are joined (INNER JOIN) », ce qui signifie
que seules les correspondances sont incluses dans la sortie (c'est-a-dire uniquement les
exons contenant des SNP et uniquement les SNP qui tombent en exons).

e Cliquer sur « Execute ».

v' Compter le nombre de SNP par exon

On va utiliser ’outil « Group tool data by a column and perform aggregate operation on
other columns » et on remplit les informations:

o “Select data” : sélectionner le “output dataset” de “Join tool”

e “Group by column” : Column: 4 (la colonne avec les ID d'exon)

e “Insert Operation” .

e 1 : Operation

e “Type” . Count

® “On column” : Column: 4

e Cliquer sur « Execute » pour effectuer le regroupement.

v Trier les exons par nombre de SNP
On va sur « Sorttool data in ascending or descending order » puis on remplit les
informations suivant :
o “Sort Query”: Output de Group tool
e “Column Selections” .
o1 : Column Selections

’

e “on column” : Column : 2
e “in” : Descending order
e “Flavor”: Fast numeric sort (-n)

e Cliquer sur « Execute ».
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v’ Sélectionnez les cing premiers exons

Pour sélectionner les cing premiers exons on va sur « Select first Tool lines from a
dataset » ensuit on remplit ces information :

o “Select first” : « 5 »,

e “from” . «le output de Sort tool ».

e Cliquer sur « Execute ».

v' Récupération des informations d'exon
Aprés toutes les étapes passees, on prend notre résultat et comparer avec note Exon par
I’outil « Compare two Datasets tool to find common or distinct row » qui est sur Galaxy dans
la barre des outils et une page s’ouvrira sur Galaxy pour remplit quelque info :
e “Compare” . « EXons ».
e “Using column” : « Column: 4 ».
e “against”. «the output from Select first tool».
e “Using column” . «Column : 1».
e “to find”: «Matching rows of 1st dataset».
« Cliquer sur « Execute ».
Enfin, on s’affichage notre données dans le navigateur genomique UCSC par un clique
sur « display at UCSC main » qui on le trouve sur notre fichier qui est sur historique.
Comme vous avez pu le constater, enchainer toutes ces étapes est fastidieux. C’est
pourquoi il est intéressant d’automatiser leur enchainement. Pour cela nous allons créer un
workflow. On rend sur « History Options » puis ou choisir sur le menu « Extract Workflow ».

En final on sauvegarder notre « workflow » (Fig 16).
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Fommw 0
Datgets

Compae
I
) apiet

Qotfiel 0

Figure 16 : L’organigramme de notre travail sur Galaxy

2.2.3. Identification d’association pathologique

2.2.3.1. Outil ALFRED
Principe

ALFRED (The ALlele FREquency Database) est concu pour stocker et diffuser les
fréquences d'alleles sur des sites polymorphes humains pour plusieurs populations,
principalement pour les communautés de la généetique des populations et de I'anthropologie
moléculaire. Actuellement, ALFRED dispose d'informations sur plus de 180 sites polymorphes
pour plus de 70 populations. ALFRED est concu pour que les données sur la fréquence des
alleles sur des échantillons de population humaine soient facilement accessibles aux

communautés scientifiques et éducatives (Osier et al., 2001).

Méthode

e Accéder a la page d’acceuil via le lien (https://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp)
(Fig 17)

e Remplir les champs de recherches par le symbole du géne IL1B pour générer les

résultats de la recherche sous forme de tableau avec les « rs » lié a des pathologies
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e En cliquant sur chaque « rs » deux pages sont générées : 1’une vers une description

du site ALFRED et I’autre vers une description du site dvbar.

ALFRED The Al lele FREquency Database

ATFRED is a resource of gene frequency data on human populations
supported by the Yale Center for Medical Informatics

= Ethics - = Summaries = Documentation

ALFRED is designed to make allele frequency data on human population samples readily
available for use by the scientific and educational communities.

[We are happy to inform our users that the ALFRED web interface will continue from the same URL after March
lof 2019. Since the funding that supported ongoing data curation and new data addition and expansion has ended.
we will no longer be able to support those functions. Ongoing support for the web-interface and the back-end
[database will be provided by Yale Center for Medical Informatics (Y CMI)

ATFRED now has data on 664,708 polymorphisms. 762 New to ALFRED?

populations and 66,726,252 frequency tables (one population Click Here
[Tour ALFRED tvped for one site)

Latest Newsletter?
IALFRED FA uick Keyword Search: i
Q Qi 3 Register
[Data Downloads
SLaposales ALFRED News

lResister If you are not sure about the exact chromosome and do

not know the UID, type in the gene symbol, SINP name or
rsnumber to search for a SINP.

Go
lCcontact us Search Type: Search Tables:
Any part of = Locil¥ Sites ¥

AT FRED flyver

Go

Figure 17 : Page d’accueil du site ALFRED
https://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp

2.2.3.2. Outil DISGENET

Principe

DisGeNET est une plate-forme de découverte compléte congue pour répondre a diverses
questions concernant le fondement génétique des maladies humaines. DisGeNET contient plus
de 380 000 associations entre plus de 16 000 genes et 13 000 maladies, ce qui en fait l'un des
plus grands référentiels du genre. DisGeNET intégre des bases de données sélectionnées par
des experts avec des données extraites au format texte, couvre des informations sur les maladies
mendéliennes et complexes et inclut des données provenant de modeéles de maladies animales. 11
présente un score basé sur les preuves a I'appui pour prioriser les associations gene-maladie
Ainsi, DisGeNET offre 1’une des collections les plus complétes d’associations géne-maladie
humaines et un ensemble précieux d’outils pour étudier les mécanismes moléculaires sous-
jacents aux maladies d’origine génétique, congus pour répondre aux besoins de différents
profils d’utilisateur, notamment les bioinformaticiens, les biologistes et les professionnels de la

santé (Pifero et al., 2015).

Méthode

e Accéder a la page d’accueil plate-forme de découverte DigestNet via le lien

http://www.disgenet.org (Fig 18).
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o |l suffit de mettre le symbole du géne IL1B dans la zone de recherche et tableau
contenant un ensemble d’informations concernant les associations pathologiques est

génére.

Home About Search Browser APl Downloads Cytoscape RDF disgenet2r Help Covid-19

® genes
diseases variants

LB E

Examples: APP, PO4637, histone deacetylase 1

Hold "ctri” key for selecting multiple genes
IL1e

Entrez Identifier: 3553
Gene Symbol: IL1B
Uniprot Accession: P01584
Full Name: interleukin 1 beta
Protein Class: None
DPI: 0.962
DSI: 0.278
pLi: 0.13005

Summary of Gene-Disease Associations

Figure 18 : Page d’accueil du site DigestNet. (http://www.disgenet.org/search)

2.2.3.3. Outil GenMania
Principe

GeneMANIA est un site Web flexible et convivial destiné a générer des hypotheses sur
la fonction des genes, a analyser des listes de génes et a hiérarchiser les génes pour des tests
fonctionnels. A partir d’une liste de génes interrogés, GeneMANIA trouve des geénes
fonctionnellement similaires a I’aide de données génomiques et Protéomique. GeneMANIA
est une autre utilisation de la prédiction de la fonction des genes. Avec un seul géne
d'interrogation, GeneMANIA trouve des génes susceptibles de partager une fonction avec géne

IL1B en fonction de leurs interactions (Franz et al., 2018).
Méthode

Le lien « http://genemania.org» nous permet d’avoir un accés sur la page recherche de

GenMania. Nous introduisons dans la zone recherche le symbole du géne IL1B. Nous pouvons

par la suite grace a une sélection dans un menu déroulant choisir les parameétres des interactions
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que nous voulons pour notre travail puis lancer la recherche. En cliquant sur enregistrer nous

obtenant la figure sous forme d’image.

GENEMANIA

Clear all history

Figure 19 : Page d’accueil du site GeneMania.
(http://genemania.org/data )

2.2.3.4. STRING
Principe

La base STRING est I’'une des ressources les plus complétes. Elle posséde une trés bonne
interface de navigation permettant ’exploration et la visualisation des associations protéine-
protéine connues et prédites a partir de différents criteres : voisinage physique des génes sur le
chromosome, existence d’un événement de fusion entre deux génes, co-occurrence de deux
genes dans différentes espéces, coexpression des genes, interaction protéique connue obtenue
expérimentalement, cocitation des genes ou protéines dans une référence bibliographique (Tagu
et Risler., 2010).

Méthode

e Accéder a la page d’accueil plate-forme de STRING via le lien https://string-db.org/
(Fig 20)
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e Remplir dans la zone de recherche le nom de la protéine «IL1B » et de

I’organisme « homo sapiens » puis cliquer sur chercher.

e Plusieurs possibilités vont nous permettre d’accéder au « IL1B » sélectionner un qui

correspond et appuyez sur Continuer pour obtenir la figure.

%7 STRING

Protein by sequence
Multiple proteins

Multiple sequences

Organisms

Protein families ("COGs")

Proteins with Values/Ranks NeW

Search  Download  Help My Data

Single Protein by Name / Identifier

Protein Name

Organism

Figure 20

: Page d’accueil de STRING. (https://string-db.org/)
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3. Résultats et Discussion

3.1. Résultats

3.1.1. NCBI

L’interrogation de la base de données « NCBI » nous a permis d’obtenir les informations
associées au géne IL1B « humain » (tableau 1V). Les résultats de la recherche montre que ce
géne IL1B humain est caractérisé par un profile polymorphique caractérisé par un trés grand
nombre de SNP.

Tableau 1V : Références Genbank « NCBI » du géne humain IL1B

NCBI

Nature Nucléotide
Source Homo sapiens (humain)
Organisme Homo sapiens
Locus NG 008851
Bp 14020bp
RNAmM linéaire
Accession NG_008851
Version (Séquence Reference de NG_008851.1

NCBI)
Cytogenétique localisation ou 2014.1

map
Synonyme IL-1B ; IL1-BETA ; IL1beta ; IL1F2
Nom interleukin 1 beta
Alias symbole (HGHC : HUGO IL1B

Gene Nomenclature commette)
Gene groups Interleukins
Nombre d’exons 7
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Nb des SNPs

2440

3.1.1.1. Transcrits du géene IL1B

Les résultats de I'interrogation de la base de données NCBI montrent que le géne IL1B a

éte transcrit en deux variantes (Tableau V).

Tableau V : Transcrits du géne IL1B

Variantes de Transcript_ID Longueur | Nombre | Exons Emplacement
transcription de d’exons | codants
variantes
Variante 1 NM_000576.3 | 1507 bp 7 7 | Chr2:112,829,751-
112,836,779
Variante 2 XM_0170039 | 1502 bp 6 _ Chr2:112,829,758-
88.2 112,836,843
3.1.1.2. Isoformes du géne IL1B

Les résultats de I’interrogation de la base de données UniProtKB montrent que le géne

IL1B présente trois isoformes

Tableau VI : Isoformes de la protéine IL1B

Isoformes poids de résidu Charge Poids moléculaire Nombre de
résidus
CoIWV2 114,633 g/ mol | -10,5 16392,54 g / mol 143 aa
CaJsc2 114,649 g/ mol | -11,5 14331,16 g/ mol 125 aa
C9JVKO 115,346 g/ mol | -12,0 12803,44 g/ mol 111
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3.1.1.3. Résultats d’alignement Blastn

Les résultats de 1’alignement de la séquence FASTA du géne IL1B sont représentés par

la (Fig 21) et le tableau VI1. (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

Tableau VII : Séquences produisant un alignement significatif

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download  Manage Columns ' Show )
(] selectall 1sequences selected GenBank  Graphics  Distance tree of results

Max Total Query E | Per

Destipin Score Score Cover value  Ident fucassn
Homo sapiens chromosome 2, GRCh38.p13 Prmary Assembly 93 325 100% 00 99.86% NC_000002.12
D Homo sapiens chromosome 19, GRCH38.p13 Primary Assembly 500 177 9% 0004 B298% NC_000019.10
(] Homo sapiens chromosome 6 GRCh38 013 Primary Assemily &5 123 5% 018 9062% NC_000006.12
(] Homo sapiens chromosome § GRCh3 013 Primary Assemily 446 837 4% 018 B8537% NC_000009.12
(] Homo sapiens chromosome 3 GRCh3 13 Primary Assemly 837 244 3% 085 B44d% NC_000003.12
(] Homo sapiens chromosome 7, GRCh3 13 Primary Assemly 87 124 4% 065 BB5T% NC_000007.14
(] Homo sapiens chromosome 13, GRCh38.pt3 Primary Assembly 437 283 1% 065 8A11% NC 000013 H

L’identifiant de notre requéte Alignement est ID : NM 000576.3 chez I’homme pour
I’interleukine 1 beta (IL1B), transcrit variant. L’alignement de la séquence nucléotidique a
généré une longueur de 1507 avec 27 hits de Blast contre 293 séquences d’espéces différentes.
Nous avons retenus que ceux qui ont un score de similitude de 99% faisant référence a 1 hit de

Blastn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences

Query
1 300 600 900 1200 1500

Figure 21 : Résumé graphique de ’alignement
(https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi)
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3.1.1.4. Variantes NCBI

La recherche du polymorphisme du géne humain « IL1B» par dbvar NCBI a généré 102
variantes. En revanche seulement 18 études sont associées au gene « IL1B » chez I’homme

jusqu’a aujourd’hui (Tableau VIII) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar)

Tableau VII1 : Nombre d’étude cliniques des variantes du géne IL1B chez ’homme

Number of Studies: 18
iS:tu Cly Crganism | Study type :;;':;Dnir PCEICEIE
nstd102 human Case-Set 52403
nstd3a & human Case-Set 20391
estd240 hurman Case-Set =
nstd11 human ;Lg;:_‘?;l's hate ned- 151
nstd1&56 hurman Control Set 204723
nstd 159 hurman Case-Control 2181
Nstd1532 human Collection 1521
nstd151 hurman Case-Set 49339
nstd122 hurman Case-Control p=R= i
nstdi113 human Case-Set D10
Nstd 100 human Case—Control FO319
estd211 hurman Case-Set 100
nstdss hurman Case-Control 1415
nstdSa human Case-Control 31345
estd197F human Contral Set 232775
estd192 human Collection 51187
nsid1&6 human Control Set 1290
nstd128 hurman Callection 1325521

3.1.2. UCSC génome browser

Le navigateur UCSC nous a permis d’obtenir la localisation chromosomique du géne
IL1B (Fig 22) et une piste des rs représentées par les numéros d’accessions des SNPs communs

et des SNPs Flagged et de tous les SNPs (Fig 23).

e Common SNPs(151) qui ont une fréquence allélique mineure d'au moins 1% et sont mappés

a un seul emplacement dans l'assemblage du génome de référence.

e All SNP (151) qui ont été mappés a plusieurs emplacements dans I'assemblage du génome

de référence.

e Flagged SNPs(151) marqués comme cliniquement associés par dbSNP, mappés a un seul
emplacement dans l'assemblage du génome de référence, et non connus pour avoir une

fréquence allélique mineure d'au moins 1%.
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Dans la section Options de coloration de la page des commandes de piste, les termes de
fonction sont regroupés en plusieurs catégories, affichées ici avec des couleurs par défaut :

Locus: en amont/en aval du géne, intron variant

Coding - Synonymous: variant synonyme

Coding non synonymous : gain de fonction, faux sens variant, perte de fonction,

changement du cadre de lecture, site d’épissage donneur et accepteur

Untranslated: 5> UTR variant, 3> UTR variant, non codant variant.

ot o) TN

Figure 22 : Localisation chromosomique du géne IL1B (ch2 ql14.1).
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Figure 23 : Liste de tous les SNPs positionnées sur le gene IL1B via UCSC Génome Browser

https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks
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3.1.3. HUGO (Gene Nomenclature committe)
La configuration des pistes de SNP de UCSC nous a conduit dans vers un autre lien

(http://hgdp.uchicago.edu/cgi-bin/gbrowse/HGDP/). Ce dernier nous permet de visualiser les

références snip « rs » liées au gene IL1B (Fig 24). Aussi la figure 25 visualise la distribution
des alléles ancestraux et des alleles dérivés pour chaque rs.
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Figure 24 : Les différents SNPs du lien HUGO. http://hgdp.uchicago.edu/cgi-
bin/gbrowse/HGDP/
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Figure 25 : Distribution des alleles ancestraux et des alléles dérivés du rs11687624

http://hgdp.uchicago.edu/cgibin/alfreqs.cqi?pos=113272063&chr=chr2&rs=rs
11687624&imp=false
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3.1.4. Ensemble Genome Browser

Les résultats obtenus par le navigateur Esembl genome browser Human Assembly nous a
permis de rassembler les informations représentées par le tableau 1X et (Fig 26).

Tableau IX : Variantes de transcription du gene IL1B

Name Transcript ID bp Protein Biotype CCDs
IL1B-201 ENSTO00000263341.7 | 1507 269aa | Protein coding CCDS21026

IL1B-203  ENSTO00000418817.5 | 581 143aa I Protein coding -

IL1B-204  ENSTO000004320158.5 | 581 125aa I Protein coding -

IL1B-202 ENSTO0000416750.1 | 530 111aa I Protein coding -
IL1B-207 ENST00000481056.5 | 1617 | No protein || Processed transcript -
IL1B-208 ENST00000496280.5| 849 | No protein || Retained intron -
IL1B-206 ENSTO0000487639.1 | 654 | No protein || Retained intron -

IL1B-205 ENSTO0000477398.1 | 571 | No protein || Retained intron -

B N N

< IL1B-201

protein coding
—a Reverse strand 7.03 kb
Statistics Exons: 7, Coding exons: 6, Transcript length: 1,507 bps, Translation length: 269
residues
iGene: IL1B ENsG00000125538
Description interleukin 1 beta [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:5992 ]
Gene Synonyms IL-1B, IL1-BETA, IL1F2
Location Chromosome 2: 112 829 751-112 836,816 reverse strand.

GRCh38:CM000664.2

IAbout this gene This gene has 8 transcripts (splice variants), 257 orthologues, 7 paralogues, is @ member
of 1 Ensembl protein family and is associated with 1 phenotype.

Figure 26 : Structure du géne IL1B selon Ensembl génome browser
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3.1.5. Galaxy

Notre analyse sur la plateforme Galaxy « Usegalaxy » nous a permis d’avoir les
informations associées au géne IL1B « humain ». Ou elle nous a permis d’obtenir 05 exons qui

ont le plus grand nombre de polymorphismes nucléotidique simples (SNP).

Le téléchargement des données des exons et SNPs sur la plateforme permis d’affiché une
liste de 18 régions pour les exons et 28 pour le SNPs sont présentent dans les tableaux (Annex01
: Annex02), donc chaque ligne représente un exon (ou SNP) ; les trois premiers colonnes sont

I’emplacement génomique et la quatriéme colonne contient le nom « ID » de ’exon (ou SNP).
v Trouver les exons avec le plus de SNP

Le résultat de notre fusion de deux fichier « Exon&snp » a permis d’obtenir 10 régions
qui correspond les exons les plus de SNP qui sont présentés dans le tableau X ; les six premiers
colonnes correspondent aux exons, et les six derniers colonnes correspondent aux SNP, tandis

que la colonne 4 contient les ID des exons et la colonne 10 contient les ID des SNPs.

Tableau X : les regions qui correspond les exons le plus de SNP.

Chro Str Thick Thick ItemR BlockC Block BlockS
Start End Name .
m Score and Start End GB ount Sizes tarts
chr ENST00000263341.7_cds_ 11283 11283 rs1143
1283 12832 chr2
2 2.0 _chr2_112832662_r 2812 2813 634
2661 826
chr ENST00000418817.5 cds_ rs1143
1283 12832 chr2 12832 12832
2 0.0 _chr2_112832699 r 634
2698 826 812 813
chr ENST00000432018.5 cds_ rs1143
1283 12832 chr2 12832 12832
2 0.0 _chr2_112832752_r 634
2751 826 812 813
chr ENST00000416750.1 cds_ rs1143
1283 12832 chr2 12832 12832
2 0 0 _chr2_112832795 r 634
2794 826 812 813

v' Compter le nombre de SNP par exon

Il contient deux colonnes. Le premier contient les ID d’exon, et le second le nombre de
fois ou cet ID d’exon est apparu dans le fichier (combien de SNP étaient présents dans cet

exon).
Tableau XI : nombre de SNP par exon
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ENST00000263341.7_cds_2 0_chr2_112832662_r
ENST00000416750.1 cds 0 _0_chr2_112832795 r
ENST00000418817.5 cds 0_0_chr2_112832699 r
ENST00000432018.5 cds 0 _0_chr2_112832752_r

N )

v’ Trier les exons par nombre de SNP

Tableau XI1 : classement des exons par nombre de SNP
ENST00000263341.7_cds_2_0_chr2_112832662_r
ENST00000416750.1_cds_0_0_chr2_112832795_r
ENST00000418817.5_cds_0_0_chr2_112832699_r

N - )

ENST00000432018.5_cds_0_0_chr2_112832752_r

v' Récupération des informations d'exon

Tableau XII1 : les cing exons qui ont le plus grand nombre de SNP.

ENST00000263
1283 1283  341.7 cds 2 0 chr2_1
hr2 2661 2826  12832662_r
ENST00000416
- 1283 1283  750.1 _cds 0_0_chr2_1
2794 2826 12832795 r
ENST00000418
1283 1283  817.5 cds 0 0 chr2_ 1
hr2 2698 2826 12832699 r
ENST00000432
- 1283 1283  018.5 cds 0_0_chr2_1

2751 2826 12832752 r
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3.1.6. ALFRED (The ALlele FREquency Database)

Les résultats de la recherche des SNP du géne IL1B par le navigateur ALFRED sont

présentes par la figure 27.

Name

ALFRED UID ||Locus S}'mbnl”Chromosume||Band Pnsition|

linterleukin 1, beta|LO062034P  |IL1B

|2

12q14 |

Synonyms:
Sites List: See Sites List

External Resources: Entrez Gene Locus Information
References: See References

Locus Description:
Sites within this locus ordered by their chromosomal position in the 37.2 NCBI build:

Site Name dbSNP rs# 4 Populati
(Navigates to ALFRED |[(Navigates to dbSNP||Chr-Position||Status|| Dtli‘l adlous
description) reference page) ype
13917368 |lrs3917368 113582782 || | 116
rs1143634 lrs1143634 (113590390 || I 76|
1516944 lrs16944 1113594867 || | 2]
1512621220 lrs12621220 113598255 || I 75|

Figure 27 : Resultats des SNP du géne IL1B de la base ALFRED

Nous n’avons constaté que I’interrogation de la base de données ALFRED a générer que

4 rs typés chez des populations. Ces rs ont deux lien : le premier vers le navigateur ALFRED

et le second vers le navigateur doSNP. Nous constatons aussi que les rs les plus étudiés dans

les populations sont : rs3917368, rs1143634.

3.1.7. DISGENET

L’interrogation de la base de données DISGENET nous a permis d’obtenir le

tableau XI1V.
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Tableau X1V : Pathologies associées aux génes IL1B.

Dsease S Types Dsease Class S Semantc Types = s

w Malgnant Necplas. . > group Neoplasms Neopiastc Process 5521 1841
« Asthma Acaase Respwatory Tract Des . 2 Tisease or Syndr. . 22068 1538
+ Breast Carcinoma Aso3s0 Neoplasms Sion and > Neoglaste Process 28778 2793
v Malkgnant necpias .. > dsagse Neoplasms, Sion and > Neoplastic Process 25341 3417
+ Depresswve disoeder Aagsa Menia! Dwsorders MensalorBebawr . 217318 >a7
w NMupie Sceccs dsogse menune Syste= Ds > Trsaase or Synd 2 1800 1022
v Schaophrensa Sdscase Mental Dwscorders Mecsal or Beban.. 22572 2887
« Psonasis Acease Sion and Conneceve .. > Disaase or Synd >1308 705
v Pnecmontss dsease sfecticns, Resprator. . > Disease o Syndr. 2637 13

L'examen des résultats de la base de données DISGENET nous a permis d'identifier que
le géne IL1B est associé au cancer du sein. 4 SNPs sont montionnées dans cette association
(Fig 28).

IL1B, interleukin 1 beta, 3553 & ¢ A-dofdresuts ) Downleed | Share
N. diseases: 1801; N. vaniants: 22 AddRemave fiter

Disease: Breast Carcinoma x

Results per page
Filter within current results: I:l

F A N
DSl DPI Chr Position Consequencdlieles Class mome Genome Disease  Score El g PMIDs First  Last
Variants ¢ % & % E : E : E Disease¥ Class® yvw + % Ref. ¥ Ref%
I
Jrs1143634 0597 0680 2 112832813 z:‘zgmm GA sw 019 019 BreastC.. ) Neoplsms 30g3 1000 3 oz 019
it A .
Jis1143823 0677 0440 2 112836252 upsretamge"e GG sw 024 BreastC...» Neoplasms: .. %0010 1000 1 019 2019
varan
5 prime UTR GIA 056 B I N -
V1143627 0805 0760 2 112836610 P YA s 4 vBreast C » Neoplasms, 0010 1.000 1 00 2010
1 ‘
o184 0531 0820 2 2s37as0 T AG e 057 yBreastC.. > Neoplesms:..0010 1000 1 we 2019

variant

Figure 28 : Variantes IL1B dans le cancer du sein

50



Résultats et Discussion

3.1.8. GenMania
La fonction principal de GeneMania est d’effectuer des recherches sur un ensemble de
données biologiques accessibles aux publiques (open source) pour trouver des genes
apparentés. Les résultats obtenus par GeneMania sont représentés par la figure 29.

v Networks
& » Physical Interactions

& » Co-expression
+ @ ® -
g

& » Predicted
|

@; Sa
& » Co-localization
|

@ 1 & » Pathway
|

@ 0 - & » Genetic Interactions
|

& » Shared protein domains

@ S | 058

©

D0 ©

@ g ©
[

Figure 29 : Résultats de I’analyse du réseau GeneMania des interactions avec le géne
IL1B

(https://genemania.org/search/homo-sapiens///IL1B)

©

51


https://genemania.org/search/homo-sapiens/IL1B

Résultats et Discussion

Ces résultats regroupent 20 genes différents qui interagissent avec le géne IL1B avec sept

niveaux d’interactions avec 22 liens au total.

1. Interactions physiques en rose entre IL1B et CASP3, ILIRAP, IL1R1, CASP1, IL1R2,
ILIRN, IRAK3, A2M, CMA1l

2. Interction de co-expression en mauve avec gene cible IL1B et d’autres genes : CASP1,
IL1IR2, ILIRN, IRAKS, IL1A, IL18 et CXCL8

3. Prédite en orange entre IL1B et IL1R1, CASP1, UBE2N, CASP3, IL18.
4. Co-localisation en bleu entre IL1B et d’autres genes : A2M, CXCLS8 et IRAKS.

5. Sentir en bleu vert entre IL1B et les génes: MAP3K3, SQSTM1, CASP1, IL1R2,
ILIRAP, TICAM2, IL1IRN, IRAK3, TOLLIP et IRAK2.

6. Interactions génétiques en vert entre IL1B et MAPK8IP2, UBE2N, ZNF675.

7. Domaines protéiques partagés en jaune entre le gene IL1B et autres génes : MAP3K3,
IRAKS, IL1A, IL18.

3.1.9. STRING

Les résultats de la visualisation des interactions protéine-protéine par 1’outil
STRING (fonctional protein association networks) et qui signifie une chaine de molécules est

représente par la figure 30.

Figure 30 : Interaction proteine-protéine du gene IL1B
(https://string-db.org/cgi/network.pl?taskld=CIPSWABBwWZiM)
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Résultats et Discussion

Le Score d’expression basée sur les mod¢les d'expression de I'ARN et la co-régulation
protéique fournis par ProteomeHD est présenté par la figure 31. Nous constatons une Co-

expression en rouge foncé entre le géne IL1B et le géne CXCL8 avec un score d’expression

d’ARN de 0,662.

ob=saeryved Coesxpressiormn Lr
Homo Sagoilens =
IL1E
TLAR1 T/
IL1irm =
TLAR=Z —
ILARAFP -
CASPL1L —
T A«
ITL1SE =
CHECLS e .
T <3
ThHRF ==
aooo@aoanann
SO SESOd=2S ==
=2 =285 =35

Figure 31 : Co-expression des genes avec le gene IL1B

(https://string-
db.org/cgi/coexpression evidence.pl?taskld=KmFrteFSazMV &allnodes=1)

Preédiction in silico de la structure 3D d’IL1B

La prédiction de la structure 3D in silico est une étape importante pour mieux comprendre
I’architecture globale de celle-ci. Pour ce faire nous avons utilisé le navigateur SUISSE

MODEL basé sur la modélisation comparative de protéine IL1B (Fig 32).

GMQE QMEAN

Oligo-State Ligands
0.65 —1.44 o

Monomer None
e ey e et B e R —
amean BT Tl -1.44
cp HEETT -5+ S
Model 01— |y mrom IR |l oo '
Structure sovaton I Tl o.1e [ N —
Assessment
torsion T Tl 112

Template Seq ldentity <Cowvera ge Description
Dl 1 A 100.00% [ ] PROTEIM (HUMAN INTERLEUKIN-1 BETA) ~
HUMAN INTERLEUKIN-1 BETA

Model-Template Alignment
¥ Model 01|MAEVEELASEMMAYYSGNEDDLEEFEADGEKQMKCSE ROBRE ==

1s

zes

Figure 32 : Modélisation comparative de protéine IL1B par SUISSE MODEL
https://swissmodel.expasy.org/interactive/KrwWZ9K/models/
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3.2. Discussion
Au sein de la tumeur, I'IL-1p est produite et sécrétée par divers types de cellules, telles
que les cellules immunitaires, les fibroblastes ou les cellules cancéreuses. Cependant, les
mécanismes de production d'IL-1p ont été les plus largement étudiés dans les cellules

immunitaires, en particulier dans les cellules myéloides, telles que les macrophages.

Il a été démontré que IlL-1B joue un role dans de nombreux événements
physiologiques. Il peut moduler I'expression génique et la production de cytokines, réguler
I'adhésion et la migration cellulaires, l'angiogenese ou la réponse immunitaire (Rébé et
Ghiringhelli., 2020).

Les niveaux d'IL1P sont élevés dans les tissus du cancer du sein et sont en corrélation
avec le caractére invasif et un phénotype agressif (Jin et al., 1997). Ils semblent réguler la
prolifération des cellules cancéreuses grace a la production d'cestrogéne par des enzymes
catalysant les stéroides dans les tissus (Honma et al., 2002). Le gene IL1B est cartographié en
2014 (Nicklin et al., 2002) et les variants génétiques couramment décrits incluent le - 511C> T
et le -31C> T dans le 5'UTR et le polymorphisme + 3954C> T dans I'exon 5 du gene.

Notre étude a été congue pour examiner l'association génétique entre les polymorphismes

du géne candidat d'IL1B et la susceptibilité au cancer du sein chez les femmes.

A ce jour, de nombreuses études épidémiologiques ont évalué le polymorphisme
du géne IL-75 avec le risque de cancer comme le cancer du poumon cervical (Lee et Song.,
2014), gastrique (Chen et al., 2016) et cancer du poumon non a petites cellules (Pérez-Ramirez
et al., 2017). Plusieurs études se sont concentrées sur l'association entre le polymorphisme
de I'lL-/8-C31T et le risque de cancer du sein. Cependant, les conclusions des études
antérieures sont contradictoires. (Ito et al., 2002) ont montré le rdle protecteur
du génotype TT (IL-78-C31T rs1143627) contre l'apparition du cancer du sein dans la
population japonaise (OR ajusté en fonction de I'age, 0,58; IC a 95%, 0,32-1,02). Une méta-
analyse menée en 2010, qui comprenait 8 études cas-témoins, a conclu que CC génotype était
associé a une augmentation de 1,37 fois du risque de cancer du sein (Liu et al., 2010). De plus,
(Liu et al., 2006) ont observé une relation positive entre le génotype IL-/5-31CC et le risque de
cancer du sein (OR ajusté, 1,72; IC a 95%, 1,16-2,54).

Une étude de (Gong et al., 2013) Chez les femmes ménopausées EA, les SNP
dans IL1B (rs1143627 et rs16944) étaient associés a un risque accru ( tendance P pour les

alleles C et T = 0,003, 0,002, respectivement). (Liu et al., 2006) ont étudié les associations de
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2 SNP promoteurs du gene IL-1b avec un risque de cancer du sein dans une population chinoise.
Ils ont constaté que les génotypes variantes des deux loci IL-1b T-31C et C-511T étaient
associés a un risque significativement accru de cancer du sein sous forme d'allele dose-réponse,
et les associations étaient plus évidentes chez les femmes agées, les femmes ménopausées et
les personnes avec un age avancé de la ménarche. Ces résultats suggérent que ces 2 variantes
du promoteur IL-1b peuvent contribuer au risque de développer un cancer du sein dans les
populations chinoises.

Jusqu'a présent, des études émergentes ont été menées pour étudier les relations entre le
polymorphisme rs1143634 et le risque de cancer du sein. Par exemple, (Snoussi et al., 2005)
ont seulement trouvé que + 3954C> T rs1143634 d'IL-1p était fortement lié aux formes
agressives de cancer du sein alors qu'aucune différence significative entre le polymorphisme de
+ 3954C> T rs1143634 d'IL-1p et le risque de cancer du sein a été observée. Les résultats
rapportés par (Balasubramanian et al., 2006) ont également indiqué que le polymorphisme +
3954C> T rs1143634 n'était pas une prédisposition a la susceptibilité au cancer du sein. Les
donneées de (Hefler et al., 2005) ont dévié de HWE et aucun lien évident n'a été trouve entre le

polymorphisme + 3954C> T rs1143634 et la présence d'un cancer du sein.

Etant donné que les niveaux d'IL-14 dans le tissu mammaire peuvent étre controlés
in vivo par l'estradiol et sont corréelés a la graisse sous-cutanée abdominale (Abrahamsson et
al., 2012), les polymorphismes genétiques de ce gene pourraient étre plus pertinents chez les
femmes ménopausées, comme le suggérent les résultats de (Gong et al., 2013), car la graisse

périphérique est un principale source de production d'cestrogénes aprés la ménopause.

Dans notre travail, 1’utilisation des outils bioinformatiques permettront d’avoir une
meilleure caractérisation du géne IL1B. La recherche de 1’association d’IL1B et le cancer du
sein est basée sur I’analyse d’un grand nombre de SNPs, cela permis d’approfondir les
connaissances sur physiopathologie. La base de données DISGENET a identifié les variantes
génétiques associees au cancer du sein. lls peuvent ensuite étre utilisés comme marqueurs

génétiques qui permettront d'identifier le risque d'exposition au cancer du sein.
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Conclusion

IL1B est une cytokine proinflammatoire qui a une fonction importante dans le maintien

d’homéostasie dans I’organisme normal.

L’IL1B a pour rdle d’éteindre la prolifération des cellules souches cancéreuse dans le cas
d’un organisme sain, mais selon notre ¢tude il peut aussi allumer leurs prolifération ce qui peut

conduire ’organisme a devenir atteint du cancer du sein.

Notre étude a été concue pour examiner spécifiquement les variantes génétiques
putativement fonctionnelles dans le géne d’IL1B liées a un risque de cancer du sein chez les

femmes.

D’apres nos résultats nous avons conclure que les rs1143627, rs16944, rs1143634 sont
correlés avec le changement de fonction de I'IL1B qui devient inducteur de la proliférations
des cellules cancéreuse dans le sein et puis [’apparition du cancer du sein , ces résultats
permettre de mieux diagnostiquer et comprendre les différentes voies qui conduisent au

développement des cellules cancéreuses dans le sein en outre combattre cette maladie maligne.

La bioinformatique est un moyen essentiel et efficace dans la recherche et I’identification

des SNPs et définitions de ceux qui sont en association avec le cancer du sein.
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Discussion

Within the tumor, IL-1B is produced and secreted by various types of cells, such as
immune cells, fibroblasts or cancer cells. However, the mechanisms of IL-1p production have

been most widely studied in immune cells, particularly in myeloid cells, such as macrophages.

IL-1B has been shown to play a role in many physiological events. It can modulate gene
expression and cytokine production; regulate cell adhesion and migration, angiogenesis or

immune response (Rébé and Ghiringhelli, 2020).

Levels of IL1 are elevated in breast cancer tissue and correlate with invasiveness and an
aggressive phenotype (Jin et al., 1997). They appear to regulate the proliferation of cancer cells
through the production of estrogen by steroid-catalyzing enzymes in the tissues (Honma et al.,
2002). The IL1B gene is mapped to 214 (Nicklin et al., 2002) and commonly described genetic
variants include -511C> T and -31C> T in the 5'UTR and the + 3954C> T polymorphism in

exon 5 of the gene.

Our study was designed to examine the genetic association between polymorphisms in

the candidate IL1B gene and susceptibility to breast cancer in women.

To date, numerous epidemiological studies have evaluated the polymorphism of the IL-
1B gene with the risk of cancer such as cervical (Lee and Song, 2014), gastric (Chen et al.,
2016) and non-lung cancer, small cell (Pérez-Ramirez et al., 2017). Several studies have
focused on the association between the polymorphism of IL-13-C31T and the risk of breast
cancer. However, the conclusions of previous studies are contradictory. (Ito et al., 2002) showed
the protective role of the TT genotype (IL-1p-C31T rs1143627) against the appearance of breast
cancer in the Japanese population (OR adjusted according to age, 0.58; 95% ClI, 0.32-1.02). A
meta-analysis conducted in 2010, which included 8 case-control studies, concluded that CC
genotype was associated with a 1.37-fold increase in breast cancer risk (Liu et al., 2010). In
addition, (Liu et al., 2006) observed a positive relationship between the IL-1B-31CC genotype
and breast cancer risk (adjusted OR, 1.72; 95% ClI, 1.16-2, 54).

A study by (Gong et al., 2013) in postmenopausal EA women, SNPs in IL1B (rs1143627
and rs16944) were associated with increased risk (P trend for C and T alleles = 0.003, 0.002,
respectively). (Liu et al., 2006) studied the associations of 2 SNP promoters of the IL-1b gene

with a risk of breast cancer in a Chinese population. They found that variant genotypes of both
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IL-1b T-31C and C-511T loci were associated with a significantly increased risk of breast
cancer as a dose-response allele, and the associations were more evident in older women. ,
postmenopausal women and people with advanced menarche age. These results suggest that
these 2 variants of the IL-1b promoter may contribute to the risk of developing breast cancer in
Chinese populations.

So far, emerging studies have been conducted to investigate the relationships between the
rs1143634 polymorphism and breast cancer risk. For example, (Snoussi et al., 2005) only found
that + 3954C> T rs1143634 of IL-1p was strongly linked to aggressive forms of breast cancer
while no significant difference between the polymorphism of + 3954C> T rs1143634 of IL-1§
and the risk of breast cancer was observed. The results reported by (Balasubramanian et al.,
2006) also indicated that the polymorphism + 3954C> T rs1143634 was not a predisposition to
susceptibility to breast cancer. The data from (Hefler et al., 2005) deviated from HWE and no
obvious link was found between the polymorphism + 3954C> T rs1143634 and the presence of

breast cancer.

Since IL-1p levels in breast tissue can be controlled in vivo by estradiol and correlates
with abdominal subcutaneous fat (Abrahamsson et al., 2012), genetic polymorphisms of this
gene could be more relevant in postmenopausal women, as the results of (Gong et al., 2013)

suggest, because peripheral fat is a primary source of estrogen production after menopause.

In our work, the use of bioinformatic tools will allow us to have a better characterization
of the IL1B gene. The research of the association of IL1B and breast cancer is based on the
analysis of a large number of SNPs, which has led to further knowledge on pathophysiology.
The DISGENET database has identified genetic variants associated with breast cancer. They

can then be used as genetic markers.
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Annexes

Annexe 01 : Tableau de localisation des exons d’IL1B selon Galaxy.

chrZ 1128303560 112830573  EMSTOOO00253341.7 _cods 00 _chr2 112830361 r o -
chrz 112831291  112E31422  EMNSTIOI002G53341.7 cds 1 0 chr2 112831392 r o -
chrZ L12E32661 2 L12E32B26  EMSTOOIO02G63341.7 _cds 2 0 chr2 112832662 r o -
chrz 113E33373  112E33L7S EMNSTOOO002G3341.7 cde 3 0 chrZ 112833374 r o -
chrz 112B35505  112E3561T  EMNSTIOOQ02G3341.7 cds 4 0 chrZ 112835566 r o -
chrZ 112B36182 112E36229  EMNSTIOO02G3341.7 cds 5 0 chr2 112836183 r o -
chrZ 112E3269E  112E32B26 2 EMSTIOOO0I1LE817.5_cds 0 0_chrZ 112832595 r o -
chrz 112633373 112E3ZLTE EMNSTIOIODILEE8175 _cds 1 0 _chrZ 1128333749 r o -
chrz 112635565 112835617  EMSTOOOOD0S18817.5_cds_ 2 0_chr2 112835566 r o -
chrz 112636182 112B36229 EMSTIOOIODS18817.5_cds 3 0_chr2 1128365183 r o -
chrZ 112832751 112E32B26  EMSTOIOO00932018.5 cds 0 0 _chr2 112832752 r o -
chrz 112E33373  112E33L75 EMSTOOO009Z32018.5 cds 1 0 chr2 112833374 r o -
chrZ L112E355685  L12E3561TF  EMSTOOOODAZ20185 cds 2 0 chr2 112835566 r o -
chrz 113E36182 112E36329  EMNSTOOOODA32018.5 cds 3 0 chrZ 112836183 r o -
chrz L112B32734 112B32826  EMNSTIOOALETS0L cods 00 chr2 112832795 r o -
chrz 112E33373  112E3ZLTS EMNSTOOI00AL6T50] _cds 1 0 _chr2 112833374 r o -
chrZ 112E35665 1128356107 EMSTIONO0ALET50] _cds 2 0_chr2 112835566 r o -
chrz 112E3G182 112E36229 EMNSTIONODALETE0] _cds 3 0_chrZ 112835183 r o -

Annexe 02 : Tableau d’information SNP d’IL1B selon Galaxy.
@hwom  Start  EBnd 0 Mame = Score Swra

chir2 11Z2EI9BEE 11 ZEZQBEG rsEl071GFE n}
chrZ 112E=0250 11 ZE=03G0 r=E101 7 558D O
chir2 11Z2E20724 11ZE=Z07ZS r=l 1425493 O
chrZ 11Z2E=0814 11 ZE=081S r=391 73830 O
chir2 112E=205=5 11 ZEZ0O5=65 r=3917379 O
chrZ 112E=205375 11 Z2EZ0575 r=el 1425492 O
chirZ 11Z2E210EE 11 Z2EZ10ED r=l 1425491 n}
chrZ 112E=2117E 11ZE=Z11E80 r=114=25490 O
chirZ 112E21215 11Z2EZ175 r=1 14256359 n}
chrZ 112E=214991 11ZE=149492 rs270ESEn O
chir2 112E21755 11Z2EZ17EG rel 142637 n}
chrZ 11Z2E=21993% 11 Z2E=159:4 r=101 83045 O
chir2 112E=22812 11Z2E=281 3 rel 142534 n}
chr® 112E=S28ED 11 ZE=2890 rsl1 142633 O
chirZ 112ES=897T 11ZE==69E r=e3135558 n}
chr® 11Z2ES5764 11 Z2E==7a5 r=e3136557F O
chirZ 11232004 I11ZE=2004 re3917357 n}
chr® 11Z2E=200 5 11 Z2E=S200 65 rel 142631 O
chrz 112E3=077F 11Z2E3207E rel 1435630 n}
chrZ 112E3E7a8s 11 2Z2E3E7E6 re3917356 O
chrz 112E3E87E 11ZE32829 rs28535497 n}
chrZ 112E35315 112Z2E353165 re3917354 O
chr2 112E3531F 11Z2E3531E8 r=397841E17 o
chrZ 112E3537L 11 2Z2E35372 r=391 7352 o
chr2 112E353&82 11Z2E3538= rs391 7351 o
chrZ 112E35520 11 Z2ES55=2] r=114=365629 o
chr2 L1Z2E358ET L1ZE=5oZD rs3917397 o
chrZ L1Z2E=3520D L1ZE=5810 r=114=627F o
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