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Résumé
L'aldose réductase (AR) est une oxydoréductase monomere dépendant de NADPH ayant de
larges spécificités de substrat pour les composes carbonylés. Cette enzyme cytosolique catalyse
la conversion du glucose en sorbitol. Le gene AKR1B1 est situé sur le chromosome 7 en position
33 du bras long (7g33) avec une longueur de 18 kb contient 10 exons. Notre étude vise a étudier
I'association du polymorphisme du géne de l'aldose réductase (AKR1B1) avec les pathologies
humaines en identifiant les polymorphismes a nucléotide unique (SNP) a I’aide de bases de
données internationales et des outils bio-informatiques comme NCBI, LitVar, UCSC, Galaxy,
Ensemble. Dans notre ¢étude nous n’avons retenu que les variations polymorphiques
pathologiques. Grace a I’analyse bioinformatique nous avons pu identifier les différents
polymorphismes mononucléotidiques SNPs majeurs de I’AR associé a plusieurs pathologies. Le
rs779176563 est significativement associé au cancer colorectal et utérin. Le rs1480104657 est
une variante qui provoque des défauts du tube neural. Le variant rs2229542 et rs5053 s’associent
a ’asthme et a la rhinite. Le rs758266634 est associé¢ a la néphropathie diabétique (DN) tandis
que les variants rs3896278, rs17188118 et rs1424426 du gene AKR1B1 sont significativement
associées a la rétinopathie diabétique (RD). Ces polymorphismes peuvent altérer la fonction de
I’aldose réductase en modifiant sa structure ce qui pourrait contribuer a réduire ou a augmenter
les niveaux d’expression de la protéine et a 1’altération de la fonction globale de 'AKR1B1.
Nous suggérons que ces SNPs peuvent étre utilisés pour des études cas-témoin, comme des

marqueurs génétiques.

Mots Clés : AKR1B1, polymorphisme, SNP, pathologies, outils bioinformatiques



Abstract

Aldose reductase (AR) is a monomeric NADPH-dependent oxidoreductase with broad substrate
specificities for carbonyl compounds. This cytosolic enzyme catalyzes the conversion of glucose
to sorbitol. The AKR1B1 gene is located on chromosome 7 in position 33 of the long arm (7q33)
with a length of 18 kb contains 10 exons. Our study aims to study the association of the
polymorphism of the aldose reductase gene (AKR1B1) with human pathologies by identifying
single nucleotide polymorphisms (SNPs) using international databases and bioinformatics tools
such as NCBI, LitVar, UCSC, Galaxy, Ensemble. In our study, we only retained pathological
polymorphic variations. Thanks to bioinformatics analysis, we were able to identify the different
single nucleotide polymorphisms major SNPs of RA associated with several pathologies.
Rs779176563 is significantly associated with colorectal and uterine cancer. Rs1480104657 is a
variant that causes neural tube defects. The variant rs2229542 and rs5053 are associated with
asthma and rhinitis. The rs758266634 is associated with diabetic nephropathy (DN) while the
rs3896278, rs17188118 and rs1424426 variants of the AKR1B1 gene are significantly associated
with diabetic retinopathy (DR). These polymorphisms can alter the function of aldose reductase
by altering its structure which may contribute to reducing or increasing the levels of protein
expression and altering the overall function of AKR1B1. We suggest that these SNPs can be
used for case-control studies, as genetic markers.

Keywords: AKR1B1, polymorphism, SNP, pathologies, bioinformatics
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Introduction
Les cellules contiennent des mutations somatiques, telles que les variantes mono-
nucléotidiques (SNP) dans leurs génomes. En effet La variation génétique joue un role
critique dans la plupart des maladies humaines.
Avec la disponibilité d'ensembles de SNP a I'échelle du génome, il devient possible de
rechercher dans le génome une variation génétique qui explique la maladie humaine et
d'autres traits.
Aldose réductase , une protéine cytosolique appartient a la superfamille des aldo-kéto
réductases (AKR) qui comprend plusieurs enzymes qui catalysent les réactions d'oxydation et
de réduction impliquées dans divers processus cellulaires tels que la biosynthese, la
détoxification et le métabolisme (Barski et al., 2008).
L'objectif principal de cette étude est le polymorphisme du géne aldose réductase (AKR1B1).
L’aldose réductase est I'enzyme limitant la vitesse de la voie des polyols et par conséquent les
polymorphismes du géne aldose réductase peuvent étre lI'un des facteurs qui déterminent la
susceptibilité génétique aux complications microvasculaires diabétiques (Patel et al., 1993;
Chung et Chung, 2005).
Cependant, la réduction du glucose peut ne pas étre la fonction physiologique principale
d'aldose réductase ; plutét, cette enzyme peut avoir un rdle antioxydant important.
Il a été démontré que le glucose n'est pas le seul inducteur de I'activation et de I'expression de
I'Aldose réductase , mais plutdt que l'aldose réductase est surexprimée dans diverses
conditions qui induisent un stress oxydatif et une inflammation (Ruef et al., 2000; Ramana et
al., 2002).
L’Aldose réductase réduit également un certain nombre d'aldéhydes dérivés de la
peroxydation lipidique ainsi que leurs conjugués de glutathion (GSH) ,(Ramana et al., 2000;
Srivastava et al., 2005) Des études récentes suggérent qu'en plus de son implication dans les
complications diabétiques, I'activité catalytique de I'Aldose réductase joue un réle clé dans un
certain nombre de maladies inflammatoires telles que I'athérosclérose, la septicémie, I'asthme,
I'uvéite et le cancer du célon.
Ainsi, l'inhibition de I’aldose réductase peut servir de nouvelle stratégie thérapeutique pour la
prévention et / ou le traitement de maladies inflammatoires.
Les outils bioinformatiques sont apparus comme des méthodes alternatives de detection des
SNP dans différentes populations pour différentes maladies telles que le cancer, le diabéte, les
maladies cardiaques et d'autres troubles génétiques pour aider a une détection rapide, peu

colteuse et de haute précision.



Cette étude s’inscrit dans le cadre de 1’étude de différents variantes polymorphiques (SNP)
du géne AKRIBI et de leurs impacts chez I’lhomme pour comprendre la relation qui existe
entre le gene AKR1BL1 et les différentes maladies.

Pour cette étude nous avons utilisé des outils bioinformatiques et des bases de données open
source  pour répondre a la question suivante : quels sont les différents variants
polymorphiques (SNP) qui peuvent changer ’expression du géne AKRIBI1 et modifier la
fonction de la protéine aldose réductase ?

Pour pouvoir couvrir tous les aspects de ce théme, le mémoire a été structuré en trois
chapitres :

v Aprés une introduction générale, le premier chapitre présente des généralités sur
I’aldose réductase et son association aux pathologies chez ’homme.

v Le deuxiéme chapitre présente la méthodologie de travail. En décrivant les outils
bioinformatiques et les différentes étapes utilisées pour répondre a notre
problématique.

v’ Le troisiéme chapitre va rapporter les résultats obtenus ainsi qu’une discussion et
analyse des données.

Et enfin les résultats sont récapitulés sous forme d’une conclusion générale avec quelques

recommandations pour les futurs travaux de recherches.
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Rappel bibliographique

1. Rappel bibliographique
1.1. Aldose réductase (AR) AKR1B1

Connu sous le nom AR; ADR; ALR2; ALDR1. Code pour un membre de la superfamille
Aldo / kéto réductase, qui se compose de plus de 40 enzymes et protéines connues. Cet
élément catalyse la réduction d'un certain nombre d'aldéhydes, y compris la forme aldéhyde
du glucose.

Le site actif d'AR est situé a I'extrémité C-terminale du canon qui est la mieux adaptée pour
une interaction efficace avec le NADPH, un cofacteur nécessaire aux reactions de réduction
d'’AR (Rowe, 2008) (figure 1). En raison de son réle potentiel dans la médiation des Iésions
hyperglycémiques et dans le développement de complications diabétiques
secondaires(Gabbay et al., 1966; Dvornik et al., 1973) , AKR1B1 est de loin le AKR le plus
étudié. L'enzyme a été isolée pour la premiére fois en tant qu'activité de réduction du glucose
(Hamada et al., 1999).Des études récentes indiquent que le réle physiologique majeur de la
RA pourrait étre la réduction des aldéhydes lipidiques générés par le stress oxydatif et de
leurs conjugués GSH (Pandey et al., 2012).

Figure 1 : Structure cristalline de l'aldose réductase :La structure a été téléchargée a partir de
RCSB Protein Data Bank (ID # 2f2k). Le dessin du ruban est une représentation en vue
latérale de la protéine avec NADPH lié au site actif. Les boucles du site actif sont marquées -
A, B et C. La structure boule et baton a la boucle B est la molécule NADPH et la structure a
la boucle C’est I'analogue du glutathion 1,2-dicarboxyéthyl glutathion, qui se lie au site de

liaison du substrat de I'enzyme (Barski et al., 2009).



Rappel bibliographique

1.1.1. Emplacement et structure du gene AKR1B1

Le gene AKR1B1 situé sur 7933 (figure 2) a une longueur de 18 kb et son transcrit codant
contient 10 exons (Graham et al., 1991).Son transcrit d’ARNm a une longueur de 1384
nucléotides et code une protéine de 316 acides aminés. En plus d'une boite TATA (TATTTA)
a -37 et une boite CCAAT a -104 dans le promoteur, le gene AKR1B1 contient deux
répétitions Alu dans I'intron 1 et deux répétitions Alu dans l'intron 4 et 9, respectivement. Un
élément de réponse de type androgéne est également situé entre 396 et 382 nucléotides en
amont du géne (Graham et al., 1991; Wang et al., 1993).Trois éléments de réponse
osmotique (OreA, OreB et OreC) se trouvent & environ 1 kb en amont du site de début de
transcription dans une région de 132 pb (Ko et al., 1997). Un site de liaison de la protéine
activatrice 1 (Ap-1) est positionné a environ 1100 pb en amont du gene (Wang et al., 1993).
L’¢lément récepteur thyroidien (TRE) est situé dans la région de 1099 a 1028 en amont du

site de début de transcription (Figure 3) (Khayami et al., 2020).
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Figure 2 : Localisation du géne AKR1B1 au niveau du chromosome 7.
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Figure 3:La structure du géne AKR1B1(Khayami, Hashemi and Kerachian, 2020).
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Rappel bibliographique

1.1.2. Expression du gene AKR1B1

L’expression d’AKR1B1 a été initialement détectée en utilisant un master blot d'ARN dans la
glande surrénale humaine (Hyndman et Flynn, 1998).Plus récemment, des expeériences
d'immunohistochimie nous ont permis d'attribuer AKR1B1 au compartiment cortical de la

glande(Lambert-Langlais et al., 2009).

L’ARN-seq a éte effectué a partir d'échantillons de tissus de 95 individus humains
représentant 27 tissus différents afin de déterminer la spécificité tissulaire de tous les génes

codant pour les protéines (figure4).

La RA est largement distribuée dans de nombreux tissus. La RA est également abondante
dans le nerf sciatique humain, le cristallin, les testicules, le coeur et la cornée, avec des
concentrations moindres dans le foie, le cortex rénal, I'estomac, la rate, les poumons, l'intestin

gréle et le cblon (Markus et al., 1983).

adrenal

200 Mean RPKM: 1087.23 £ 47.536
Number of samples: 3

RPKM

Samples

Figure4 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-Seq de 1’aldose

réductase dans différents tissus a 1’état normal.

( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/231)
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Rappel bibliographique

1.1.3. Activités enzymatiques de 1’aldose réductase
1.1.3.1. Activité de réduction du glucose

L'aldose réductase (AKR1B1; AR) est une enzyme cytosolique monomere dépendante du
NADPH qui appartient a une superfamille d'aldo-kéto réductases (AKR). L'histoire de la RA
a commencé il y a 5 décennies lorsqu'elle a été identifiée pour la premiére fois comme une

protéine ayant une activité de réduction du glucose(Hers, 1956).

La voie polyol se compose de 2 réactions catalysées par 2 enzymes respectives (Kador et
Kinoshita, 1985; LEE et CHUNG, 1999; Chung et al., 2003). Comme le montre la
(figure 5), la premiére réaction est la réduction du glucose en sorbitol, qui est catalysée par
I'aldose réductase (AR). Cette réaction est la réaction limitant la vitesse dans cette voie et
convertit également le NADPH en NADP *. La deuxieme réaction convertit le sorbitol en
fructose et est catalysée par le sorbitol déshydrogénase, qui fait du NADH a partir de
NAD *.Ainsi, les produits globaux de la voie des polyols sont le sorbitol, le fructose et le
NADH (Yan, 2018).

Aldose Reductase Sorbitol Dehydrogenase
Glucose . Sorbitol » Fructose
NADPH/\ NAD* /\
NADP* NADH

Figure 5 : Voie polyol du métabolisme du glucose : Dans la voie des polyols, I'aldose
réductase (AR) catalyse la réduction du glucose en sorbitol. Le sorbitol est converti en
fructose par le sorbitol déshydrogénase. Les deux étapes nécessitent NADPH et NAD +

comme cofacteurs(Rowe, 2008).
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1.1.3.2. Réduction des aldéhydes toxiques

La fonction principale de la RA est non seulement de métaboliser le glucose, mais aussi de
catalyser la réduction d'un large éventail de substances, y compris les aldéhydes lipidiques
générés au cours de la péroxydation des lipides et leurs conjugués de glutathion (GSH),

phospholipides, aldéhydes athérogenes et stéroides (Srivastava et al., 2005).

Les aldéhydes dérivés de la peroxydation lipidique (LDA) ont été impliqués dans un certain
nombre de pathologies inflammatoires induites par le stress oxydatif telles que le diabéte, le
syndrome métabolique, la deégénérescence vasculaire et neurale, la toxicité hépatique et
rénale, le cancer, la rétinopathie de la prématurité, le vieillissement et I'ischémie (McCracken
etal., 2001; Pillon et al., 2012).

Les cellules eucaryotes ont évolué de maniére évolutive pour moduler les niveaux d'oxydant
de maniére trés efficace en maintenant des niveaux d'antioxydants suffisants, en induisant une
nouvelle expression génique et en modifiant les proteines, et en régulant étroitement leur

statut redox dans une plage étroite (Valko et al., 2007).

Cependant, en cas d'exposition persistante aux oxydants et autres agents toxiques, des ROS
excessifs sont produits qui sont capables de causer des dommages oxydatifs aux
biomacromolécules tels que la peroxydation des lipides membranaires , oxydation des
squelettes polypeptidiques entrainant une fragmentation des protéines, des dommages a
I'ADN et des ruptures de brins d'/ADN (figure 6) (Vuillaume, 1987; Berlett et Stadtman,
1997).
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Figure 6 : Contribution des aldéhydes dérivés de la peroxydation lipidique dans diverses

complications de la maladie (Yadav et Ramana, 2013).
1.1.4. Régulation de I’aldose réductase
1.1.4.1. Régulation cellulaire médiéé par NF- x B

NF- « B est une famille de facteurs de transcription qui régulent I'expression de nombreux
genes et jouent un réle important dans les réponses immunitaires, au stress, l'inflammation et
I'apoptose  Divers agents pathogenes, oxydants, cytokines, chimiokines et facteurs de
croissance via des récepteurs specifiques ou le stress oxydatif genéral induisent les signaux
moléculaires qui conduisent finalement a I'activation d'un facteur de transcription sensible a
I'oxydoréduction NF- x B (Grossmann et al., 1999). Une fois activé, le NF-B pénétre dans le
noyau ou il se lie a la séquence de liaison a I'ADN kB et transcrit divers genes pour les

cytokines, les chimiokines et d'autres marqueurs inflammatoires (figure7). L'expression d'un
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grand nombre de genes impliqués dans l'apoptose, la croissance cellulaire, la survie, la
différenciation et la réponse immunitaire est régulée par NF- « B, qui est associée a un
éventail de maladies telles que les maladies auto-immunes, le cancer et les maladies

inflammatoires (Yadav et Ramana, 2013).

T ——— =
(LPS, cytokines, growth factors)

Receptor

w9 jcesm>

Activation of protein kinase cascades
(ire. PLC, PKC, MAPK, AKT/PI3K, JAK 1)

]
N

¥

Activation of transcription factors
(i.,e. NF-iB, AP-1, E2F-1, FOXO3a, STATS)

i

Cytokines, chemokin
rowth factors

Figure 7 : Représentation schématique de la signalisation médiée par I'aldose réductase

(ALR2) dans I'inflammation : Les stimuli tels que le LPS, les cytokines et les facteurs de
croissance initient la production d'espéeces réactives de l'oxygéne (ROS), provoquant la
peroxydation des lipides et la formation d'aldéhydes dérivés des lipides (LDA), tels que le 4-
hydroxy-2-nonénal (HNE). Les LDA hautement réactifs sont facilement conjugués avec le
glutathion (GSH) formant des adduits de GSH tels que le GS-HNE. Ensuite, ALR2 réduit
efficacement GS-HNE en glutathionyl-1,4-dihydroxynonanol (GS-DHN). Le GSDHN est
considéré comme une molécule de signalisation qui active éventuellement les cascades de
protéines kinases, qui conduisent a l'activation de facteurs de transcription sensibles a
I'oxydoreduction et a la transcription de médiateurs inflammatoires tels que les cytokines, les
chimiokines et les facteurs de croissance (Chatzopoulou et al., 2013).

AP-1: Activation protein 1; FOXO03a: Forkhead box O3a; JAK1: Janus kinase 1; MAPK: Mitogen-activated protein kinase;

NF-kB: Nuclear factor kappa-B; PI3K: Phosphoinositide 3-kinase; PKC: Protein kinase C; PLC: Phospholipase C; STAT:

Signal transducer and activator of transcription.
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1.2. Polymorphismes

Les polymorphismes d’ADN sont des variations génétiques omniprésentes parmi les individus
et comprennent les polymorphismes mononucléotidiques (SNP), les insertions et délétions
(indels) et d'autres réarrangements plus importants (Feuk et al., 2006; Mitchell-Olds et
Schmitt, 2006) (Figure 8). lls peuvent avoir des conséquences phénotypiques et également
servir de marqueurs moléculaires pour les analyses génétiques, facilitant les études de liaison
et d'association des maladies génétiques et d'autres traits chez I'nomme (Stankiewicz et
Lupski, 2002, 2010) animaux, plantes, et d'autres organismes (Johanson et al., 2000; Krieger
etal., 2010).

A Col N CA . @ICTC . \CTCAA -ACATCC "ACGGACCTAA AATCT CA
ler CA TTCTC GTCAA AGATCC GCATA CACGGACCTAA AATCT CA
s AN Y “ - N 'Y
' Y , e ———
SNPs small deletions small insertions

Figure 8 :les types de polymorphismes d’ADN (Qi et al., 2014).
1.2.1. Polymorphisme mononucléotidique (SNP ou snip)

Les SNP sont une sous-classe de variations de séquence, englobant les échanges a base
unique, les suppressions a base unique et les insertions a base unique. On suppose que 90% de
toutes les variantes de séquences humaines sont des SNP et qu'elles se produisent en
moyenne toutes les 100 a 300 bases. Les SNP sont donc la principale source d'hétérogénéité

génétique humaine (Thomas et al., 2011).

Genetic Alphabetic Order 4 Letters
A T.C.G

..... ATCGGGTACCGTACAACCTTAGCTAGGCTAAGCCCC.....
..... ATCGGGTACTGTACAGCCTTAGCTAGGCAAAGC Ccc.....

T T T

SNP SNP SNP

Figure 9 : polymorphisme mononucléotidique (Sripichai et Fucharoen, 2007).
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1.2.2. Types de SNP

Les SNP peuvent tomber dans des séquences codantes de gene, ou des régions non codantes

de gene, ou dans les régions intergeniques (régions entre genes).

- Les SNP dans la région codante du géne sont divisés en deux types: les SNP synonymes et

non synonymes.

Les SNP synonymes : ne modifient pas la séquence d'acides amines de la protéine ou

n'affectent pas la fonction protéique.
Les SNP non synonymes : sont divisés en deux types: faux sens et non-sens.

Un SNP faux-sens, un changement de nucléotide unique entraine un codon qui code pour un
acide aminé différent, entrainant un dysfonctionnement des protéines. Pour un non-sens, une
mutation ponctuelle dans une séquence d'’ADN qui se transforme en codon d'arrét entraine un

produit protéique non fonctionnel.

-Les SNP qui se trouvent dans les régions non codantes du gene ou dans les régions
intergéniques peuvent affecter I'épissage des génes (SNP au niveau de la région intron),
liaison au facteur de transcription (SNP dans une région non traduite en 5 '), dégradation de

I'ARN messager ou séquence d’ARN non codant.

- Le type des SNPs situés en amont ou en aval du gene qui affectent I'expression des génes est
appelé SNP d'expression (eSNP) (Fajardo et al., 2016) .

1.2.3. Polymorphismes du gene AR

Les polymorphismes génétiques associés au géne ALD2 humain ont été liés a des
complications diabétiques. Le premier polymorphisme microsatellite signalé était une région
répétée (AC) n située a ~ 2,1 kb en amont du site de début de transcription. Deux
polymorphismes mononucléotidiques (SNP) ont été détectés dans la région du promoteur
basal du gene ALD2, C (-106) T et C (-12) G . De plus, un site BamHI consistant en une
substitution de A a C a été signalé au 95 eme nucléotide de l'intron 8. Les polymorphismes
(AC) n et C (-106) T sont étroitement liés , mais leurs effets peuvent étre distingués dans
différentes populations de patients (Mara et Oates, 2008).
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GAATCTTAACATGCTCTGAACCAGTAATCTCCCACTATGG (A-C)n Dinucleotide Repeat
GAATTTTTCCTAAGGAAATAATTTAAAAGGAAAACACACAC Polymorphic Region
ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC n= 24: “2" Most Common
ACTAGGTATAGGGCTGGGC n = 23; “Z-2" High risk
n = 22: “Z-4" High risk
OreA OreB OreC AP-1 i R
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Figure 10: représentation schématique des polymorphismes du géne AR.(Mara et Oates,

2008)
1.3. Les pathologies associées au polymorphisme du gene aldose réductase

Des études récentes suggerent qu'en plus de son implication dans les complications du

diabéte, il joue également un réle central dans les maladies inflammatoires telles que

I'athérosclérose, la septicémie, I'asthme, l'uvéite et le cancer. En outre, un excés d'AR est

trouvé dans différents cancers humains, tels que le cancer du foie, du c6lon, du sein et du col

de l'utérus (Figure 11).

Asthme
Uvéite < Athérosclérose
AR
Cancer < » Septicémie
Diabéte

Figure 11 : Aldose réductase (AR) dans les maladies humaines (Pandey et al., 2012) .
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1.3.1. Asthme

La prévalence de l'asthme, un trouble inflammatoire complexe des voies respiratoires,
augmente a I'échelle mondiale. L'asthme est une maladie complexe qui présente a la fois une
forte sensibilité génétique et une influence environnementale .au cours des derniéres
décennies et des études épidémiologiques ont révélé que I'endotoxine a des impacts notables
sur les maladies allergiques .L'endotoxine a été impliquée dans lI'augmentation de la formation
de ROS et de radicaux libres lors de I'exposition a des polluants environnementaux inhalés .
L'inhibition de la RA a récemment été démontrée pour prévenir I'inflammation allergique des

voies respiratoires et I’asthme (Pandey et al., 2012).
1.3.2. L'uvéite

L'uvéite est un syndrome de réponse inflammatoire systémique, qui se caractérise par une
production excessive de cytokines inflammatoires en réponse a des infections bactériennes De
plus, la nature récurrente de l'uvéite peut entrainer certaines conditions menagantla vue telles
que les cataractes, le glaucome et méme la cécité .L'uvéite induite par les endotoxines est
généralement considérée comme une inflammation de l'uvée antérieure, avec quelques
modifications du segment postérieur (vitré et rétine) .il a été démontré que les souris AR
nulles protégeaient contre l'uvéite induite par les endotoxines, confirmant le rdle définitif de la
RA dans les complications inflammatoires oculaires induites par les endotoxines (Pandey et
al., 2012).

1.3.3. la septicémie

Pendant la septicémie et le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS) associe,
les agents chimiques ou biologiques (bactériens et viraux) provoquent une toxicité sévéere en
augmentant le stress oxydatif .La réponse inflammatoire aigué non contr6lée peut entrainer
des lésions tissulaires étendues et défaillance d'organes multiples. Des études ont indiqué que
les effets toxiques de l'inflammation incontr6lée peuvent étre efficacement prévenues ou

considérablement améliorées par I'inhibition de la RA (Ramana, 2011).
1.3.4. le cancer

Le cancer du cdlon est la troisieme forme de cancer la plus courante et la deuxiéme cause de
déceés liés au cancer dans les pays occidentaux. Des études récentes indiquent que
I'inflammation joue un role majeur dans le cdlon carcinogenese. Les résultats de nos enquétes
ont établi le réle de la RA dans la signalisation cancérigene induite par les facteurs de

croissance et les cytokines, et a fourni de nouvelles perspectives dans le rdle physiologique de
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cette enzyme dans la mitogénicité des cellules cancéreuses du c6lon ainsi que inflammation
associee a la carcinogenese du cbdlon. Nos études récentes indiquent que la signalisation
induite par ROS qui active NF-xB et transcrit les génes responsables de la tumeur la
progression est empéchée par I'inhibition de I'AR dans les cellules cancéreuses humaines du

colon (Ramana, 2011).
1.3.5. L'athérosclérose

Est une maladie inflammatoire chronique résultant de l'interaction entre les lipoprotéines
modifiées et divers types de cellules du sang et de la paroi vasculaire, y compris les
monocytes et les macrophages, les plaquettes et les cellules musculaires lisses vasculaires.
Outre I'inflammation, le développement de la plaque athérosclérotique implique la modulation
phénotypique des cellules musculaires lisses vasculaires en cellules proliférantes et
dédifférenciées. En revanche, la resténose est le processus de rétrécissement luminal dans une
artére athérosclérotique aprés une intervention intra-artérielle, comme I'angioplastie par
ballonnet et la mise en place d'un stent. Les caractéristiques de la resténose comprennent la
migration et la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires et I'accumulation de
matrice extracellulaire. Les inhibiteurs de La RA ont été impliqués dans le retard et / ou la
prévention de I'apparition de complications cardiovasculaires majeures telles que les lésions

ischémiques, la resténose et 1’athérosclérose (Pandey et al., 2012).
1.3.6. Le diabeéte

Le diabete par définition peut étre regroupé en deux types majeurs: le diabéte de type 1 appelé
aussi diabete insulino-dépendant qui est causé par la destruction des cellules béta du pancréas,
d'ou l'incapacité de la personne atteinte a sécréter de I'insuline ; le diabéte de type 2 appelé
aussi diabete sucré, qui se caractérise par une résistance a l'insuline et qui se traduit par
I'élévation chronique de la concentration de glucose dans le sang (hyperglycémie). Dans la
majorité des cas, le diabéte est associé a un ensemble d'anomalies regroupé sous le vocable de
syndrome métabolique qui représente un risque majeur de morbidité .Le diabéte est incurable,
I'absence d'un traitement efficace peut causer différentes complications: a savoir la
rétinopathie; la néphropathie, les cardiopathies et les amputations, d'ou la nécessité d'un
traitement a vie (Lotfi , Z et al., 2017).
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1.4. Consequences physiopathologiques du polymorphisme d’ALR

1.4.1. La rétinopathie diabétique : est une complication potentiellement aveuglante du
diabéte sucré. Les raisons de la perte de vision sont la maculopathie diabétique et les
complications de la rétinopathie diabétique proliférative (PDR) telles que I'hémorragie
vitréenne, le décollement de la rétine tractionnelle et le glaucome néovasculaire (Nentwich,
2015)

1.4.2. La néphropathie diabétique (DN) : est une complication majeure associée au diabéte
de type 1 et de type 2 (T1IDM et T2DM, respectivement) et est la principale cause
d'insuffisance rénale terminale (IRT) (Dias et al., 2019). La DN suit des phases distinctes,
dans lesquelles I'hyperfiltration glomérulaire est suivie d'un déclin implacable de la fonction
rénale (Modafferi et al., 2019).

1.4.3. La neuropathie diabétique : La neuropathie, ou Iésion des nerfs du systéeme nerveux
périphérique, est une maladie débilitante mais étonnamment commune et complexe. Sa
prévalence est supérieure a 2% dans la population générale (Savettieri et al., 1993) et a
environ 15% chez les plus de 40 ans (Ngelgau, 2004) . De loin, la cause la plus fréquente de

neuropathie est le diabéte (Johannsen et al., 2001).
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Ce présent travail est une thématique proposé par Mme Eddaikra qui s’est déroulé
pendant la période de confinement lier a 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 Aldose
Réductase (AKR1BL1) et ses associations pathologiques chez ’homme en utilisant les bases de
données internationales et les outils bio-informatique open source.

Notre étude in silico est basée sur 1’utilisation des bases de données protéomique et
génomique des bases de données open source.

Nous tenons & 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 séquences moléculaires (refseqgene) du gene AKR1B1
(aldo-keto reductase family 1 member B1 isoform 1) que nous avons utilisées dans notre
étude in silico sont présentés dans le tableau I.

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

aux différentes pathologies.
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Tableau I : Description des molécules biologiques.

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

= .II.II.

NP_001619.1 / Fasta NCBI 316 aa

(GenBank)

NA : Numéro d’accession ID : Identifiant Nbp : Nombre de Paire de Bases

2.1.2. Matériel non biologique

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

répertoriés dans le tableau II.
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Tableau 11 : Description des outils bio-informatiques.

Bases de But d’utilisation

données

UCSC Visualisation du géne https://genome.ucsc.edu/

genome

browser

--

UEEREIEVAA Analyse des reads des séquences https://usegalaxy.org/

RNAseq et recherche des snp

. --

FINYZ 12 recherche et récupération https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

d'informations pertinentes sur les CBBresearch/Lu/Demo/LitVar/

variantes #1?2query=
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2.1.3. QOutils bio-informatiques
2.2 Méthodes

Le protocole de notre étude est schématisé en organigramme par la figure ci-dessous.

Interrogation des bases de
données

Récolte des informations

AKR1B1
NCBI UCsC Ensembl Galaxy
Protéique Importer la séquence FASTA Nucléotidique
SNP, Rs

Trier les rs par LitVar

Association pathologique Variation dans la séquence

Figurel2 : Méthode de recherche des SNP du géne AKR1B1.
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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) , https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ , qui fournit

une large gamme de ressources en ligne pour les informations et données biologiques, y
compris la base de données de séquences d'acides nucléiques GenBank et la base de données
PubMed de citations et de résumés pour les revues publiées sur les sciences de la vie

(Agarwala et al., 2018).

Méthode

-Accéder a https://www.ncbi.nlm.nih.qgov/

-Lancer la recherche en introduisant notre mot clé caractérisé par le symbole de notre
géne« AKR1B1».
-Aller a «Gene», choisir kAKR1B1 Homosapiens»

ZNCB Resness¥) HowTo ¥

(¢ B
dNCBI Al Dafzozsss v AKRIBT ¢ -s"”
COVD-19is. ly el
et e oo O s Genes
w (i e e reseaeh Tom NIH. P it gpiornaing.
g NGB S4RS G e oce, ani ¢ v

NCEI Hame Welcome to NCBI

Gene @ @

stience and hath by proviing azcess 1

GEO Dataets ()
Submit Download Leam
’ SIF o
GEQ Profiles 6,383
Pt
PubC
HomoloGene o
NCBI News & Blog
Analyze
= PopSet 0
Name/Gene ID | Descrnption Location Aliases MIM
) AKR1B1 aldo-keto reductase family 1 member B Chromosome 7 ADR, ALDR1,ALR2 AR 103880
ID: 231 [Homo sapiens (human)] NC_000007.14
(134442350..134459239
complement)
—} Akrib1 aldo-keto reductase family 1 member B Chromosome 4 ALDRED, ALR-P-I
ID: 24192 [Rattus norvegicus (Norway rat)] NC_005103.4 Akrib3, Akrib4, Aldr1
(61706866..61720959 Alr, RATALDRED
como’&a-men!)

Figure 13 : Les étapes de recherche sur NCBI.

22


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

Matériels et méthodes

-Une fiche du gene va s’afficher renferme de nombreuses informations sur le géne

AKR1B1 aldo-keto reductase family 1 member B [ Homo sapiens (human) ]
Gene ID' 231, updated on 7-Jun-2020

~ Summary 2|7

Official Symbol AKR1B1 ed by HGNC
Official Full Name aldo-keto reductase family 1 member B Hi

Primary source HGNC HGNC 381
See related Ensembl ENSG00000085662 MIM:103880
Gene type protein coding
RefSeq status REVIEWED
Organism Homo sapiens
Lineage Eukaryota; Metazoa: Chordata; Craniata; Vertebrata: Eutelecstomi: Mammalia; Euthena: Euarchontoglires: Primates; Haplorrhini
Catarrhini; Hominidae; Homo
Also known as  AR; ADR: ALR2; ALDR1
Summary This gene encodes a member of the aldo/keto reductase superfamily, which consists of more than 40 known enzymes and proteins. This
member catalyzes the reduction of a number of aldehydes, including the aldehyde form of glucose, and is thereby implicated in the
development of diabetic complications by catalyzing the reduction of glucose to sorbitol. Multiple pseudogenes have been identified for
this gene. The nomenclature system used by the HUGO Gene Nomenclature Committee to define human aldo-eto reductase family
members is known to differ from that used by the Mouse Genome Informatics database. [provided by RefSeq, Feb 2009]
Expression Biased expression in adrenal (RPKM 1087 3), placenta (RPKM 120.6) and 2 other tissues See mare
Orthologs mouse zll

Figure 14 : Une fiche représentant en bref les informations sur le gene AKR1B1.
2.2.1.1. Recherche des polymorphismes « SNP »

Il existe plusieurs possibilités pour accéder au polymorphisme du gene d’intérét
« AKR1B1 »plus particulierement les SNP.

Afin de répondre a notre problématique nous avons choisi trois possibilités : UCSC, Ensembl,
et Galaxy.

2.2.1.2. Outil UCSC
Principe : Le site Web Genome Bioinformatics de I'Université de Californie a Santa Cruz

(UCSC) a I' adressehttps://genome.ucsc.edu/ fournit des liens vers divers outils d'analyse du

génome, notamment I'UCSC Genome Browser (Kent, 2002; Kuhn et al., 2009), un outil
graphique permettant de visualiser une région spécifiée 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 (Karolchik et al., 2003)
sous-jacente aux annotations du navigateur Genome. Les deux navigateurs prennent en charge
une fonction de pistes d'annotations personnalisées qui permet aux utilisateurs de telécharger
leurs propres données a des fins d'affichage et de comparaison.

Méthode

-Accéder a https://genome.ucsc.edu/

-Récuperer une liste de SNP communs du géne AKR1B1

- Accéder au locus du géne AKR1B1 a I'aide du champ de recherche
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A1

Figure 15: Page d’accueil d’UCSC.

- Aller dans “Tools” puis “Table Browser”.

- Selectionner:
- Assembly : GRCh38/hg38
- Group : Variation
- Track : Common SNPs(151)
- Table : snpl51Common

’o

Himin el

; A AR A
e 1 OB ¥

PailionSearch o

Tools Mirrors Downlo

Blat

- Table Browser

Variant Annotation Integrator }

Data Integrator

L3l

Gene Interactions

Gene Sorter

, Genome Graphs

, In-Silico PCR
LiftOver
VisiGene

| Other Utilities

- Region : position (ces coordonnées seront la position du géne AKR1B1)

- Appuyer sur “get output

- Pour limiter a quelques colonnes, revenez en arriére et choisissez:

Output format: “selected fields from primary and related tables”
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Genomes Genome Browser Tools Mirrors. whloads My Data Projects Help About Us

Table Browser

Use this program to retrieve the data associated with a track in text format, to calculate intersections between tracks, and to retrieve DNA sequence covered by a track. For help in using
this application see Using the Table Browser for a description of the controls in this form, and the User's Guide for general information and sample queries. For more complex queries,
you may want to use Galaxy or our public MySQL server. To examine the biological function of your set through annotation enrichments, send the data to GREAT. Refer to the Credits
page for the list of contributors and usage restyjctions associated with these data. All tables can be downloaded in their entirety from the Sequence and Annotation Downloads page.

clade: [ Mammal Human v bly:
group: | Variation ‘: v| track:|Common SNPs(1 51)¢manage custom tracks || irack hubs |
table: [snp151Common ~| | describe table schema |

region: O genome ® position [chr7:134 442 356-134.459284 | [ lnokup | | define regions |

identifiers () I 18): [ paste list | [ upload list |

filter: [ create |
intersection: | create |

correlation: | create |

output format: [ selected fields from primary and related tables v | Send output to [ Galaxy [ GREAT
output file: \ \ (leave blank to keep output in browser)

file ﬁpe returned: @ plain text O gzip compressed

| get output | | summary/statistics |

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

Figure 16: Page d’accueil de Table Browser et de paramétres de filtrage des SNPs.
-Une deuxieme table apparait

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

observed, valid, func, alleleFreqCount, alleleFregs.

-Appuyer sur “get output*

bin
chrom Reference sequence chromosome or scaffold
chromStart Start position in chrom
chromEnd End position in chrom
name dbSNP Reference SNP (rs) identifier
score Not used
strand Which DNA strand contains the observed alleles
O refNCBI Reference genomic sequence from dbSNP
O |refUCSC Reference genomic sequence from UCSC lookup of chrom,chromStart,chromEnd
observed The sequences of the observed alleles from rs-fasta files
[ /molType Sample type from exemplar submitted SNPs (ss)
O class Class of variant (single, in-del, named, mixed, etc.)
(valid Validation status of the SNP
[ JavHet Average heterozygosity from all observations. Note: may be computed on small number of samples.
[ lavHetSE Standard Error for the average heterozygosity
func Functional category of the SNP (coding-synon, coding-nonsynon, intron, etc.)
O |locType Type of mapping inferred from size on reference; may not agree with class
‘weight The quality of the alignment: 1 = unique mapping, 2 = non-unique, 3 = many matches
[ lexceptions Unusual conditions noted by UCSC that may indicate a problem with the data
() |submitterCount Number of distinct submitter handles for submitted SNPs for this ref SNP
(1 |submitters List of submitter handles
alleleFregCountNumber of observed alleles with frequency data
alleles Observed alleles for which frequency data are available
Count of chromosomes (2N) on which each allele was observed. Note: this is extrapolated by dbSNP from submitted frequencies and total sample 2N, and is not
alleleNs
always an integer.
alleleFregs Allele frequencies
0 pitfields SNP attributes extracted from dbSNP's SNP_bitfield table

cancel | | check all || clear all |

Figure 17 : Table permettant la sélection des champs souhaités sur la table.
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2.2.1.3. Outil Ensemble 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. Ce navigateur
nous permet de filtrer les données des SNP codants : promoteur \ exon du géne AKR1B1
(Xenbaseet al., 2018).

Meéthode

-Pour commencer : Tapez "AKR1B1" dans la boite de recherche sur la page d'accueil

https://www.ensembl.org/index.html puis choisir I’espéce Human et cliquez sur "Go".

Cela va générer une page de résultats de recherche avec "AKR1B1 (Human Gene)" comme

premier hit, Cliquer sur le lien du titre pour accéder directement a 1’onglet "Gene AKR1B1"

OnlsachingHunan v JELGYLT &0

30 results match AKR1B1 when restricted to | species: Human

BLASTBLAT | VEP | Tools | BioMlart | Downloads | Help& Docs | Blog

Did you mean... ¥

Tools BioMart > BLASTIBLAT > Variant Effect Predictor >

Search

Human 25 w (for
AKRIBY [ Go AKR1B1-212
c ENST000004

€. BRCAZ o rat 5:62797383-53627669 or rs699 or coronary heart disease Aldo-keto re

All genomes Favourite genomes # fNTTH)CTNJT

24
- Select a species - v Human Aldo-keto reductase family 1 member B [Source:HGNC Symbol Acc HGNC:381]
' B GRCh3pl lion » Ext Refs. » ¢DA o Exons o ant able » I

-Cliquer sur "Variant table™ dans le menu de [ —

Gene-based displays
—1° Surmmary

Gauche pour obtenir un tableau décrivant toutes les
variantes dans les régions du gene AKR1B1Avec de |~

nombreuses options de filtrage.

Figure 18 : Les étapes de recherche des SNPs sur Ensembl.
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2.2.1.4. Outil Galaxy

Principe :Galaxy https://usegalaxy.org/ est congu comme un ensemble de composants

logiciels distincts qui fonctionnent ensemble pour effectuer des taches (Giardineet al., 2005).

Galaxy est utilis¢é pour I'expression des genes, I’assemblage du génome protéomique,

épigénomique, transcriptomique, et une foule d'autres disciplines dans les sciences de la vie.

Méthode

<

Accéder a Galaxy par le lien https://usegalaxy.org/

Une liste d’outils "Tools" s’affiche sur la page d’accueil.

Cliquer sur "Get Data"

Puis cliquer sur" UCSC Main table browser"

aipelts Wotdon Ve o Dea” Hep lognorhegier 88

Tools

Get Data <=
Collection Operations
GENERAL TEXT TOOLS
Text Manipulation

Filter and Sort

Join, Subtract and Group

FASTQ Qualty Control
SAM/BAM
BED

VCE/BCF

Nanopore

James Taylor (1979-2020) believed that

scientific progress can best be sustained

through the mentoring of students and
junior faculty,

Donate now

History e

Unnamed history

O hestory s empty, You can load
Jouroun et o get data rom an
extemalsource

)

Tools

X
search tools o

Get Data
Download and Extract Reads in
FASTA/Q format from NCBI SRA

Faster Download and Extract
Reads in FASTQ format from NCBI

SRA

Download and Extract Reads in
BAM format from NCBI S

EBI Search to obtain search results
on resources and services hosted at

the EBI

SRA server

modENCODE fly server
InterMine server

Upload File from your computer

UCSC Main table browser @

MouseMine server

LICSEC Avrrhsas tohic hrocor

Figure 19 : Les étapes de recherche sur Galaxy.

-Sélectionner:

Assembly: GRCh38/hg38
Group: Variation

Track: Common SNPs (151)
Table: snp151Common

Region: position (ces coordonnées seront la position du gene AKR1B1)

Output format :BED (Browser Extencible Data )
Send output to : cocher Galaxy

Cliquer sur “Get output”
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‘) Genomes  Genome Browser  Tools Mirrors Downloads My Data Projects. Help About Us

Table Browser

Use this program to retrieve the data associated with a track in text format, to calculate intersections between tracks, and to retrieve DNA sequence covered by a track. For help in using
this application see Using the Table Browser for a description of the controls in this form, and the User's Guide for general information and sample queries. For more complex queries,
you may want to use Galaxy or our public MySQL server To examine the biological function of your set through annotation enrichments, send the data to GREAT Refer to the Credits
page for the list of contributors and usage restrictions associated with these data. All tables can be downloaded in their entirety from the Sequence and Annotation Downloads page

clade: [Humanel 3 ~] y: [Dec. 2013 (GRCh38/g38) v
group: [Variation ~]| track: | Common SNPs(151) | manage custom tracks || track hubs |
table: [snp151Common ~| [ describe table schema |

region: O genome ® position [chr7:134,442 356-134.459 284 | [lookup | [ define regions |

identifiers (names/accessions): [ paste list | [ upload list |

filter: | create |

intersection

e
correlation: | create | 9

output format: [BED - browser ible data € —] ~] Send output to Galaxy [ GREAT
output file: \ [ ({leave blank to keep output in browser)

file ﬁ;e returned: @ plain text O gzip compressed

| get output | | summary/statistics |

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

Figure 20 : Page d’accueil de Table Browser et de paramétres de filtragedes SNPs et
transmettre & Galaxy.

- Une autre page de configuration s’affiche Cocher "Whole Gene", puis sur
"Sendquery to Galaxy"

- Appuyez sur I’ceil pour voir le tableau montrant les variantes de notre géne AKR1B1

\  Goones  GmomeBower Tos M Oowncals W02 Pmpds  Hep  Ails

Qutput snpt51Common 25 BED 1 ShOw

[ Includs custom track heater:
0 - |
TETE= b snpiS1Co s ’El K F

Fr 1: UCSC Mainon Human: @ & X
'““@—m snpl51Common (chr7:13

bases 4.“2,355v1 34,‘59’,2”}

eqinning o end of a chromesame and Upsireamidownsiveam bases are added, they may be funcated i arder o avoid extendng past e edge of e

Figure 21 : Visualisation des variantes en format BED.

2.2.2. Identification d’association pathologique par LitVar

Principe : LitVar améliore l'accés aux informations spécifiques aux variantes dans la
littérature biomédicale. LitVar a non seulement traité I'ensemble complet des résumés
PubMed, mais également les articles en texte intégral PMC-OA applicables. En outre, il
permet aux utilisateurs d'examiner d'autres entités connexes (Allot et al., 2018), telles que les
maladies et les produits chimiques.. LitVar est accessible au public sur

(https://www.ncbi.nlm.nih.qgov/CBBresearch/Lu/Demo/LitVar/#!?query=).
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Méthode
- Accédez a LitVar.
- Tapez le mot clé du notre gene "AKR1B1" dans la boite de recherche sur la page
d'accueil.

- un tableau de variantes (rs) du géne AKR1B1 apparaitra associant chaque "rs" a sa
pathologie.

U.S. National Library of Medicine 0 API

National Center for Biotechnology Information

7= TUTORIAL

+[RitVar

AKR1B1

Try: A146T, c.436G>A, rs121913527 or CFH R1210C

Litvar [1] allows the search and retrieval of variant relevant information from the
biomedical literature and shows key biological relations between a variant and its close
related entities (e.g. genes, diseases, and drugs). The LitVar results are automatically u
extracted (with regular updates) from over 30 million PubMed articles as well as applicable

Figure 22 : Interface de LitVar.

Select a variant 15/15

Variant Clinical Significance % MAF Diseases Publications %

| DiaseTes MeLLTus | | DiaseTic ReTinosATHY|

| Diasemic NepHROPATHIES |

rs759853 [c.-106C>T] - n/a 40
es MeLuTus, Tree 2
(Diazeres MeLuTus, Tvee 1]
| DiaseTes Mevurrus| | Hveearension | | Ausummuria
rs564547015 [c.1A>C] - n/a ———— 3
\Eﬂsrawﬂ
rs749559219 [p.S304C] - n/a 2

Figure 23 : Tableau des rs du géne AKR1BL filtrés par LitVar.
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Résultats et discussion

3. Résultat
3.1 NCBI

L’interrogation de la base de données NCBI nous a permis d’obtenir les informations
associées au géne AKR1B1 Humain (tableau I1) .les résultats de la recherche montre que ce
géne AKR1B1 Humain est caractérisé par un tres grand nombre de SNP. Ces derniers
incluent des SNP codants (synonyme et non-synonyme), le reste des SNP forment la partie

non codante.

Tableau I11: Références GenBank NCBI du gene humain AKR1B1.

NCBI

Nature Nucléotide

Source Homo sapiens (humain)
Organisme Homo sapiens

Locus NM_001628

1361

RNAmM Lineaire

Accession NM_001628

Version (Séquence Reference de JNLYROok(AR:
NCBI)

Cytogénétique localisation ou map 7933

Synonyme AR; ADR; ALR2; ALDR1

Nom aldo-keto reductase family 1 member B
Gene groups aldo/keto reductase superfamily

Nombre d’exons 10

Nombre des SNPs 5114
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3.2. Outil UCSC

Pour rechercher et visualiser les SNPs du géne AKR1B1, Nous avons utilisé 1’outil UCSC
(The University of California Santa Cruz) Genome Browser Data Base

Les différents résultats représentés par la (figure 24) nous indiquent visuellement si un SNP
réside dans des régions non traduites ou s'il entrainerait une substitution d'un acide aminé

dans la protéine (non synonyme), ainsi que les SNP retrouves dans les régions codantes

(synonyme) et non-codantes qui sont distribuées sur toute la longueur du gene AKR1B1

| rsisserizes |
SotempTns | resesesamen | rerioEeseT | rs767328580 |
S534352336 | reQeS335652 | rsTEUTEGET4| F5754975071 |

& NUCleotide Foldumorphisms (dbSHF 158) FOund ik 3= 17 of Samples
rseozesaz | re77934394 | ree1s4228 | rs1732637 | reTi1ToNga] | Peiraniss | riberensa| bejsstsera|  ressTesar| | ner7adods | FS7ASAETI6 | PSE4E6R4ET | re14z4428 |
resess | re7saessag | rsessi4i2|  rs113370s70 | rsaTa4653 rs2rasese| rszvaesds|  re114293777 | rs1ez73Res | rsisszaeesd|  rsseecsas |
rs111675318 ] r5113863561 | rsE95RTEN | FS225MEE | rs111596477 | rs118373407 | rs75458552 | rs1L971263 | FS1646648 | rs3g431824 | rsi197416a|
FS113193818 | rsiiis2sses | rsa7ezEz | rS1OEEOEST| | re17EERAER | roeoease2| rsiveRess|  rsssasads | re171E8118 |
rs4732027 | rs27a4657 | rEie54455 | PE1395ESE31 | rs1708432 | rs179938 |
rs112s76377 | rs17167854 | rS18505278 | rsEe8139ET |
rS27E4ESE | rsam5LaTa |
rs111382257 | rs2974975 |
rSE216672 | rs2734682 |
rszEaaess | rs548525826 |
FETERLEIT|
rs206157543 |
|| ristratpes |
1z Nucleotide Polumorphisms (dRSNP 158)
FE745434536 | rS2852173| rs2SS51471 | FE5E62 | rE764028748 | reOTESE9279 | rE5E61 | V‘SE754552\ rESTR9355EE | re1T7e8432 | rE2ETE22T7| FE1E46639 | | 7| | ret424426|
rsS3E980470 | rs2852i72| rs27aesd| | rss21 | | | 855 | rs11971283 | rsEBEElSﬂ rs2ES1477 | rSTTLIELISTE | rsesaaanae\ rsxsxaﬁess\ rsSes4 |
r=207753391 | PS7E6EZ7RE|  PSESS4mds | rS145953948|  roeEnsnss| rsemS4osi| ro9esedose+| rsasseisEs|  rosesa|  rssess|  roascds+s| revsseesss| r |
rE1§37536385 | reave3ase2 | rs2691840 | FE3T49434 | FEI7E203T | rER14263684 | rsi3305162| rs2734650| rI27O4649| rs071376561 | rs1799999|  rs2676226 | rsH97322021 | I“Sl?QlBBE\ r"5934599597\ r‘5914573532\
rSTI2920425 | ro62466133 | | 4531631 | roS2416691| rsTTA353858| reliS44557| rS326921516| rST45326558| roSYTESE3S| rsTT4418576 | rs97ieTEED| rolo2cSssss| rsasiesisis| rssassagTT
Fotisnoeran | | PSSRASET| | rE4RRGET| roScoupdeEe|  roRSRARA| ra7are4sss| 1nTiSOnin| neSEeISE7S| revSessepe| raSemeiaton| reTisnecen| | reseeingd| reiseaoedss| reseiseians| rs;?iaﬁnma\
rEi863094 | rsSS5T9606E | rsT7S442240 | reSE4365698 | reodladsian re760130465 | re99B4E36E7 | reSTTEME59 | rsT43208237| rsT45643404 | rs2670246 | rsTI76756456| re9S3154819| rsSSa5e1833|
rSS47871255 | ro74S4B7A35| 9655392087 | rS27T34685| roS49581054 | ro3fasicass| rs778568943| rs37Saa48e| rsTAE0012| rsiSI20S166|  rs28S1476 | v | rS351237486 |
FELBITETN4E | rI37O21634%| rI140955724 | rS61364226|  FEEB70231| rIi6SS7IeZS| rITSEI4SE98| rIS436EST40| re74EEsIied| rI27eie1d|  rI17oe99s| rIS4sesmz4l | rseeseszsdl| rselzisTeze| reemeETavel|
| | s rs2691835 | rs153302514 | rETER266121 | re9S300TEE6 | rsTSEIE212| rsE9SeiSTa4 | rsTE1S4E70| FE2ETH2IY| re9S4451451 | rs240212075| rsR343T7L353|
rS11544690 | rs325264838| ro98e29512|  ro2882171| rsS9i7IETL| rs927ESS324 | rSTE2SEAISA| ro26To2AM| rsS28STI228 | rsil4639595| rsss19113a r 541427975 |
rSS2E9SE9SE | reg4ssseiTi| rI19e4zmsez|  PERSS1472| rEL4G187753| re7SSTIeSSS| rS37S3E6es+| rSe7ISE7189| roSER7E4Icd| roereoSoT4| re7eessess| rI9Rraveses| re11757sssd| regansavis| reviz+isess|
rsl46236475 | rsS43645099| rsO70196035| rsSO9527801| reS0L2676TE| re941552013| rsOo30311799| rsTEO266365| re9972087585 | rs9e5120115| rsSES3ISSTES| reSIS664193 | rsUES57TI026| rsTTSTEI6L | reS9To21s64 |
FSEQTEERA3E | PoGERERGIG6 | FSOB3ETE0SE| RS536418198| RS943706477| PSO7SEA4E54| PS101877325| PS1Q17661GE| FST46348901| r942316217| re79ES17737| rSOE2E757RS | rSalsemsesz| rSi1417418 | rsaesseseny |
53037630 |  rsi79ieee|  rseseisaw| | rseo7esaz| rscgcoscele| rIg4seerods| | rS1709434| rESeTTISTTE| rs3T4eseses| re9iseeesss| re7isousIez| re@si7E3s4T| rE11See7159| rssssezsist| reeviesesss |
rs1652476953 | rsS35523352| rs912486667| rSOLTISTOLT| rSOO5LER935| rsSTETTOLIOE 15241, | | rs951703795 | rs943548705| rsi1374180| rsi3o886535 |
FSEQ4EETET4 | FSOOEAQRETI| rSO4393986E | rS73164880| reEA12766E| rSEESI1EA24|  FSEAE13G37| PeES1126ast | FSE057| PS373127683 | PITE2466894| rS1827ESS12| PE90RGEG3AL | rS929E1GE43| rSEEAGEETA |
rSSES1SE674 | re146804351| roSce7essz|  reR7e4sS7| re7G3ecell| roeesseseil|  rSeSS1474|  re2s7emzs| roiiS+dsos | rE3Tesesses| reav4sdres: | rssgaanssﬂ | re7reeea1a |
rs393344719 | roS32E67ESE| | reseecessTa| | r | rs7EosEasaa | r5559015429\ rS102T3906 | r |
FS745497134 | FSEE2110301| rs931108933 FS999419681| FS1183TBETA|  FS7E1A1BE4 | FSSBIS4BEA1| FSSES1G3SSS 5143763856 | rsae49E2414 | »553124&212| »swsssmsu »55944971&3| rS929425974 |
+=535525603 | rs762145496 | reSIET65404 | rSOO9349515| rs981935007|  rsT1172459| re9971729530 | rsR0eS37442 | rsoooszedad| V‘S?SSBSEAGB\ | re9e1773574 | re17158115 | reSe9219976 |
rs964142762 | rsT43813855 I r 1 | rsiaTe4430s| rsi47580362| r 1533 | rs933199163| | rsEaEL48841 |
Peinosssense | redsabusiis| | rec7omss| reanooazeon| re7s7elannr| re7esissssn| reTouieor| reioesseras| reiedaisoa| rea7ioseast| resoasoesaa| reoaszonant| reinsranesd| resesseneis| rearsetsise |
rE1836465737 | rs772552715| rsSE9S13697|  rs17167854 | re9SSeS0i4d | rESTITIS250| re37iF96683 | rel49233050 | re923387356 | re9SE007205 | re374024867 | I“5917B47915\ r"5547366975\ +E199528479 |
rs2229543 | roT7273654| rsSSTL67S45| rsl0609T134|  rs22S0455| rs7E2TFOTIS|  rs2eS2185| rsS3SSEALIS | | | | res52957758| rs579831165 |
5571283864 | rE14B612615| rES7IBR4757| rIBAS146605| rS1856ESER4| rS7E41SESEE|  rI2FS4ES1| rs191854718| rsoTiosesss | | resss194414| rso31sEes| 1
rE2E9349245 | rsS9140i6454 | re973IE27290| rs2S51473| rsTESISE9S1 | rsE9E3235 | rs96e721597 | rs972053432| rs5S5243165| rsSSI517644 | r 1501 | rs9956703599| reSS1545473)
rSSE3EETISE | rs95I2IEas2| rsTEAES2475| | rsaBE2170| rS372628506| rsTT94BLG7S| rsO13888322| rsOTI2174E5| ro7Elil4R4s| roDA7S0WESS| rsSE37SA235 | rs3TINS2SET| rsa7El0pa96| rs98a7+asdd| rs3TIzesas|
rsleezseress | rsesSiens| ro192952965| reSSE30RESS| re7STONTESR| 1I745119599| rSS4S644531| reTSSE12048| rE7S7097S18| PESTITSER14| rEeR1eSesis| rs3caissase| rS9RCURERs)| rIs41169Sed| rsEoseeswss |
rs1§35232595 | rs144155140| rsSEeES450| redSS545656 | rEg4EE4E731 | | | SS42723072 | rsllB631145 | rsSS4756216| rs9S9133666 | rsOE2337909| rs2aTiSE083|
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rElE63035 | re7S3895250| re9lS99T7TEL| rsOTTSIS0S1| rsTTIGLTE0G | re749362657 | rsS2E0S0004 | reT7S6415359| rsTEIS44533| reSTOS25148| rs99eS13iin| FET443TE75 | refRpTETECH | rs9S2263345| relET7EA5596|
rS13366168 |  PS043334781| rSSSO0SEEAT| FSSTEASA24Q| ro130547493| RS7ESIEAESG| hSEAS220E5 |  PS2SSALER| RSS4305TSA|  roDSS1475| re182935ESA| PS77AERRE2D| Po1119984B4| rs9s182438| rSTETIERES2 |
rssess | rs1e393elSTe| rS76O9E422G| reSRS0RSET| reissasie 5905724655 | reeveze1443| rsemicziesz| rreesRe7esn| rI916eeseus| rszesoscess| rso7eseszes| rIeEsiTies7| rrisasEsels|
rs3TT185391 | rsi16921243| | rs&Ta4eE4sL | | r 24 | | rs7E1132505 | rsTESS37E3T| rsi39095253 | rs964133201 | rsTSETISTIL| rsS43684172| rsTITESETSE| rsET2TTSISE|
FS915083451 |  RSS793ETEER| FS1E4117128| PoS44SEEESS | FSEE3EEIA13 | PS191798888 | PS757291347 | FS7IO9S9EE2| FS9E4213370| PSETLAAEER3|  PoDS3SEASE | roB9BSEATAT| PS1AS4EGBERT| SO4E47IATA|
| | re7Sseseeds| rsares4eest| rewssaiosss| rse54saR679| rI915219964 | rIove7es4ed| ro9Szesienz| ro9w4dsasoz| reilzessass| rs1127sesis|
PSTERSTIXEE | rs765259956 | rs1F30E159| rsO8E516211 | rsE7E901099 | rS2TI4E5E | rSTEREE1543| rsTES419303 | rs995e9s8TS | 1] | rsipesieS394 | rso53928365 |
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PE372374617 | FrE1E5412663 | reSSLOTR400 | rsO44921302| re374095313 | 046921112 rETSE213746 | reTS4090850 | rel1T342415| re191024561 | rEi96108336 | rel841T81LE] reTIE169915|  re3T71534918 | reSTTMEE55S |
1 I 5117086535 | | rsaTeTST2E8| rsSS2254448| rsTTTE4085T| ro2@POSSTET | rsO32578E42| rsI9EG11TLE| rsI83461748 1 | | |
FE191454045 | 577934394 | rs77515R4S8| rI919735556| rIS49562825| rS146371299| FST6195636| r11560841d| 5529503948 | rsSeSS1453a| rI310154254| ro7Sesssess| rs79lsleRi|  rsde4ssesta| rssesesrese |
rETE4553222 | rE2551469 | rs91i2195054 | rs930720639| rE77RT48543| rell1896477| rsi7856148 | rs145054524 | 540600997 rs746505253 | re9a4ce5991 | rs2852163 | FEZ2UEETI|  rIU34296055 | reSOEEE0E4E |
rSTE45195 65 I rs25514768| rs747579575| rsTEG169528| rsSS2659163| rs7S6158814| rsTEES41776 SS0TSSZEZ | rsO53971232|  rsiB4864B| rof43876564 | rsTEEESS3S |
rE75ER1R1RE | r=780972ES | | rs954634275| PST7EBEEOIS| rE14nAsises| rsEEEESeR| PSTBL4SE4SD| rS947464775| rS939142148| rs74S41se1s |
rE7FETEL5ESS | re1e2E546625| rEiSE161999| rs215914703| reST71956062 | r*5551439567| rETE2150909 | PSIGBBBXBH r5373114751|
rSTE1775350 | rsess4aiess| rs2psazssss| rsiesssTTiT |
edu/cgi-binfhgcThgsid=8352 16033 FIGBEXAGKETRBY W

PEE5ITSI4E0 |

FSSE4175769 | rSTET4BEELL |
rs357zagE02 |
rs776635710 |

rs561533695 |
rEEIFETIH |
ressazaaass |
2536333915 |

rEQUS244953 | re80TISIO4 |

rslaspssa7z | rsS77L8A1S5 |
71685410 | rs79523392s |

rs774211655 | rsSI00E5703 | rsSI626TT16|

rs551725215 |

rs2691336 |
rs921589965 |
rsi85966449 | re@32265845 |

reazacantal |
rEIE4564365 |
resgzesaioz |
ra75a577298 |
rEOS2E50525 | rsTIE104274 |

Figure24: La liste de tous les SNPs positionnés sur le gene AKR1B1 via Genome Browser

(https://genome.ucsc.edu/cqi-bin/hgTracks).

Tableau IV : signification des couleurs Genome Browser

Noir Locus

En amont / en aval du géne variant

Intron Intron variant

Codage synonyme

Vert

Variant synonyme

Rouge Codage non synonyme

Gain-stop, faux sens-variant, perte-stop,
décalage de cadre-variant, dans le cadre-indel

Site d’épissage : splice accepteur variant, splice
donneur variant.

Bleu Non traduit

5 prime UTR variant, 3prime UTR variant.
Non-coding (ncRNA) : (nctranscript variant)
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Nous avons aussi obtenu une liste des SNP communs (151), avec 1I’emplacement, leur nom

(rs) ou ID, le nucléotide de référence et les données de seéquence modifiées observées, la
classe de SNP et la fonction du SNP.

#bin chrom

1610 chr?
1618 chr?
1610 chr?
1618 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1618 chr?
1610 chr?
1618 chr?
1610 chr?
1618 chr?
1610 chr?
1618 chr?
1610 chr?
1618 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1618 chr?
1610 chr?
1618 chr?
1610 chr?
1618 chr?
1610 chr?
1618 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?
1610 chr?

chromStart
134442602
134442849
1344430891
134443150
134443372
134444264
134444412
134444425
134444570
134444631
13444581a
134445516
1344455320
134445587
1344455378
134446875
134446489
13444p498
134446581
134446703
134448751
134447154
134447202
134447890
134447699
134447722
134448295
134448538
134448600
134448887
134448925
134445324
134449300
134445382
134449382
134448401
134445422
134449442
134449577
134449588
134445392
134449993

chromEnd

134442683
134442650
134443092
134443151
134443973
134444265
134442413
134444426
134444571
134444632
134445311
134445917
134445921
134445968
134445979
134446876
134448470
134445499
134448532
134445704
134448752
134447155
134447203
134447631
1344477¢0
134447723
134448296
134443539
134448681
1344433638
134448926
134445325
134449361
134449363
134449383
134449482
134442423
134449443
134449577
134449589
134449933
134449994

name scare
rs2229543
rs5@55 @
rs111e7531@
rs113193818
rs779343%4
rs78265539
rsll3563561
rs11162896@
rs4732027
rsll257@377
rs61364220
rs2551472
rs59827891
rs2678232
rs2734657
rsl7167854
rs2734655
rs111382257
rs3216672
rs2269088
rs1732037
rs11337067@
rs2259458
rs12669537
rs1@954455
rs10888275
rs71172459
rs2734653
rs111896477
rs17660462
rs139585031
rs17a8434
rs39613937
rs2551474
rs2974875
rs2734652
rs34@525826
rs7801237
rs2@el157549
rs547910497
rs2734850
rs115373487

® n

trand

LR I R R R R R R I

observed func  weight slleleFreqCount alleles allelefls alleleFregs

- AlC neRMA,untranslated-3 1 2 4,C,  119.900000,488%.000000, 0.023762,0.976238,
6/T nchNA,untranslated-3 1 2 G,T,  4.000088,76.088000, 2.850060, 8.956000,
+ o1 intron 1 H C,T,  4939.000000,69.000000, 0.985222,0.013778,

+ o1 intron 1 2 €,T,  69.008008,4339.080068, 6.013773,0.986223,

+ alc intron 1 H A,C,  69.000000,4339.900000, 0.013775,0.986222,

+ o1 intron 1 H C,T,  4820.000000,138.800009, 0.962460,0.837540,

+ Alc intron 1 2 A,C,  83.000000,4325.000000, 0.016573,0.983427,

+ AVG intron 1 H 4,6,  69.008000,4939.080008, ©.013773,0.986222,

+ Ale intron 1 2 A,G,  1605.000000,3403.000000, 0.320487,0.679513,
+ o1 intron 1 H €T,  4934,000000,74.000000, ©.935224,0.014776,

+ Alc intron 1 2 A,C,  263.980008,4730.800008, 6.053714,0.3462836,

+ A/C/G/T intron 1 H 6,7,  1354,000000,3654,000009, 9,270367,0.729633,
+ [ intron 1 2 C,G,  263.080008,4730.000008, 6.053714,0.345286,

- o1 intron 1 H €T,  2226.000000,2782,000009, 9,444489,8.555511,
- A/G intron 1 2 4,6,  1353.000000,3655.006008, 0.270168,0.729832,
+ C/6/T  intron 1 H 6,7,  1128.000000,3580.000009, 9.225249,0.774768,
- A/C/G  intron 1 2 4,6,  1353.800000,3655.006088, 2.270168,8.729832,
+ AT intron 1 H A,T,  69.000000,4339.080000, 0.013775,0.986222,

+ -/c intron 1 2 -,C,  5B0%.068000,0.000008,  1.080800,0.000000,

+ C/6/T  intron 1 H C,6,  2303.000000,2705.000009, 9.459864,0.540136,
- T intron 1 2 €,T,  5003.600080,0.008006,  1.088000,0.080060,

+ ot intron 1 H C,T,  4932.000000,76.900000, 0.984324,0.015176,

+ A/G/T  intron 1 H 6,7,  3721.000000,1307.000000, 9,739018,8.260952,
+ A/C/T  intron,ncRNA 1 2 C,T,  4135.000000,373.000000, 0.325679,8.174321,
+ /e intron,ncRMA 1 2 C,G,  2225.000000,2783.000000, 0.444289,8.555711,
+ /e intron,ncRNA 1 2 C,G,  3701.600008,1387.000000, .739018,8. 260932,
+ -/A intron 1 H -,A,  B95.000000,4110.000000, ©.179313,0.820657,

- ot intron 1 2 C,T,  87393.600000,30743.600000, 0.741844,8.258356,
+ AlG intron 1 H A,G6,  4941,000000,67.080000, ©.9856621,0.013379,

+ 6T intron 1 2 G,T,  352.080000,4556.000008, 6.078283,0.923712,

+ AlG intron 1 H A,G,  70.000009,4335.000000, 0.013378,0.986022,

- C/6/T  intron 1 2 €,T,  3576.800000,1432.0606088, 0.714858,8.285342,
+ A/C/T  dntron 1 H A,C,  65.000000,4343.000000, ©.012379,0.987021,

+ ALG intron 1 2 A,G,  4867.800000,141.800688, 6.371845,0.828155,

- A/C/G/T intron 1 H C,T,  1231.000000,3777.000009, 9.245807,0.754193,
- A/C/G/T intron 1 2 4,6,  3726.800080,1282.606858, 0.744810,8.255320,
+ -/A intron 1 H -,A,  99.000000,4900.000000, ©.019763,0.930232,

+ o1 intron 1 H C,T,  4843.000000,165.800009, 0.967953,0.032947,

+ -jc intron 1 2 -,C,  4838.000000,120.000000, 0.576033,0.023982,

+ -/A intron 1 H -,A,  2878,000000,2127.000000, 9,575025,8.424975,
- Ale intron 1 2 A,G,  2552.000000,2456.000000, 9.509585,0.450415,
+ A/G intron 1 2 4,6,  133.000008,4575.800000, ©.026557,0.973442,

Figure 25:liste des références des SNP communs (151) obtenue par UCSC Genome Browser

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables).
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3.3 Outil Ensembl Genome Browser

Ce navigateur nous permet de filtrer les données, Nous nous sommes donc intéressé aux SNP

codants : promoteur \ exon du gene AKR1B1

Le tableau des variantes répertorie les variantes trouvées dans les régions codantes du gene
AKR1B1, avec leurs positions, alléles, conséquences et effets protéiques prévus. Les boutons
au-dessus du tableau nous permettent de filtrer les données pour n'afficher que les variantes

qui nous intéressent.

Mut

atio

Pol n

Glo- AA y- Ass
Alle-  bal Sour-  Evid- Clin. co- Sl Phe CA REV Met ess

Chrbp  les MAF Class ce ence Sig. AR od FT n DD EL alR or

7134442730 AG - SNP dbSNP @ Ex i - Istoplost "R 317
1764619605  7:134442732 AIC - SNP dbSNP g 5 36 (0 ) 0.114)(0.107)(0.499 EgaezTgcaooza
762010122 7134442733 AT - SNP dbSNP @ Ex %o 36 (0 )(03% 0.156)(0.076 EEI:IBE;TSGDDCQB
151274552433 7134442735 TIC - SNP dbSNP g 5 315 0.164)(0.143 ENST0000028
59309
[ST5T815855 7134442737 TIA - SNP SN @ By - 34 (052)( 0 )0 )(0.047)(0.019)(0.079)ENST0000025
AD
[STB1778959  7:134442741 g-.t\;c.-' - SNP dbSNP @ 53 % 313 (0.07)(0.001)( 12 (0127 )(0.072)(0.4%5 ;?ﬁ?moza
IsTB1778959  7:134442741 gwc; - SNP dbSNP g 52 % 313 (011 )(0.001)( 9 )(0.018)(0.063)(0.318 ;Er:laspTgcaooza
[STE778959  7-134442741 gac ; SNP dbSNP @G B e 33 0.150)(0.079)(0.389 EEBEF‘TSGDDMB
5116049631  7:134442743 GIA < SNP dbSNP @ WD) - 2 - : - : - : ENST0000028
0.001 €x garon 59309
(A) Ac B9 AD
26734 7134442748 GIA - SNP dbSNP g 53 311 0.063 EgaspTgcaooza
7134442752 COSM - somatic SNV COSMIC =, 09 - - - - - - ENST0000028
IC_MU 59309
TATIO
N
1780078330  7:134442755 CT - SNP dbSNP @ Ex g - syonym K 308 - ; ; ; ; ; ENST0000028
won ous 5930.9

Figure26 : Tableau montrant les résultats obtenus par Ensembl Browser

(http://www.ensembl.org/index.html).
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3.4 .Outil Galaxy

Galaxy nous a permis d’obtenir un tableau contenant les références des SNPs communs (151)

du géne AKR1B1 ainsi que leur position (Start et End), score et (strand) sur quel brin se

trouve la variante.

Ces données ont été fournies a I’aide du format BED.

134442602
134442649
134443091
134443150
134443972
134444264
134444412
134444425
134444570
134444631
134445810
134445916
134445920
133445967
134445978
134446075
134446459
134446498
134446581
134446703
134446751
13447154

134442603

134442650
134443092
134443151
134443973
134444265
1344444133
134444426
134444571
134444632
134445811
1344345917
134445921
134445968
134445979
134446076
134446470
134446499
134446582
134446704
134448752
144471585

rs2229543
rs5055
rs111675310
rs113193818
rs77934394
rs78265539
rs113563561
rs111628960
rs4732027
rs112570377
rs61364220
rs2551472
rs59827891
rs2670232
rs2734657
rs17167854
rs2734655
rs1131382257
rs3216672
rs2269068

rs1732037
<11 70870

23 000POOOOOODOODOOO0OO0OOOOM

Figure27 : Tableau des variantes (rs) obtenus par 1’outil Galaxy

(https://usegalaxy.org/)
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Outil LitVvar

Les résultats LitVar montrent les relations biologiques entre les variantes et les pathologies
associées. Nous avons identifiés 11 polymorphismes nucléotidiques (SNPs) du géne
AKR1B1:

Tableau V : Les rs identifiés par ’outil LitVar et leurs associations pathologiques.

Rs /mutation Pathologies

. II - .

Exon 10 rs749559219
-Une transversion de la guanine en cytosine
; (c.911G>C). ;
entraine :

-Substitution de Cystéine en Serine (p.Cys304Ser)

en position 304
II ; -
Intron rs2259458 Diabéte sucré, type 2
/ 8-9 -transversion de la guanine en thymine

II - -
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Exon 5 rs1480104657 Anomalies du tube neural
-une transversion de la thymine en guanine.
/ Provoquant :

-une substitution de serine en tyrosine en position
160 (p.Ser160Tyr)

rs17188118

rs1424426

Exonl rs758266634

(5’UTR) / -Une transversion de cytosine en guanine en /

position -11 dans la région du promoteur (c.-
11C>G)

rs2229542
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4. Discussion

Les SNPs du géne AKR1B1 associes aux différentes pathologies :

Rappelons que notre étude a été réalisee pour étudier le polymorphisme du gene aldose
réductase (AKR1B1) et son association aux pathologies humaines en utilisant les bases de
données génomiques et les outils bioinformatique open source. Le tableau de LitVar

représente 15 résultats (SNP) parmi eux nous citons 11 SNPs (Tableau 1V) :

D’aprés nos résultats la variante polymorphique rs759853 (C-106 T)est associée aux
complications diabétiques a la fois de diabete de type 1 et de type 2 telles que la néphropathie

diabétique, la rétinopathie diabétique et la neuropathie périphérique diabétique.

La mutation C-106 T (rs759853) a été bien étudiée dans un nombre croissant d'études qui ont
examiné l'association entre le polymorphisme rs759853 et le risque de la néphropathie

diabétique (DN) dans plusieurs populations.

Cependant, ces résultats ont généré une controverse considérable (Moczulski et al., 2000; So
et al., 2008) Pour la néphropathie diabétigue (DN) dans le diabéte de type 2, le
polymorphisme rs759853 a été confirmé comme étant un risque (Wang et al., 2003; Sivenius
et al., 2004; So et al., 2008; Vandenberghe et al., 2008)ou un facteur neutre (Gosek et al.,
2005; Wolford et al., 2006) de développement de cette maladie. De méme, des conclusions
discordantes ont également été montrées dans des recherches menées sur des sujets
diabétiques de type 1, une relation apparente entre le polymorphisme rs759853 du géne AR et
la sensibilité du DN a été révélée a la fois dans la population britannique et la population
américaine (Moczulski et al., 2000; Neamat-Allah et al., 2001) mais non montrée dans une
enquéte francaise, une autre recherche documentaire compléte des bases de données
électroniques menée par Cui et al montre des corrélations significatives entre le
polymorphisme AR rs759853 et la sensibilité au DN des deux types de diabéte. Dans les
méta-analyses stratifiées du diabéte de type 2, des résultats similaires ont été trouvés chez les

Caucasiens et les Asiatiques.

Nous concluons que le polymorphisme AR rs759853 peut étre corrélé avec la sensibilité du
DN. Cependant, les données ne soutiennent pas le lien entre cette mutation génique et la

progression du DN.

Le mécanisme moléculaire exact de I'association observée entre le polymorphisme rs759853

dans le gene AR et la sensibilité du DN n'est toujours pas clair. Une situation possible pourrait

37



Résultats et discussion

étre que ce polymorphisme est localisé dans le promoteur du gene AR, ce qui pourrait affecter
la transcription de ce géne.

Nous avons aussi constaté que la variante polymorphique rs759853 (C (-106) T) est associée
a la rétinopathie diabétique. Des études antérieures menées en Australie, dans la population
chinoise, japonaise et indonésienne ont trouvé un polymorphisme C (-106) T, qui aurait été
corrélé avec la rétinopathie diabétique (DR) (Wang et al., 1993; Kao et al., 1999).Cependant
deux nouveaux polymorphismes, le C - (- 104) T et C (-9) G au niveau de la région
régulatrice du gene ALR2 qui n'ont pas €té rapporté précédemment ont été trouvé par rapport
a d'autres études (C (-106) T), en particulier, avec une autre étude en population indonésienne
(Cahyono et Sadewa, 2015). La différence peut étre causée par différentes méthodes utilisées

pour détecter le polymorphisme.

L'étude menée par Cahyono et al. (2011) ainsi que d'autres études a l'exception de Li et al.
(2001), qui ont utilisé la PCR-SSCP et le séquencage, ont trouveé le nucléotide T en position -
106 en employant la PCR-RFLP pour leur méthode de détection avec I'enzyme de restriction
Bfal (Cahyono et Sadewa, 2015).Cette enzyme de restriction a reconnu un C et un T au site
de restriction CTAG. Dans I’étude faite par Cahyono, C (-104) T a été trouvé sur la base des
résultats de séquencage qui ont été confirmés par BLAST avec la séquence de référence dans
la banque de genes (ID de séquence: gb | U72619.1 | HSU72619) comme rapporté par Ko et
al. (1995). Le résultat BLAST a indiqué que le polymorphisme C (-106) T était déplacé de
deux pb en amont vers la position -104.Une analyse plus poussée utilisant plusieurs
alignements a révélé que le polymorphisme C (-104) T dans cette étude était identique a C (-
106) T.

Nous pouvons conclure que le polymorphisme C (-104) T qui est identique a C (-106) T dans
la région régulatrice du géne de l'aldose réductase (ALR2) était le facteur de risque de RD

chez les patients atteints de DT2 a Bali, en Indonésie tandis que C (-9) G ne I'était pas.

La variante rs759853 (C (-106) T) est aussi associée a la neuropathie diabétique, nos résultats
ont été confirmé par une étude réalisée par Sivenius et al sur des patients du nord d’inde
atteints de DT2. Un génotypage de C (- 106) T a éte réalisé en utilisant le polymorphisme de
longueur des fragments de restriction par réaction en chaine par polymérase (PCR-RFLP) et
des méthodes de séquencage direct cette étude a suggéré que le polymorphisme C-106 T du
gene AKR1B1 a augmenté le risque de développement d'un dysfonctionnement nerveux

péripherique. Ainsi, I'expression du géne de lI'aldose réductase semblait avoir un rdle dans la
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pathogenese de la neuropathie diabétique périphérique chez les patients atteints de diabéte
sucré de type 2 (Gupta et Singh, 2017).

Donc nous pouvons conclure que la variante (C (-106) T) est associée a la neuropathie

diabétique.

-Nous avons constaté que la variante rs749559219 (p.Cys304Ser) n'avait pas une signification
clinique pathologique d’aprés LitVar. Cependant AKR1B1 s'est avéré étre impliqué dans les
carcinomes du célon par (Tammali et al., 2006).Les plus substitutions d'acides aminés
remarquables dans les résidus participant a une liaison rétinoide entre AKR1B1 et AKR1B10
ont été observée aux positions 125 (Leu a Lys) et 304 (Cys a Ser) ce qui provogue un

carcinome du c6lon (Ruiz et al., 2012).

-Nous avons identifiés trois autres SNPs rs3896278, rs17188118et rs1424426 associées au
diabéte de type 2.Une étude faite par Abhary a recruté 909 personnes atteintes de diabéte. Les
participants ont été génotypés pour un microsatellite AKR1B1 (CA) n et 14 polymorphismes
nucléotidiques uniques marqueurs dont les 3 SNPs que nous avons identifiés, et une
évaluation ophtalmologique a été réalisée. Bien que la variation de ’AKR1B1 soit associee a
la RD, une fois les facteurs de risque établis, y compris la durée du diabéte et I'A1C, ont été
pris en compte, aucune association n'a persisté. Cela suggére que des SNPs particuliers
peuvent étre associés aux covariables cliniques plut6t que d'avoir une association directe avec
la RD. L’association communément rapportée d’AKRIB1 avec la DR peut étre due a une

association du géne avec un age plus jeune au début du diabéte (Abhary et al., 2010).

-La variante rs758266634 (c.-11C>G):D’apres les résultats obtenus par LitVar cette variation
n’a aucune signification clinique pathologique. Une étude sur des sujets japonais atteints de
diabéte sucré de type 2 a €té menée le polymorphisme C-106Tdu géne AKR1B1 a été
génotypé dans 228 cas (microalbuminurie ou protéinurie manifeste) et 220 témoins (normo
albuminurie avec durée du diabete > 10 ans) pour une comparaison cas-témoins, De plus, un
nouveau polymorphisme C-11G dans la région promotrice d° AKR1B1 a été génotypé et il
s’est avéré que la distribution des génotypes du polymorphisme C-106T dans les cas était
significativement différente de celle des témoins. Cependant, la distribution des géenotypes du
polymorphisme C-11G ne différait pas entre les cas et les témoins. Nous concluons que le
polymorphisme C-106T de AKR1B1 augmente le risque de DN chez les sujets japonais
atteints de diabéte sucré de type 2, ce qui pourrait étre lié en partie a une plus grande
expression de la RA (Makiishi et al., 2003).
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Nous suggérons que la variante rs758266634 (C-11G) n’a aucune association pathologique.

-le polymorphisme nucléotidique rs2259458 : cette variante est associée au risque de diabéte
de type Z2entrainant des complications.Une étude d'association candidat-géne dans une
population du sud-est de la Méditerranée a été menée pour étudier l'association de cinq
variantes du géne AKR1B1 (rs2259458 G/T, rs2734653 G/A, rs2670230 C/A, rs1790998
CIA, rs17188118 A/C) avec i) progression du diabéte et ii) risque de diabéte entrainant des
complications microvasculaires.La progression de la maladie a été testée en utilisant le
rapport de cotes generalisé (ORG). Le risque de diabéte entrainant des complications a été
testé & l'aide des OR des modéles additifs et co-dominants.L'analyse a montré que les cing
variantes du gene AKR1B1 ne sont pas impliquées dans la progression de la maladie.
Cependant, les mémes variantes d'AKR1B1 sont associées au risque de diabéte entrainant des

complications (Tachmitzi et al ., 2014)

Nous concluons que le polymorphisme nucléotidique rs2259458 et quatre autres SNPs du

gene AKR1BL1 sont associés au risque de diabéte entrainant des complications.

-la variante rs779176563 (c.896G>C) n’a aucun impact selon les résultats obtenus, cependant
elle a été découverte dans diverses circonstances telles que le cancer colorectal et utérin par
(Shumer et Spack ., 2017).

En revanche nos résultats ne sont pas dans le méme sens que Daniel et Shumer, il s’est avéré

que la variante (c.896G>C) est associée a plusieurs formes de cancer.

-la variation génétique rs1480104657 provoque une substitution de la serine en tyrosine en
position 160 (p.Serl60Tyr) entrainant des défauts de tube neural, nos résultats ont été
confirmé par une étude en mesurant le champ électrique dans certains protéines y compris
I’aldose réductase (Wang et He, 2018).

-rs2229542, rs5053 : le polymorphisme nucléotidique rs2229542entraine une substitution de
la lysine en glutamine (p.Lys90Glu) cette dernicre est associée a 1’asthme et a la rhinite
contrairement a la variante rs5053 d’aprés les résultats obtenues. L’analyse des variants
simple brin sur la séquence du gene AKR1BL1 a révélé que le variant rs2229542 s’associe a
I’asthme et a la rhinite, L’¢étude de la stabilité¢ des protéines réalisée par CETSA a montré que
la présence de la mutation p.Lys90Glu augmentait modérément la sensibilité de la protéine a
la dénaturation. Cette stabilité compromise pourrait contribuer a réduire les niveaux de

protéines et a I’altération de la fonction globale de 1'AKRI1BI1, d’autre part la variante
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rs5053compromet les niveaux de protéines du géne AKR1B1 en causant I’asthme et la rhinite

allergique.

Les analyses statistiques ont montré une augmentation significative de la fréquence de la
variante non synonyme rs2229542 dans I'hétérozygotie chez I'ensemble des patients .La
variante rs5053 a montré une fréquence légérement plus élevée, bien que non statistiquement

significative (Garcia-Martin et al., 2018).

Nous concluons que les variantes rs2229542 et rs5053 sont associées a I’asthme et a la

rhinite.
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Conclusion

Les polymorphismes mononucléotidiques (SNP), qui constituent le type de variation
génétique le plus abondant, sont désormais la principale matiére premiére sous-jacente a la
plupart des études et bases de données genétiques. Les SNP sont largement les plus faciles a
déterminer et les marqueurs les plus utiles et les plus largement appliqués dans les études

génétiques a I'ere moderne.

Gréace aux outils bioinformatiques nous avons pu identifier les SNP du géne AKR1B1 qui
ont une signification clinique pathologique, Nous avons trouvés les différents
polymorphismes mononucleotidiques majeurs qui sont associés aux maladies
inflammatoires, les maladies auto-immunes et le cancer. Ces polymorphismes peuvent altérer
la fonction de I’aldose réductase en modifiant sa structure ce qui pourrait contribuer a réduire

ou a augmenter les niveaux d’expression de la protéine et a 1’altération de la fonction globale

de 'AKR1BL1.

Compte tenu de ces limites de notre étude, des études supplémentaires avec une sélection plus
stricte des patients, une taille d'échantillon beaucoup plus grande et des contrbles bien
appariés seront nécessaires. De plus, les interactions gene-gene et géne-environnement

devraient également étre prises en compte dans les études futures.

Nous suggérons que les SNP identifies par les navigateurs Web que nous avons utilisés
puissent étre considerés pour des études cas-témoins afin d'identifier la sensibilité et
I'association du polymorphisme du géne AKR1B1 aux maladies auto-immunes, les maladies
inflammatoires et le cancer. lls peuvent ensuite étre utilisés comme marqueurs génétiques qui
permettront d'identifier le polymorphisme entre famille, genres, especes, variétés, populations
et méme entre individus... Ainsi, les marqueurs génétiques sont des outils tres efficaces pour

la phylogénie moléculaire puisqu’ils peuvent établir des relations de parenté entre individus.

La bioinformatique est en effet un outil essentiel dans I'identification des SNP et la prédiction

de la fonction du gene AKR1B1 et les pathologies associées.
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Annexe relatif au chapitre 111

Annexe 1 NCBI

MCBI Reference Sequence: NM_001628 4
GenBank Graphics

>HM 001628.4 Homo sapiens gldo-keto reductase family 1 member B (ARKRIEL),

transcript variant 1, mBNA
GCACCGTACTGGGCGEGEETCTGEEGAGCGCAGCAGCCATGGCAAGCCGTCTCCIGCTCARCRARCGGEGE
CAAGATGCCCATCCIGEEETIGGETACCTGGAAGTCCCCT CCAGGGCAGGTGACT GAGGCCEGTGAAGST G
GCCATTGACGTCGGGTACCGCCACATCGRACTGTGCCCATGTGTACCAGAATGAGAATGAGETGEEEET L
CCATTCAGGAGRAGCTCAGGGAGCAGGTGGTGAAGCGTGAGGAGCTCTTCATCGTICAGCAAGCTGTIGET G
CACGTACCATGAGRAGGGCCTGETGARAGGAGCCTGOCAGRAAGRCACTCAGCGRACCTGAAGCTGGACTAC
CIGGEACCTCTACCTTATTCACTGGCCGACTGGCTTTARAGCCTGEGAAGGARATTTITCCCATTGGATGAGT
CGeGGCAATGTGGTTCCCAGTGACACCARCATTCTGGACACGTGGGCGGCCAT GRARAGAGCTGETGGAT GR
AGGGCTGETGAAAGCTATTGGCATCTCCARCTTCALCCATCTCCAGGTGGAGATGATCTTARARCARACCT
GECTTGAAGTATARGCCTGCAGTTARCCAGATTGAGT GCCACCCATATCTCACTCAGGAGRAGTTARATCC
AGTACTGCCAGTICCARAGGCATCGTIGGTGACCGCCTACAGCCCCCTCGGLTCTCCTGACAGGCCCTGEGE
CAAGCCCGAGGACCCTITCTCTICCTGGAGGATCCCAGGATCALGGCGATCGCAGCCARGCACARTARRACT
ACAGCCCAGETCCTGATCCGGITCCCCATGCAGAGGARACTTGET GETGATCCCCAAGTCTGTGACACCAG
AACGCATTGCTGAGRACTTTAAGGICTITGACTTTGAACT GAGCAGCCAGGATATGACCACCTTACTCAG
CTACAACAGEAACTGEAGGGTICTGTGCCTTGTTGAGCTGTACCTCCCACARAGGATTACCCCTTCCATGAR
GAGTTTTGARGCTGIGGITGCCTGECTCGTCCCCARGT GACCTATACCTGTIGTITTCTTGCCTCATTITITITIT
CCTTGCARATGTAGTATGGCCTGTGTCACT CAGCAGT GGGACAGCAACCT GTAGAGT GGCCAGCGAGEGE
GIGTCTAGCTTGATGTTGGAT CTCARGAGCCCTGTCAGTAGAGTAGARGTCTCTTICCAGTTTGCTTITSLC
CITCTITTCTACCCTGCTGGGGARAGTACALCCTGRALTACCCTTITTCTGACCARRGAGRAGCARRATCTAL
CAGGTCARA R TAGTGCCACTARCGETTGAGTTTIGACTGCTTGGAACTGGAATCCTTTCAGCARGACTTC
TCTTTGCCTCAARATARRARAGTGCTTTTGTGA

Figure 28 : La séquence FASTA (nucléotidique) du géne aldose réductase

Aldo-keto reductase family 1 member Bl isoform 1 [Homo sapiens]
NCBI Reference Sequence: NP_001619.1

GenPept Identical Proteins Graphics

>NP 00161%.1 aldo-keto reductase family 1 member Bl isoform 1 [Homo
saplens]

MASRELLLNNGARMEP I LGLGTWESPPGOVIEAVEVAIDVGYRHIDCAHVY ONENEVGVATOEELEECVVER
EELFIVSELWCTYHERGLVEGACORTLSD LELDY LD LY LTHWPTGFEPGREEFFFLDESGNVVESDTNILD
WAAMEELVDEGLVEA TG I SNENHLOVEM I LNEPGLEYREEAVNOIECHEPY LTOEELTIOYCOSEGIVVTAY
SPLGSPFDREFWARPEDPSLLEDPRIFATALFHNRTTACVLIRFPMORNLVVIPESVIPERIAENFEVEFDFE
L3SODMTTLLSYNENWRVCALLSCTSHEDYPFHEEFE

figure 29 : la séquence FASTA (protéique) du gene aldose réductase
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Annex 2 Varsome

TableauV1 : liste des références (rs) des SNP

Rs /ID Position Séquence | Séquence | HGVS
RFE ALT

rs759853

134143958

ATV 134143814

(ST PARN 134127520
rs5053 134143863
rs2259458 134131955

IS/79176563 QEZXN0[0[07]

rs1480104657 Puicryickicry:
[Tyl 134132069
rs5058 134136331
rs3896278 134137705
rs17188118 134142068
rs1424426 134143690
Y1 PASSORZAN 134143825
rs2229542 134135621

rs1003776570 puicruickyicle)

G
T
T
C
G
T
T
C
G
C
A
C
C
A
T
T
C
T
A

®© O G o 0 o 4 o6 o 4 4 &6 6 >» 0 6 @ O >

(NM_001346142.1):c.-451C>T
(NM_001628.4):c.1A>G(p.MetlVal)
(NM_001628.4):c.1A>C (p.Metlleu)
(NM_001628.4):¢.911G>C(p.Cys304Ser)
(ENST00000285930.4):c.-49C>G
(NM_001628.4):c.825+95A>T
(NM_001628.4):¢c.825+95A>C
(NM_001628.4):¢.896G>C(p.Cys299Ser)
(NM_001628.4):c.479C>A(p.Ser160Tyr)
(NM_001628.4):c.806G>A(p.Arg269His)
(NM_001628.4):¢.234+7T>G
(NM_001628.4):¢.67-1200G>C
(NM_001628.4):c.67-1200G>A
(NM_001628.4):c.66+1681T>G
(NM_001628.4):c.66+59A>G
(NM_001628.4):¢c.66+59A>C
(NM_001628.4):c.-11G>C
(NM_001628.4): c.268A> G (p.Lys90GlIu)
(NM_001628.4):¢.512T>C(p.Leul71Ser)
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Annex 3 Glaxy

TableauV1I : liste des SNP obtenus par Galaxy.

#bin chrom chromStart chromEnd name
1610 chr7 134449324 134449325
rs1708434

1610 chr7 134449360 134449361
rs59613937

1610 chr7 134449362 134449363
rs2551474

1610 chr7 134449382 134449383
rs2974975

1610 chr7 134449401 134449402
rs2734652

1610 chr7 134449422 134449423
rs540525826

1610 chr7 134449442 134449443
rs7801237

1610 chr7 134449577 134449577
rs200157549

1610 chr7 134449588 134449589
rs547910497

1610 chr7 134449992 134449993
rs2734650

1610 chr7 134449993 134449994
rs115373407

1610 chr7 134450324 134450325
rs2670230

1610 chr7 134450868 134450869
rs2229542

1610 chr7 134450998 134450999
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rs2734649

1610 chr7 134451303 134451304
rs75485582

1610 chr7 134451424 134451425
rs75616212

1610 chr7 134451466 134451467
rs1708432

1610 chr7 134451831 134451832
rs1732035

1610 chr7 134452368 134452369
rs114233777

1610 chr7 134452454 134452455
rs2670227

1610 chr7 134452640 134452641
rs11971263

1610 chr7 134452952 134452953
rs3896278

1610 chr7 134453135 134453136
rs1790999

1610 chr7 134453627 134453628
rs1790998

1610 chr7 134453910 134453911
rs10273906

1610 chr7 134454248 134454249
rs1646640

1610 chr7 134455676 134455677
rs74545735

1610 chr7 134455732 134455733
rs149220644

1610 chr7 134455763 134455763
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rs35431624

1610 chr7 134456781 134456784
rs34569487

1610 chr7 134457135 134457135
rs546866929

1610 chr7 134457203 134457204
rs11974100

1610 chr7 134457315 134457316
rs17188118

1610 chr7 134458937 134458938
rs1424426

1610 chr7 134459110 134459111 rs5053
1610 chr7 134459205 134459206
rs759853

Annexe 4 LitVar
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Select a variant

Variant Clinical Significance 3 MAF Diseases Publications  *
rs759853 [c.-106C>T] — n/a D Nepace, DuaseTes Mevurus, Tree 2 40
rs564547015 [c.1A>C] - n/a —= 3

AL H
rs749559219 [p.S304C — n/a 2
rs5053 [rs5053] = nfa 2

Select a variant

rs5053 [rs5053] — n/a 2 -
rs2259458 [rs2259458] — n/a DuaseTes Mewumus, T 2
rs779176563 [p.C2985] — n/a 2
rs1480104657 [p.¥165] — n/a Neurat Tuse D 1
rs1380748552 [p.H269R] — n/a 1
rs5058 [p.D446D] — n/a 1
Pagelof1l i -
Select a variant i
rs17188118 [rs17188118] — n/a D N Tvee 2 1 B
rs3896278 [rs3896278] — n/a D N Tee 2 1
rs1424426 [rs1424426] — n/a DuaBETEs MeLuus, Tvee 2 1
rs2229542 [p.K90E] — n/a 610906 | DruG Hreersensmviry | | Reanms | | AsTiany il
— n/a 1
- n/a 1
Page 1 of 1 -

figure 30 : tableau des rs du géne AKR1B1 filtrés par LitVar



