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Résumé

La mucoviscidose est une maladie genétique grave affectant principalement les voies
respiratoires et pouvant conduire a une insuffisance respiratoire chronique. Elle est transmise
selon le mode autosomique récessif. La maladie est la plus fréquente au sein de la population
d'origine caucasienne. Le gene responsable de la maladie appelé "gene CFTR™ a été identifié
en 1989, est situé sur le bras long du chromosome 7(7q31). La deficience du canal CFTR,
entraine des perturbations hydro-électrolytiques qui sont a 1’origine de I’hyper viscosité des

secretions mugueuses. La gravité de la maladie dépend de la ou des mutations du géne CFTR.

L'objectif principal de cette étude est l'analyse bioinformatique des mutations les plus
fréquentes  du géne CFTR en Algérie : €.1521-1523delCTT(F508del),
€.680T>G(L227R),c.1624G>T(G542X);C.3909C>G(N1303K) et c.1652C>A(G551D).

et leurs effets sur la protéine et le phénotype de la maladie, en utilisant quelques outils
bioinformatiques tel que la plateforme NCBI, la base de données GenBank pour la requéte des
séquences, ainsi que les différents algorithmes tels que BLAST pour les alignements, ou ORF

Finder pour l'identification des différents cadres de lecture.

Les résultats obtenus aprés 1’analyse de ces différentes mutations:  La mutation F508del

caractérisé par une dégradation totale de la protéine avec un phénotype sévére de la maladie.

Le caractére pathogene de la mutation L227R a été confirmer par différents logiciels ; la
mutation G542X caractérisé par un phénotype sévere de la maladie ;les résultats de 1’analyse
des mutations N1303K , G551D montrent une perte totale de la fonction protéique avec un
phénotype sévere de la maladie.

Mots clé : mucoviscidose, mutation ; bioinformatique, phénotype.



Abstract

Cystic fibrosis is a serious genetic disease that primarily affects the respiratory tract and may
lead to chronic respiratory failure. It is transmitted according to the autosomal recessive
mode. The disease is most common in the Caucasian population. The gene responsible for the
disease called "CFTR gene" was identified in 1989, is located on the long arm of chromosome
7 (7931). The deficiency of the CFTR channel causes hydroelectrolytic disturbances which
are at the origin of the hyper viscosity of the mucous secretions. The severity of the disease
depends on the mutation (s) of the CFTR gene.

The main objective of this study is the bioinformatic analysis of the most frequent mutations
of the CFTR gene in Algeria: ¢.1521-1523delCTT (F508del), ¢.680T> G (L227R), ¢.1624G>
T (G542X); C.3909C> G (N1303K) and ¢.1652C> A (G551D).

and their effects on the protein and the phenotype of the disease, using some bioinformatic
tools such as the NCBI platform, the GenBank database for querying sequences, as well as
different algorithms such as BLAST for alignments, or ORF Finder for the identification of
different reading frames.

The results obtained after the analysis of these different mutations: The F508del mutation
characterized by a total degradation of the protein with a severe phenotype of the disease.

The pathogenicity of the L227R mutation has been confirmed by different software; the
G542X mutation characterized by a severe phenotype of the disease, the results of the analysis
of mutations N1303K, G551D show a total loss of protein function with a severe phenotype
of the disease.

Key words: cystic fibrosis, mutation; bioinformatic, phenotype.
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Introduction

Introduction

Les maladies respiratoires touchent les voies aériennes, y compris les voies nasales, les
bronches et les poumons. Elles vont d’infections aigués comme la pneumonie et la bronchite a
des affections chroniques telles que I’asthme et la broncho-pneumopathie chronique
obstructive et la mucoviscidose. (OMS ,2018). Les maladies respiratoires chroniques
représentent un large éventail de maladies graves, qui touchent des centaines de millions de
personnes de tous ages. Elles représentent quatre millions de décés par an. (Akiki, 2017),
Par exemple I'asthme est défini comme une inflammation chronique caractérisé par manque
du souffle épisodique avec le sifflement. 1l est caractérisé par obstruction intermittente de flux
dair, hyperréactivité de voie aérienne, et plus grande production de mucus. (Jamie L.
Sturgill.2018)

La broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) est une maladie chronique définie
par une obstruction lente et progressive, non completement réversible, des voies aériennes.
Cette obstruction est associée a une réponse inflammatoire pulmonaire anormale a des
toxiques inhalés dont le principal est le tabagisme (Khayath et al, 2016). (La BPOC a été
identifiée il y’a plus de deux cents ans, les premiere référence correspondent a Bonet (1679)
qui a décrit I’emphyséme de poumon volumineux, un siecle plus tard Morgani(1779) a donné
la description de 19 cas de malades ayant un poumon turgescents d’air. (Oujidi ,2018).
Par contre La mucoviscidose est une maladie génétique affectant principalement les voies
respiratoires et pouvant conduire a une insuffisance respiratoire chronique et au déces
précoce. Elle est la plus fréquente des maladies génétiques héréditaire rare dans les
populations d’origine caucasienne, caractérisée par des mutations du gene codant le canal
chlorure CFTR, le dysfonctionnement de ce canal aboutit a la fabrication d'un mucus
anormalement visqueux et obstructif a I'origine des manifestations cliniques Bien que ce gene
soit connu depuis 1989. (Lafoeste et al, 2018)

La biologie est définie comme 1’étude du vivant, depuis 1’étude des interactions entre especes
et populations jusqu’aux études des fonctions des tissus et des cellules au sein d’un organisme
.dans le cadre de leurs travaux, les biologistes ont a collecter et a interpréter un grand nombre
de données. Au début de XXle siécle, un ensemble de technologies expérimentales complexes

permet de collecter des données plus vite qu’elles ne peuvent é&tre interprétées.



Introduction

Par exemple La bioinformatique est un domaine de recherche qui propose et développe des
modeles ,des méthodes et les outils afin d’analyser I’information disponible (donnée de
séquences ,etc.),et produire de nouvelles connaissance pour mieux comprendre la biologie ,en
mettant & la disposition des chercheurs en biologie des bases de données, permet de comparer
des séquence d’ADN et de générer des résultat qui sont potentiellement significatifs. Le but
de ce mémoire est : I’é¢tude des mutations du géne CFTR et I’analyse bioinformatique

rétrospective dans la population algérienne. (Gibas et Jambeck, 2002)



Chapitre | Partie théorique

Chapitre | : Généralités sur les maladies génétiques

Les maladies génétiques ou les maladies héréditaires est un groupe de maladies provoguées
par des mutations du génome d'un individu. (Chu SY, Weng CY.2017) une maladie
génetique peut ne pas étre héréditaire (cas de plusieurs cancers), par contre une maladie

héréditaire est réserver aux maladies génétiques. (Fagiuoli et al ,2013).
Il existe trois groupes de maladies génétiques :

> les maladies monofactorielles (ou monogéniques) liées a une anomalie sur un gene
donné qui sont héréditaires et transmises d'une génération & l'autre avec une
probabilité connue.

> les maladies plurifactorielles, c'est-a-dire auxquelles peuvent prédisposer plusieurs
anomalies génétiques en interaction avec des facteurs environnementaux.

> les aberrations chromosomiques (modification dans la structure et le nombre des
chromosomes), qui sont héritées ou non (accidentelles).
(IFSI, 2015)

| .1 .Apercu historique

Bien que les maladies héréditaires ont été reconnues depuis des siécles, mais elles sont
devenu récemment I'explication qui prévaut pour de nombreuses pathologies humaines. Avant
les années 1970, les médecins ont vu la maladie génétique rare et sans rapport avec les soins
cliniques. Mais, dans les années 1990, les génes semblent étre des facteurs critiques dans
toutes les maladies humaines. (Lindee, 2000). De nombreuses maladies compris étre
9éme

génétique ont été décrites et nommeées au 1 siecle. Le syndrome de Down et la maladie de

Huntington ont tous deux été décrits a la fin du 19°™ siécle. Xerodoma pigmentosum en 1874.
Le syndrome de Gilles de la Tourette a été décrit en 1885 par le neurologue frangais Georges

Gilles de la Tourette. (Lindee, 2002)
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| .2.Classification des Maladies Génétiques
Sont classé par apport a leur mode de transmission

I .2.1.Maladies génétiques autosomiques dominantes
Les génes responsables des maladies transmises sur le mode autosomique dominant
(AD) sont localisés sur les autosomes. L'allele muté responsable de la maladie est dominant

sur l'alléle sauvage donc la maladie s'exprime chez les hétérozygotes.( Figure 1)

N/m N/'N

' O

gt é> _m 4> .5

N/m \ /m

Figure 1: Arbre genealogique d'une famille atteinte d'une maladie autosomique dominante.
(Lamoril, 2008)

N : Alléle sauvage. / m : Alléle Muté./ m > N.

| .2.2.Maladies génétiques autosomiques récessives

Les genes responsables des maladies transmises sur le mode autosomique récessif
(AR) sont localisés sur les autosomes. L'alléle muté responsable de la maladie est récessif sur
l'allele sauvage; les hétérozygotes sont sains et la maladie ne s'exprime que chez les

homozygotes.( Figure 2)
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Figure 2: Arbre généalogique d'une famille atteinte d'une maladie autosomique récessive.
(Anonyme 1
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I .2.3.Maladies liées au sexe
Le plus souvent en rapport avec une mutation située sur le chromosome X, dans les
troubles récessifs liés a I'X, les personnes touchées sont généralement de sexe masculin.

(Figure 3)

(IFSI, 2015)
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Figure 3: Arbre généalogique d'une maladie récessive liée a X (Lamoril, 2018)

| .3.Méthodes de dépistage des anomalies génétiques
De nombreux tests génétiques apportent des informations relatives a la santé des

individus ou a celle de leur famille. Ces tests consistent a rechercher des anomalies sur la
molécule d’ADN elle-méme, ou a dépister des anomalies concernant le nombre ou la forme

des chromosomes.

1.3.1.Analyse de chromosome

La cytogénétique est une discipline qui a pour objet 1’é¢tude de la physiopathologie des
chromosomes (condensation, recombinaison, réparation, segreégation, transmission) et de la
chromatine (organisation et role dans la régulation de I’expression des genes),elle a un but de
détecter les anomalies chromosomiques constitutionnelles ou acquises grace a des techniques
microscopiques (techniques de bandes, techniques de cytogénétiqgue moléculaire) ou de biologie
moléculaire afin d’établir un diagnostic biologique et d’assurer un conseil génétique. Il est possible

de différencier la cytogénetique avec le caryotype et la cytogénétique moléculaire qui a révolutionné
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le domaine de la génétique chromosomique, dont les deux techniques majeures sont 1’hybridation in

situ en fluorescence (FISH) et 1’analyse chromosomique sur puce a ADN (ACPA) ou CGH array.

1. a. Le caryotype

Le caryotype est le premier examen permettant 1’analyse morphologique des
chromosomes a pour objet soit de depister des anomalies constitutionnelles présentes sur
toutes les cellules (caryotype constitutionnel), soit de reconnaitre des anomalies acquises

limitées a un clone cellulaire (cancers et leucémies). (Figure 4) (Caquet, 2010)

R/

% La principale limite du caryotype est son niveau de résolution qui ne dépasse pas 5—
10 millions de paires de bases (Mb). (Dimassi et al ,2017)
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Figure 4: Caryotype humain normal (Anonyme2)

1. b. L’analyse par Hybridation in situ en fluorescence FISH
L’analyse par FISH est une technique qui permet de voir une zone spécifique d’un
chromosome (Figure 5) , contrairement au caryotype qui permet de tous les analyser, est une
technique trés sensible et spécifique qui peut étre réalisée en routine dans un laboratoire de
pathologie, elles s’appliquent sur des tissus congelés ou fixés et inclus en paraffine ou sur du

matériel cytologique. (Hamard ; 2018)
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Figure 5: Schéma représente le principe de la FISH (Dimassi et al, 2017)

1.3.2. Analyse de géne

Si I’anomalie résulte de la modification d’un géne (ADN) on parle généralement de
mutation. Ces mutations peuvent entrainer des dysfonctionnements plus ou moins graves : on
parle alors de maladie génique.

1.3.2. a. Séquencage de génes

La méthode la plus utilisée dans les laboratoires de diagnostic moléculaire est le
séquencage dit « sanger » d’un seul géne ou d’un groupe de génes ,les régions ciblées font
I’objet d’une amplification génique (PCR),indépendamment les unes des autres ,les fragments
d’ADN obtenue sont séquencés sur un appareil de séquengage capillaire .une comparaison
est alors possible entre les séquences d’ADN du patient et la séquence de référence pour

mettre en évidence d’éventuels variantes nucléotidiques (Figure 6).

% Cette approche est chronophage et ne permet d’explorer d’un nombre limité de géne.

(Lacoste et al ,2017)
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Figure 6: Représentation schématique de la stratégie de diagnostic par séquencage capillaire dit

sanger. (Lacoste et al ,2017)
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1.3.2.

Une technique qui exploite les variations dans les séquences d’ADN homologues. Il y a
une différence dans les molécules d'/ADN homologues qui peuvent étre détectés par la
présence de différents fragments de longueur aprés digestion de I'ADN par des enzymes de

restriction (Figure 7). (Dai et al 2014)
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b.RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
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Figure 7: Schéma représente le principe de RFLP (Anonyme 3)

1.3.2.Analyse mixte

Certaines techniques plus récentes mixent I’approche de cytogénétique (analyses des

chromosomes) et de la génétique moléculaire (analyses des genes).

1.3.3. a. L’analyse chromosomique par puce 2 ADN (ACPA) (aussi appelée CGH array)

La technique de CGH array (Figure 8), s’affranchissant d’une analyse morphologique
des chromosomes, offre I’avantage d’étre un examen automatisable permettant une meilleure
fiabilité et reproductibilité des résultats ainsi qu’une ¢tude d’un plus grand nombre de

patients, elle permet non seulement de détecter les anomalies chromosomiques déséquilibrées

détectées par le caryotype, mais aussi celles qui sont cryptiques. (Malan ,2012)
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Figure 8: Principe de la CGH array sur puce a ADN (Malan, 2012)
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1.3.3. b.Les nouvelles générations de séquenceurs (NGS)

Le NGS a révolutionné la connaissance du génome et du transcriptome tumoraux, ainsi que
I’évolution clonale du cancer .en clinique, I’avantage principale du NGS est la possibilité de
détecter un nombre important d’anomalies moléculaires potentielles a partir d’une faible quantité
d’ADN et en un temps court. En plus de sa rapidité, il présente une sensibilité de détection
supérieure aux techniques antérieures basées sur la PCR en temps réel ou le séquencage

Sanger. Les techniques de NGS peuvent étre utilisées pour différents types d’analyse :

« le séquencage du génome complet.

« de I’exome(régions codantes des génomes).

< du RNAseq (ensemble desARN messagers, permettant de détecter les fusions de
genes) ou le séquencage ciblé d’un panel de génes préétabli (quelques dizaines a

quelques centaines). (hamard et al,2018).
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( ADN génomique l
—— — Fragmentation - —
— 4mmmm=_ | ’ADN est fragmenté en fragments — - —
R d’environ 300 paires de bases

4= | igation des adaptateurs universels — —

Capture de I'exome ou des génes
e Cibles et élution des fragments

— . S—— contenant des séquences exoniques
-
} ou
— enrichissement des génes cibles par
e Sr— i
m—= - une étape de PCR

9 . Fixation des fragments d’ADN sur
- une bille ou une plaque
= i
ACTIAICAT g
TR CTITC A N\ ‘ 4 11
TATACTIT "-;‘&'-" ' ' . Amplification clonale sur bille ou
GATTATACTA PN AU plags
TGATTATACTA G —— "
e

-~ 4
TGATTATACTIAICAT “/ 1111
| ~a ‘Ihhh 4= Séquencage en paralléle
Alignement sur le génome de > N

référence et détection des anomalies

Figure 9: Différentes étapes du typage NGS (Hamard et al ,2018)
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Il; La mucoviscidose

Le  mot mucoviscidose dérive ~ Du latin mucus (« mucus ») /  secrétion

et viscum (« glu ») / gluant, visqueux.

Dés le moyen &ge, les enfants atteints de mucoviscidose furent décrits comme
ensorcelés, comme en témoigne ce dicton du XVI1leme siecle : « Malheur a I'enfant qui laisse

un go0t de sel lorsqu'on I'embrasse sur le front: on lui jeta un sort et il mourra bient6t ! ».

En 1606, Juan Alonzoy de los Ruyzes de Fonteca, médecin espagnol, décrit un enfant
atteint de la maladie et rapporta 1’anomalie du transport ionique transépithéliale, et dont la

conséquence est la production d’une sueur anormalement salée.

A la méme époque Pieter Pauw, professeur d’anatomie de I'université¢ de Leyde aux
Pays-Bas, décrit via 1’autopsie d’une fillette de 11 ans supposée ensorcelée, des atteintes

pancréatiques. Le pancréas était élargi, dur et blanc.

En 1936, cette pathologie nommée pour la 1ére fois « fibrose kystique du pancréas et

bronchectasie » dans une thése dirigée par Guido Fanconi.

En 1938, la maladie fut réellement décrite comme une entité pathologique distincte par
la pédiatre américaine Dorothy Andersen, qui donna une description des caractéristiques
cliniques et histologiques de la maladie, notamment l'obstruction intestinale néonatale, les

complications respiratoires et digestives et les lésions histologiques spécifiques du pancréas.

Le terme de mucoviscidosis, créé a partir des termes « mucus » et « visqueux », fut

utilisé pour la premiére fois en 1943 par le docteur Sydney Farber.

En 1946, Hodge et Anderson suggérerent le caractére héréditaire et le mode de
transmission récessif de la maladie, qui est probablement causé par la mutation d’un seul

geéne.

En 1953, Paul Di Sant’ Agnese, médecin hospitalier a remarqué que les enfants atteints
de mucoviscidose etaient particulierement affectés et meurent par déshydratation. Il a montré
que cette deshydratation est due a une concentration anormale de chlorure de sodium et de

potassium dans la sueur de ces patien

10
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En effet en 1959, la technique du test de la sueur a été simplifiée par la méthode de
I’iontophoreése a la pilocarpine décrite par Gibson et Cooke. Grace a un diagnostic
précoce base sur ce test, des centres spécifigues de traitement ont été
développés. L’origine biochimique de la mucoviscidose fut précisée en 1981 par
Knowles qui remarqua que le potentiel transépithélial, mesuré au niveau de 1’épithélium
nasal des patients mucoviscidosiques, est largement plus électronégatif que celui des
sujets sains, puis par Quinton en 1983, qui démontra que cette électronégativité accrue
provient d’une faible perméabilité de 1’épithélium aux ions chlorures. Cette découverte a
fait le lien physiologique entre les poumons, le pancréas et les glandes sudoripares
expliquant que l'atteinte des différents organes était due a des anomalies électrolytiques

et que le mucus visqueux n’était que 1’une des conséquences et non la cause.

En 1985, le locus du géne responsable de la maladie fut localisé sur le bras long du

chromosome 7 en 7931 grace a un marqueur RLFP

Puis en 1989 ’anomalie génétique a I’ origine de la maladie fut mise en évidence par les
équipes de Lap-Chi Tsui, Collins et Riordan. Il s’agit d'une mutation d'un géne localisé
en 7931 codant une protéine transmembranaire appelée
CFTR. Ce n'est qu'en 1991, qu'Anderson et al. Apportérent les preuves que le CFTR
était bien un canal chlore. (Ouchtati A, Dali H ,2018)

11.2.  Epidémiologie de la mucoviscidose

La mucoviscidose est la maladie la plus fréquente dans les populations
d’origine caucasienne avec plus de 70 000 individus atteints dans le monde, elle est
transmise selon un mode autosomique récessif et elle est due a des mutations du gene
codant pour la protéine CFTR. Cette derniére est un canal ionique du chlore exprimé a la
surface des cellules epithéliales des organes producteurs de mucus (voies respiratoires,
pancréatiques, biliaires, intestinales, canaux déferents, glandes sudoripares). La
déficience du canal CFTR, entrainent des perturbations hydro électrolytiques qui sont a

I’origine de I’hyper viscosité des secrétions muqueuses. (Regard et al.2018).

L’épidémiologie clinique signifie une enquéte qui montre l'incidence de la maladie

dans les populations humaines. Au cours de ces dernieres années, de nombreux

11
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chercheurs se sont concentrés sur la fréquence et / ou la prévalence de la mucoviscidose.

(Mirtajani et al ,2017 ). Elle est variable en fonction de la localisation géographique
des populations et de la fréquence des mutations responsables de la maladie. La
migration des populations et le mariage consanguin sont aussi des facteurs qui influent la
répartition de cette pathologie. (Ouchtati A, Dali H ,2018).

11.2.1. Epidémiologie Dans le monde
Une incidence plus élevée est notée dans les pays européens a un taux de 1 sur 2000 a
3000 naissances (Tableau 1), Aux Etats-Unis, I'incidence de la mucoviscidose est rapportée a
1 dans chaque 3500 naissance. En Afrique et en Asie, bien que CF est sévérement sous-
diagnostiquée, les données indiquent que la prévalence des FC est faible a rare (Figure 10).
(Bono-neri et al ,2018)

Tableau | : Répartition des patients atteints de mucoviscidose en Europe
(Mirtajani et al ,2017)

Population Prévalence Incidence
Danemark 5413 0/761 1:4700

Finlande 5215 0/123 1:25000
France 60424 0/750 1:4700
Allemagne 82425 0/829 1:3300
Irlande 3970 2/98 1:1353
Italie 58057 0/872 1:4238
Pays-Bas 16318 0/781 1:4750
Le Portugal 10524 0/271 1:6000
Espagne 40281 0/546 1:3750
Royaume-Uni 60271 1/37 1:2381

12
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Figure 10: Prévalence approximative de la mucoviscidose dans certains pays

(Sediki FZ.2015)

11.2.2. Epidémiologie en Algérie

L’incidence de cette maladie n’est pas connue de maniere précise, car nous, n’avons
pas de données épidémiologiques, ni de recensement, ni de notification précise, ni de registre
de cette maladie. Le nombre de cas recensés correspond aux cas colligés dans les services
hospitaliers de la capitale et des grandes villes d’ Algérie.

Pour une population de 38 millions d’habitants et une cohorte néonatale de pres d’un
million de personnes, I’estimation de nombre de nouveaux cas a prées de 250 par an.

L’immense majorité d’entre eux n’est pas diagnostiquée. Les ressources et dépenses de santé
dans notre pays sont encore tres faibles.

Compte tenu du taux de consanguinité élevé au Maghreb — il atteint presque 25 % en
Algérie — il fait peu de doute que cette maladie est plus fréquente qu’on ne le pense, et au
moins aussi fréquente qu’en France. Notre retard est donc réel en matiere de diagnostic.

(Bendridi et al ,2014)
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I11 : 1. Aspect géneétique de la mucoviscidose

I11.1.1. Gene CFTR

Le gene CFTR localisé sur le bras long du chromosome 7 (7931.2), avec une taille de 250
kb (kilobases), est constitué de 27 exons notés classiquement de 1 a 24 (avec des exons
dédoublés ; 6a et 6b, 14a et 14b, 17a et 17b).
Apres transcription, I’ARNm est constitué¢ de 6 500 paires de bases et sera traduit en une
protéine dont I’expression normale est située au niveau de la membrane apicale des cellules

épithéliales (Figure 11). (Sediki FZ.2015)

Chromosome 7
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Figure 11: Schéma Représentant I'organisation du géne CFTR. (Sediki, 2015)

I11.1.2. La protéine CFTR
La protéine CFTR appartient a la famille des transporteurs ABC (ABCC7)

(transporteurs a ATP-binding cassette), elle est constituee de 1480 acide aminés et a
un poids moléculaire de 170 kDa. (Hatton et al ,2013)

Cette protéine comme les autres protéines de la famille ABC elle présente :

» Deux domaines transmembranaires hydrophobes (TMD), TM1 (exons 1-
8).TM2 (exons14-18) (Gaillard et al, 2009), chacun composé de six hélices, qui
délimitent un pore transmembranaire.

» Deux domaines intracytoplasmiques hydrophyles (NBD1 et NBD2) relies aux
TMD par quatre boucles intracellulaires (de CL1 a CL4) et capables de fixer
I’ATP.
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A cet égard, le 508e acide aminé joue un role crucial car il est localisé sur NBD1 a
I’interface avec la premiére et la quatriéme boucle cytoplasmique (CL4, CLI1). De

méme, NBD2 interagit avec CL2 et CL3.

» Un domaine Regulator (R) intracellulaire qui est specifique de CFTR au sein
de la famille ABC. Ce dernier contient des résidus sérine susceptibles d’étre
phosphorylés par la protéine kinase A et la protéine kinase C, elles-mémes

régulées par 1’adénosine cyclique monophosphate (AMPc¢) (Figure 12). (Hatton et al
,2013)

-

Membrane cellulaire

Figure 12: Structure de la protéine CFTR. (Hatton et al ,2013)

111 .1.3. Fonction de la protéine CFTR
La protéine CFTR a un réle principal dans le transport actif de différents substrats,
comme les acides aminés, les peptides, les protéines, et les ions au travers de la membrane

plasmique. (Bardin et al ,2018)

111 .1.3.1.Canal du chlore
L’augmentation intracellulaire de I’AMPc permet d’activer la kinase PKA (protéine

kinase AMPc dépendante) capable alors de phosphoryler le domaine R.

La phosphorylation du domaine R par les kinases PKA et PKC induit un changement

conformationnel augmentant I’accessibilité des domaines de liaison des nucléotides NBD1 et

NBD2 a I’ATP.
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La liaison de deux molécules d’ATP au niveau des deux NBDs permet un rapprochement
de ces deux domaines, enfermant les molécules d’ATP dans une poche. Un signal est alors
transmis a la région transmembranaire, permettant 1’ouverture du canal qui est maintenue

jusqu’a I’hydrolyse de I’ATP au niveau du NBD2.

L’hydrolyse de cette 2¢me molécule d’ ATP affaiblit la liaison NBD1-NBD2, ce qui déclenche

la fermeture du canal. (Alix de Becdelievre, 2011)

111 .1.3.2. Autre fonctions

v" Permet le passage d’autres anions comme I-, Br.-, F, et des molécules organiques
comme le glutathion.

v inhibe le canal ENaC de ce fait limite la réabsorption de Na+ dans les vois
respiratoires, a I’inverse de 1’épithélium sudoral ou cette inhibition tonique n’a pas

été démontreée. . (Hatton et al ,2013)

Le dysfonctionnement de la CFTR conduit a une gamme large et variable de présenter des
manifestations et des complications au niveau des organes (Figure 13). (Egan, 2016)

« Les poumons : la mucoviscidose provoque un épaississement des sécrétions
muqueuses qui recouvrent les bronches et une obstruction des petites bronches. Elle
favorise également la survenue de surinfections répétées.

«» Le pancréas : les sucs pancréatiques ne sont plus suffisamment sécrétés, ce qui
conduit a une mauvaise absorption des graisses et des troubles nutritionnels. En ce
sens, la mucoviscidose est également appelée fibrose kystique du pancréas.

+ Les glandes sudoripares : augmentation de la concentration en ion chlorure dans la
sueur.

« Les glandes sexuelles chez I'homme : obstruction des canaux déférents (empéchant

le deplacement des spermatozoides produits par les testicules). (Elborn ,2016)
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Figure 13: Organes touchés par la mucoviscidose. (Anonyme4)

I11 .2 .Description et classification des mutations

Plus de 2000 mutations réparties tout au long du gene CFTR. La majorité est des
mutations dites ponctuelles. Parmi ces mutations : mutation faux sens (40 %), de décalage du
cadre de lecture (16 %), des défauts d’épissage (12 %), des mutations non-sens (8
%),(Covrol et, al 2015), des grandes insertions/délétions (3 %), des mutations dans le
promoteur (0,8 %), enfin des variations de séquences dont on ne peut prédire le caractere
pathogéne (14 %).La plus fréquente est la délétion du 508° acide aminé p.Phe508del,F508del.
Elle affecte 70 % des alléles dans la population caucasienne avec un gradient décroissant
Nord-Sud. Vingt autres mutations seulement touchent plus de 0,1 % des alleles. (Hatton et al
,2013)

111 .2 .1.Classification des mutations

Les mutations sont réparties en 6 classes une premiére classification a été faite par Welsh
et Smith qui ont classés ces mutations en quatre groupes. Vankeerberghen a modifié ce
classement  pour  établir 6 classes différentes. (Voir Tableau Il et Figure
14).(Sediki.2015).
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Tableau I1: Caractéristiques de différentes classes des mutations de géne CFTR.

Les Le défaut Caractéristiques
classes
mutations non-sens caractérisées par la présence
d’un codon stop prématuré (PTC) — UAA, UAG ou
Défaut de UGA — et des décalages du cadre de lecture ou des
production de la mutations au site invariant d’épissage introduisant
protéine un PTC.
(absence de Dans la grande majorité des cas, le systeme du
' fabrication totale Nonsense-Mediated mRNA Decay (NMD) dégrade
ou partielle) I’ARN messager porteur du PTC. Dans le cas ou ce
mécanisme est outrepassé, la synthese ribosomale
est stoppée au PTC et la protéine « tronquée » est
rapidement éliminée. (Ouchtati A, Dali H, 2018)
La mutation la plus prévalent, F508del, est
caractérisée par une degradation de prés de 100 %
Défaut de de la protéine nouvellement synthétisée.

L maturation Du fait d’un repliement anormal, cette protéine est
dégradée par la voie du protéasome. Dans ce cas, la
protéine n’est pas retrouvée a la membrane.
(Ouchtati A, Dali H, 2018)

Mutations Cette classe est fréquemment localisée dans le

perturbant la domaine NBD1 et NBD2.
i régulation du affecte 1’ouverture du pore.
canal ClI~ G551D en est ’exemple le plus fréquent.
Elle affecte un patient sur 25. (Ouchtati A, Dali H,
Mutations Les mutations de classe 1V sont localisées pour la
v altérant la plupart dans les domaines membranaires qui
conductance du forment le pore.
canal ClI~ ces mutations sont également trés rares.
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» Exemple : I’arginine 117 changé histidine (R117H),
apparait dans seulement 2% des cas des FC dans le
monde entier. (Egan.2016)

Mutations » Elles peuvent induire une exclusion partielle mais
altérant la parfois également permettre la production d’un

v stabilité de ARN messager normal. (Ouchtati A, Dali H, 2018)
PARNm

» Elles sont issues le plus souvent d'une délétion de la

partie C-terminale de la protéine terminale
Mutations » Les mutants de cette classe permettent la synthése
affectant la de proteines fonctionnelles mais instable au niveau
Vi stabilité de la membranaire et diminuent les propriétés de
protéine régulation des autres canaux.

» C’est le cas de la mutation Q1412X. Ouchtati A,

Dali H, 2018)

Figure 14: différentes classes des mutations CFTR. (Ouchtati A, Dali H, 2018)




Chapitre |

Partie théorique

Deux nomenclatures sont utilisées concernant le gene CFTR : la nomenclature traditionnelle,

anciennement utilisée, les exons sont numérotés de 1 a 24 et la nomenclature HGVS (Human

Genome Variation Society) qui suit les recommandations internationales (Tableau I11).
(Ouchtati A, Dali H, 2018)

Tableau I11: Nomenclature et classification des mutations (Elborn, 2016)

classe

Vi

Nomenclature
traditionnelle
Gb542X
W1282X
G551D
621+1G—T
F508del
N1303K
1507del
R560T
G551D

S549N

R117H

R347P

R117C

R334W
3849+10kbC—T
2789+5G—A
3120+1G—A
4326delTC

4279insA

Nomenclature HGVS

Le nom de ’ADN

€.1624G>T
C.3846G>A
c.1657C>T
c.489+1G>T

€.1521 1523delCTT
€.3909C>G

c.1519 1521delATC
c.1679G >C
c.1652G>A

c.1646G>A
c.350G > A
c.1040G> C
c.349C>T
c.1000C>T
3717+10kbC
C.2657+5G>A
€.2988+1G >A

Le nom de la protéine

Gly542X
Trpl1282X
Arg553X
Phe508del
Asn1303Lys
11e507del
Arg560Thr
Gly551Asp
Gly178Arg
Gly551Ser
Ser549Asn
Argll7His
Arg347Pro
Argl17Cys
Arg334Trp

GIn1412X
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I11.2-Mutations spécifiques de la mucoviscidose

I11.2.Mutations du gene CFTR et différentes formes de mucoviscidose

L’existence de phénotypes différents de la maladie est liée a la nature de mutations
présentes sur le gene CFTR, (Bono-neri2018) Les mutations des classes I, 1l et Il sont
associes a aucune fonction CFTR résiduelle; Par conséquent, les patients présentant ces
mutations ont un phénotype sévere, tandis que la classe IV et V mutations ont une fonction
résiduelle de la protéine CFTR, ce qui entraine un phénotype pulmonaire moins sévére avec

une insuffisance pancréatique (Tableau 1V). (Bono-neri2018)
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Tableau IV: Phénotype associé a chaque classe de mutation

Les Phénotype

classes

, » Cette mutation est responsable d’une forte incidence de
meconiumileus.

» la mutation G542X présentait une insuffisance

I pancréatique.

> Les patients porteurs de la mutation R1162X a présenté
des résultats de test élevés de chlorure de sueur
(moyenne de 103 mEq / L), maladie pulmonaire légere
a modérée, insuffisance pancréatique.

Exemple : N1303K

Les mutations » Les personnes qui sont homozygotes pour cette
présentent un mutation habituellement présente les résultats des tests
phénotype I de haute teneur en chlorure de sueur (moyenne de 98
sévere mEq /L)

» signes précoces de symptdmes respiratoires.

» une fonction pulmonaire réduite.

» insuffisance pancréatique.

Exemple : G551D, lié a I'obstruction du passage de chlorure

a travers le canal de la protéine CFTR

» associée a une maladie pulmonaire.
i » insuffisance pancréatique
» infection par PA

Exemple 1: P205S caractérisé par des changements dans la

conduction de chlorure a travers le canal de la protéine CFTR.
» Une insuffisance pancréatique.

v » absence de symptdmes gastro-intestinaux chez la

plupart des patients.

Exemple 2 :R117H, est une mutation faux-sens, elle est

considérée comme la deuxiéeme mutation fréquente du géne

CFTR derriere F508del.

Les mutations » caractérisé par une infertilité masculine.
presentent un » Le risque d’atteinte respiratoire sévere liée a ce
phénotype génotype est faible (1 1’age adulte).

moderé Exemple : V 3272-26A> G

Résultat de la quantité insuffisante de la protéine CFTR
normale présent dans la surface cellulaire.
\% » associé au phénotype modéré de la maladie.

Exemple : R347H
» une insuffisance pancréatique.
VI » infection par PA.
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11 .4. Diagnostic et dépistage de la mucoviscidose

Le diagnostic de la mucoviscidose repose sur plusieurs tests paracliniques (voir tableau V)

Tableau V: Diagnostique paraclinique de la mucoviscidose (Ouchtati A, Dali H, 2018)

Diagnostique para
clinique

Description

Test de la sueur

I1 peut étre réalisé dans 1’4ge de 15 jours pour un nourrisson a
partir de 3 kg et reste positif toute la vie.

Ce test est I’examen de référence, il est indispensable pour
confirmer le diagnostic de la mucoviscidose.

consiste & mesurer la concentration en -chlore d’un échantillon
de sueur d’au moins 100 mg.

Différence de potentiel
trans-épithéliale
nasale

>

Ce test consiste a mesurer la DDP trans-épithéliale par un
voltmétre relié a deux électrodes en contact I’une avec la
surface de 1’épithélium nasal.

Elle permet en particulier d’identifier des formes atypiques de
mucoviscidose et d’évaluer la fonction de la protéine CFTR en
analysant le transport ionique.

Le seuil retenu pour le dosage de la TIR est 60 pg/l,

Dosage de la trypsine
immuno-réactive
(dépistage néonatal)

>

le test le plus fréquemment rencontré, car il concerne tous les
nouveaux nés depuis sa systématisation pour la premiére fois

en France depuis 2002.

>

Le taux de la TIR est augmenté de fagon non spécifique dans la
mucoviscidose. Cette augmentation résulte d’une obstruction de
canaux pancréatiques par des amas de protéines in utero qui
génere un relargage d’enzymes dans le sang.

Le seuil retenu pour le dosage de la TIR est 60 pg/l, Dans les
cas ou cette valeur dépasse le seuil, cela conduit a réaliser un
génotypage afin de rechercher les mutations les plus fréquentes
du gene CFTR.

Analyse moléculaire
du gene CFTR

La stratégie d’analyse moléculaire de géne CFTR est réalisée en 3
étapes :

>

La premiére étape consiste a réaliser une recherche des 30
mutations les plus fréquentes du gene. Par I’utilisation de
plusieurs Kit commerciaux

La deuxieme éetape est réalisée en cas de génotype non etabli,
I’étude du gene est poursuivie par un balayage complet des
séquences codantes du géne : analyse de toutes les mutations
décrites dans les 27 exons.

Si le génotype reste toujours incomplet, une troisiéme étude sur
les grands réarrangements est réalisée, se fait par PCR
multiplexe avec des amorces fluorescentes ou par MLPA
(Multiplex Ligation-dependant Probe Amplification)
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IV: Etude in Silico: Contribution de la bioinformatique

IV.1. Historique

La bioinformatique se définie actuellement comme un domaine de recherche qui analyse et
interpréte des données biologiques, au moyen de méthodes informatique, afin de créer de

nouvelles connaissances en biologie.

En effet, la bio-informatique peuvent étre utilisés pour créer et partager un large éventail de
bases de données et de logiciels, ce qui peut constituer un outil puissant scientifiques, ce qui
permet la comparaison, I'analyse et la visualisation des données biologiques provenant de
I'étude de plusieurs organismes. (Stasinakis et al ; 2016)

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

SwissProt(constituée a 1’université de Genéve a partir de 1986) (Boudjelal et Fettel ,2017)

En 1985, création d’un Programme d'alignement local de séquences "FASTA" (Pearson &
Lipman).
En 1990, Programme d'alignement local de séquences "BLAST" (Legrand, 2016)

IV.2. Description de quelques outils bioinformatiques utilisés dans les

recherches biomédicales

Les variations de séquences au niveau des génes sont le plus souvent responsables de troubles
fonctionnels des protéines concernées menant a 1’apparition de nombreuses maladies. Ces
variations peuvent se produire aussi bien au niveau des régions geniques codantes (exons),
qu’au niveau des introns et de ce fait avoir un effet sur le processus d’épissage alternatif, ce
qui se traduit par diverses conséquences sur la structure et/ou la fonction de la protéine.
L’étude in silico permet une meilleure compréhension de I’effet et de I’impact de différentes

mutations sur le dysfonctionnement de la protéine .De nombreux logiciels et bases de données
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ont été développés afin de prédire les différents effets et impacts de ces mutations délétéres,

par exemple

« GenBank : base de données généraliste américaine, qui contient des séquences
nucléotidiques disponibles au public pour 370 000 espéces formellement décrits, Elle
est construite et distribué par le Centre national pour I’information biotechnologique

(NCBI), cette banque de donnée américain travaille en collaboration avec la DNA.)

Data Bank of Japan (DDBJ), European Bioinformatics Institute (EBI). ( Dennis A.et al
,2017)
< BLAST : (Basic Local Alignment Search Tool) Il Permet de trouver les régions

similaires entre deux ou plusiecurs séquences de nucléotides ou d’acides aminés et de
réaliser un alignement de ces régions homologues. Ce programme permet de retrouver
rapidement dans des bases de données, les séquences ayant des zones de similitude
avec une séquence donnée.

OMIM : (Online Mendelian Inheritance in Man) : est une base de données de
référence pour les maladies génétiques, née dans les années 1960 grace au travail de
Victor McKusick qui est souvent surnommé "the father of médical genetics" (Rossi et
al ,2011), est le principal dép6t d'informations complétes, dont le commissaire sur les
génes et les phénotypes génétiques et les relations entre eux, un apergu des
caractéristiques cliniques de phénotypes. (Amberger et al ,2018)

% Swiss model : est un serveur Web de bioinformatique structurale dédié a la
modélisation d'homologie de structures protéiques 3D. La modélisation par homologie
est actuellement la méthode la plus précise pour générer des modeles de structure
protéique tridimensionnels fiables. Elle est couramment utilisée dans de nombreuses
applications pratiques. Les méethodes de modélisation d’homologie (ou comparative)
utilisent des structures de protéines expérimentales (“"modeles™) pour construire des
modeles de protéines liées a I'évolution (“cibles™).

0 COSMIC (the Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer)

Une base de données en ligne. Elle met en disposition les données des articles de la
littérature scientifique. Elle est la ressource la plus vaste et la plus compléete au monde
pour explorer I'impact des mutations somatiques dans le cancer humain. Cette base de

données est librement disponible sans restriction via son site web.

25



Chapitre | Partie théorique

< Ensembl : Ensembl est un systéme bio-informatique d'annotation automatique de
génomes. C'est un projet conjoint de I'European Bioinformatics Institute (EBI) et du
Wellcome Trust Sanger Institute dont I'idée centrale est d'organiser de vastes champs
d'information biologique autour de séquences génomiques.
Pour chague génome analyse, Ensembl tente d'identifier par un processus automatique
I'ensemble des genes qu'il contient. 1l s'appuie pour cela sur des données de séquences
existantes (ARN, protéines), qu'il « raccroche » sur le génome, pour en déduire la

structure des genes. (Herroro et al ,2016)

26


https://fr.wikipedia.org/wiki/Bio-informatique
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nome
https://fr.wikipedia.org/wiki/European_Bioinformatics_Institute
https://fr.wikipedia.org/wiki/Wellcome_Trust_Sanger_Institute
https://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9quence_(acide_nucl%C3%A9ique)
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_ribonucl%C3%A9ique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine

b

MATERIELS

g

& G

a .= e

fibross w._wo._

J Sl
- 8
is -7

fibrosis aurost

METHODES

fibrosis
fibros

Brosia

.zoa @ i\ ng,m ¢ «\v ; L | «.s "
| % o_ﬁ%mg.\b% 9 SC\ .@ﬂc s‘s%
Ly cystic uf,? IO 9.0 0%
S50 v O B ey
et 5857
"ty ..w 6 ! ﬁ Kw k.svzcwa.,a.,.
w.v.__.,,_..%o.;ouaef fp@ v _ | m C. UK i
S1s0aqy Q1 oz@m

, (o g "
G S0 @ o

i
N




Chapitre |1 Matériels et méthodes

Notre étude a été réalisée au sein de ’université de SAAD DAHLEB BLIDA-1 dans le
cadre de la préparation du projet de fin d’étude intitulé «étude in silico des mutations du
gene CFTR provoquant la variabilité des formes de mucoviscidose», menée sur une

période de Cing mois, allant du mois de février 2019 au mois juin 2019.

. Matériels

Cette étude a été réalisee grace a :

% PC

«+ Connexion internet

Différents outils bioinformatiques
» Bases de données et logiciels bioinformatiques

e GenBank : La premiére étape de cette étude consiste a télécharger les

séquences de la base de données nucléotidique GenBank.

e Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) : pour I’alignement des

séquences.

e ORF Finder : pour avoir la séquence protéique.

e Online Mendelian Inheritance in Man(OMIM) : pour la détection des
mutations et pour voire la relation entre le génotype et le phénotype.

e Swiss model: est utilisé pour la visualisation des structures
tridimensionnelles des protéines.

e Ensembl : Base de données specialisee complémentaire a NCBI

«» Séquence du gene CFTR

La séquence du géne CFTR ; d’une trés grande taille, est identifiée dans la base de données

sous I’ID NC_000007.14.
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Tableau VI: Séquences des exons étudiés

Matériels et méthodes

Ce tableau resume les séquences étudiées a travers les différentes bases de données

Numéro
Séquence | Position d’accession Variant ID sur NCBI
sur NCBI
Gene 117479963..1
NC_000007.14
CFTR 17668665 - - -
ARNmM 1...6132
CFTR -- --
Exonl0 1525...1716 €.1521 1523delCTT rs113993960
Exon6 712...875 c.680T>G -
Exon12 1717...1811 c.1624G>T rs113993959
NM_000492.3
Exon24 4006...4095 c.3909C>G rs 80034486
Exonl2 1717...1811 C.1652G>A rs75527207
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1. Méthodes

11.1. Utilisation de GenBank

Consultée pour récupérer et télécharger la séquence de géne CFTR et les séquences des exons.
En passant sur un moteur de recherche. (Figure 15)
1. Insérer le numéro d’accession.

2. Lancer la recherche.

= NCHM  Resouces & How To (=

Nucleotide Nuclectde v INM_ 000452 | oo @ S 2

Advarced

0 The Nudiection catatase wil Incuoe ST 300 GSS sequences n earty 2019 Baad mxe

Nucleotide

The Nuciootide dstabamo 5 3 coliecton of tequaoncos om srverad souces, rehxing GonBark. RefSoq, TPA and

POB. Genoene, 9end and anscnpl seguence data provide e foundation for Bsomadscal rosearch and dascovry

Using Nucieotide Nucieotide Tools Other Resources

GETTING STARTED RESOURCES POPULAR FEATURED NCER INFORMANION

Figure 15: Utilisation de GenBank (personnelle, 2019)

11.1.A. Téléchargement des séquences
Une fois que la recherche de la séquence est lancée sur la plat-forme NCBI, un tableau de

bord concernant la requéte demandée est affichée sur la page de navigation, d’ou on a la

possibilité de télécharger les séquences sous format FASTA. (Figure 16)
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= NCBl Resources [ HowTo @ Sign in to NCBI

Nucleotide Nucleotide  * |
Advanced Help

@ The Nucleotide database will include EST and GSS sequences in early 2019. Read more.

zenBank - Send to:=
GenBank o Change region shown -
Homo sapiens CF transmembrane conductance regulator (CFTR), mRNA Customise view
NCBI Reference Sequence: NM_0004532.3
FASTA  Graphics
Analyze this sequence &
Goto: Run BLAST
Locus 1_890492 6132 bp  mRNA  linear PRI 21-MAY-2019 Pick Primers
DEFIMITION Homo sapiens CF transmembrane conductance regulator (CFTR), mRNA.
ACCESSION  NM_88ad92 Highlight Sequence Features

VERSION M_gaa492.3
KEYWCORDS RefSeq; RefSeg Select.
SOURCE Homo sapiens (human) Show in Genome Data Viewer
ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordate; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;

Find in this Sequence

Catarrhini; Hominidae; Homo. Articles about the CFTR gene E
REFERENCE 1 (bases 1 to 6132) Restoration of F508-del Function by
AUTHORS ~ Ruiz-Cebezas 1C, Barros F, Sobrino B, Garciz G, Burgos R, Farhat C, Transcomplementati [Cell Physiol Biochem. 2019]
Castro &, Munoz L, Zambrano AK, Martinez M, Montalvan M and
Paz-Y-Mino C. Mutational analysis of CFTR in the Ecuadaorian
TITLE Mutational analysis of CFTR in the Ecuadorian population using population using next-generation se [Gene. 2019]

next-generation seguencing

JOURMAL  Gene 696, 28-32 (2019)

PUBMED 38763667

REMARK GeneRIF: Study from one hundred and forty-one suspected Ecuadorian
cystic fibrosis patients identified twenty-eight disease-causing
CFTR variants. The following six novel potenmtially

dicazcaeaccasiatad usciants uara datactads 3 dalation

Genetic and phenofypic traits of children and
adolescents with cystic fit [J Bras Pneumol. 2013]

Seeall.

Figure 16: Tableau de bord de la requéte sur NCBI (personnelle, 2019).

11.2. Utilisation de Blast

Le Blaste est utilisé pour I’alignement entre les différentes s€quences.

Nous avons utilisé pour notre étude le BLASTn et le BLASTp.

1. Choisir le type de blast selon le besoin.

2. Introduire le numéro d’accession ou bien la séquence sous forme FASTA.
3. Choisir la base de comparaison.

4. Lancer I’algorithme d’alignement. (Figure 17)
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BR) o mescentuseary ol weccne ) WCRI \acceat (rrer fot Dctacnciogy o stor

BLAST " » biaser
Tran Bt 5 T. blastx
Erter Quory S0QUONCe BLASTE pamrch gusteis 0atubases wtong § Yaraisted i eotide every more fnnizce Rama

-Kn number(s), gis) STA sequencels) 4 Do Query sabrange
) =i
We are beta testing a New
fo Results page - |

Chck heen # you would lie 10 see your

s i the new format, You can always |
O, upload file Chomr Ricen fichir thos o
Choai un ficher | Accen ficher chosi wwitch Back 1 the Traditional Resukts
Genetic code Standed () v page
Job Tithe NM_OO0S52 Homo S0t CF Sammemtrans (oo

“

Align teo Of more sequences 44

Choose Search Set

Dstabase l Nooceduncant poten sequences (v v Iu S

Organism
b iy
L
Exchade Modely OMXP) . Noov-redundart RofSeq peotent (WP) - Untutaredionronmentsl smsde s00uniey
| ——...
@) Search | GE— 34" search peoteln databases using a trasslated nockeotide query)
_— p—

Figure 17: Utilisation de BLAST sur la plate-forme NCBI. (Personnelle, 2019)

I1. 3. Utilisation d’ORF Finder

Algorithme utilisé pour avoir les cadres de lectures ‘Open Frame Read’ de notre séquence. On
passe sur la page d’accueil d’ORF Finder

1.Insérer la séquence.

2. Les ORFs peuvent commencer avec tous les codons.

3. Chercher les ORFs dans les cadre de lecture 1,2 et 3 du sens direct/indirect.

4. Ne renvoie que des ORF d'au moins 60 codons de long.

5. Utiliser le code génétique standard.

6. Lancer la recherche.
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Sequence Manipulation Suite:

ORF Finder

?-’v’zai fP”VG’SiO” ORF Finder searches for open reading frames (ORFs) in the DNA sequence you enter. The program returns the range of each ORF, along with its protein translation. Use ORF Finder,
st to search newly sequenced DNA for potential protein encoding segments. ORF Finder supports the entire IUPAC alphabet and several genetic codes

ENEL T Paste the text into the text area below. Input limit is 100,000,000 characters.

Filter Protein ACTTCACTTCTAATGGTGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTCAGAGGGTAARATTAAG
-GenBank fo FASTA

Gengonk Festune Exrscior | CACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCAGTTTTCCTGGATTATGCCTGGCACCATTA
GenBank Trans Extract AAGAAAATATCATCTTTGGTGTTTCCTATGATGAATATAGATACAGAAGCGTCATCA ——
VA

One to Threz A AAGCATGCCAACTAGAAGAG
Range Extractor DNA

Range Exi
Reverse Complement

Splt Codons e T e
Splt FASTA | Submit || Clear || Reset |

Three to One R

Window Extractor DNA )

Window Extractor Protein « ORFs can begin with: |any codon ME

Sequence Analysis + Search for ORFs in reading frame 1 v |on the direct v |strand.

-Codon Plot

CoonLsage [+ Only return ORFSs that are at least 30 codons long,
G lslands L - -

DNA Moleculsr Weight » Use the | standard (1) v | genetic code.

-DNA Pattern Find

DNA Stats 5 : & oy

Fuzzy Sesrch DNA *This page requires JavaScript. See browser compatibility

Fuzzy Sesrch Protein . ; : o)
et arnd Sn You can mirror this page or use it off-line.

Muki Rey Trans

Mutst s N window i

f(\);‘: :‘:;?‘QE‘ . new window | home | citation
Pairwise Align Codons

Painwise Align DNA
Painvise Align Protein

Figure 18: Utilisation d'ORF Finder (Personnelle, 2019)

11.4. Utilisation d’Ensembl

On utilise cette base de données pour chercher une éventuelle relation entre la structure et la
fonction de notre géne, pour cela, On passe sur la page d’accueil de la base de donnes
Ensembl.

1. Choisir I’espéce Humaine.
2. Insérer le nom de géne.

3. Lancer la recherche. (Figure 19)
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Favourite species

Mouse
Zebrafish

Abingdon island giant tortoise
Agassiz's desert tortoise
Tools BioMart > | Algerian mouse

Alpaca

Export custon] Alpine marmot

Ensembl with | Amazon molly

American beaver

American bison

All tools

>

mes for your DNA
ce

Variant Effect Predictor >

Analyse your own variants and
predict the functional consequences
of known and unknown variants

Login/Register

&)~ Search all species. Q

Ensembl is a genome browser for vertebrate genomes that supports
research in evolution variation and
transcriptional regulation. Ensembl annotate genes, computes multiple
alignments, predicts regulatory function and collects disease data
Ensembl tools include BLAST, BLAT, BioMart and the Variant Effect
Predictor (VEP) for all supported species.

Ensembl Release 96 (April 2019)

American black bear
American mink o First pass full annotation of the mouse genome, with the
Angola colobus GENCODE M21 gene set

- anolelizard 7; — o Update to GENCODE 30 for human
ey v [for
F 1 « Changes o Ensembl Ganomes REST and FTP
[ cFrR | 5
GEIR 3 o Release of Ensembl-RefSeq MANE Select v0.5 Transcripts

e.g. BRCARR rat 5:62797383-63627669 or rs699 or coronary heart disease o New genomes: 19 birds, five reptiles and 12 mammals

New interface for configuration of Regulation tracks

More release news on our blog

All genomes Favourite genomes

W) Human
b @l GRCh38.p12
® 20 May 2019: What's coming in En:
Mouse 449
n GRCm38. ﬁ

Other news from our blog
~Selectaspecies M ® 29 May 2019: Cool stuff the Ensembl VEP can do: check
conservation@

o 28 May 2019: Job: Ensem

itreach

& Ensembl Genomes

Figure 19: Utilisation d'Ensembl. (Personnelle, 2019)

I1.5. Utilisation de swiss-model

C’est une base de données spécialisée dans la quelle on retrouve différentes informations
concernant notre requéte (Structure 3D, séquence protéique, alignement multiple...etc)
On passe sur la page d’accueil de swiss-prot pour commencer la modélisation. (Figure
20)

1. On insere la séquence protéique ou bien le numéro d’accession.

2. Lancer la recherche de modéle.

Modelling Repository Tools Documentation Login Create Account

=0 |

| 4

-+ Upload Target Sequence File... & Validate

ﬂ iIOZENTﬁl‘JH SWISS-MODEL

Start a New Modelling Project @

i [T

(Format must be FASTA,

Supported Inputs @

c Sequence(s) -

plsin string, or a valid

UniProtK8 AC) Target-Template Alignment | ~

User Template -

DeepView Project -
Project Title:

Email Optiona

SOEN bor Tempites
By using the SWISS-MODEL server, you agreMm‘y with the following term

|0 in or create an account.

f use and to cite the corresponding articies.

YYou are currently not logged in - to take advantage of the workspace, §
(There is no requirement to create an account to use any part of SWISS-MODEL, however you will gain the benefit of seeing & list of your previous modeliing projects here.) Modelling Projects in Session

Untitled Project &
63 residues. Running

Created: today
(Expires: Next week) .

Figure 20: Utilisation de swiss-model. (Personnelle ,2019)
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Chapitre IlI Résultats et discussion

Résultats et discussion

I. Les résultats de GenBank
Les resultats obtenus sous forme FASTA débutent par une ligne commencant par :
» Lesigne «>» il est recommandé que toutes les lignes de texte soient plus courtes que 80
caracteres.

» L’identifiant du géne.

A\

Quelques commentaires.

» Puis sur la deuxiéme ligne début la chaine de séquence. (Figure 21)

& The Nucleotide database will include EST and GSS sequences in earty 2019. Read more.

FASTA Send to: v

Change region shown v
Homo sapiens CF transmembrane conductance regulator (CFTR), mRNA —

Customize view v
NCBI Reference Sequence: NM_000492.3
GenBank Graphics L
>NM_092492.3 Homo sapiens CF transmembrane conductance regulator (CFTR), mRNA Analyze this sequence ®
AATTGGAAGCAAATGACATCACAGCAGGTCAGAGAAAAAGGGT TGAGCGGCAGGCACCCAGAGTAGTAGG Run BLAST
TCTTTGGCATTAGGAGCTTGAGCCCAGACGGCCCTAGCAGGRACCCCAGCGCCCGAGAGACCATGCAGAG
GTCGCCTCTGRAARAGGCCAGCGTTGTCTCCAAACTTTTTTTCAGCTGGACCAGACCAATTTTGAGGARA Pick Primers

GGATACAGACAGCGCCTGGAATTGTCAGACATATACCAAATCCCTTCTGTTGATTCTGCTGACAATCTAT

Hiahi Featu
CTGAAAAATTGGANAGAGAAT GGGATAGAGAGCTGACTT CAAAGAAANATCCTARACTCATTAATGCCCT Highiight Sequence Feattires

TCGGCGATGTTTTTTCTGGAGATTTATGTTCTATGGAATCTTTTTATATTTAGGGGAAGTCACCAAAGCA Find in this Sequence
GTACAGCCTCTCTTACTGGGAAGAATCATAGCTTCCTATGACCCGGATAACAAGGAGGAACGCTCTATCG
CGATTTATCTAGGCATAGGCTTATGCCTTCTCTTTATTGTGAGGACACTGCTCCTACACCCAGCCATTTT Show in Genome Data Viewer

TGGCCTTCATCACATTGGAATGCAGATGAGAATAGCTATGTTTAGT TTGATTTATAAGAAGACTTTAAAG
CTGTCAAGCCGTGTTCTAGATAAAATAAGTATTGGACAACTTGTTAGTCTCCTTTCCAACAACCTGAACA

AATTTGATGAAGGACTTGCATTGGCACATTTCGTGTGGATCGCTCCTTTGCAAGTGGCACTCCTCAT . .
GATGAAGGACTTGCATTGGCACATTTCGTGTGGATCGCTCCTTTGCAAGTGGCACTCCTCATGGE Articles about the CFTR gene =

GCTAATCTGGGAGTTGTTACAGGCGTCTGCCTTCTGTGGACTTGGTTTCCTGATAGTCCTTGCCCTTTTT =
CAGGCTGGGCTAGGGAGAATGATGATGAAGTACAGAGAT CAGAGAGC TGRGAAGATCAGTGAAAGACTTG Restoration of F503-lel Function by
TGATTACCTCAGAAATGATTGANAATATCCAATCTGTTAAGGCATACTGCTGGGAAGAAGCAATGGAARA Transcomplementati [Cell Physiol Biochem

AATGATTGAAAACT TAAGACAAACAGAACTGAAACTGACTCGGAAGGCAGCCTATGTGAGATACTTCAAT
AGCTCAGCCTTCTTCTTCTCAGGGTTCTTTGTGGTGTTTTTATCTGTGCTTCCCTATGCACTAATCAAAG
GAATCATCCTCCGGAAAATATTCACCACCATCTCATTCTGCATTGTTCTGCGCATGACGGTCACTCGGCA

Mutational analysis of CFTR in the Ecuadorian
population using next-generation se [Ge 19]

ATTTCCCTGGGCTGTACAAACATGGTATGACTCTCTTGGAGCAATAAACARAATACAGGATTTCTTACAS Genetic and phenotypic traits of children and
AAGCAAGAATATAAGACATTGGAATATAACTTAACGACTACAGAAGTAGTGATGGAGAATGTAACAGCCT adolescents with cystic fit [J Bras Pneumo
TCTGGGAGGAGGGATTTGGAGAATTATT TGAGARAGCARAACAAAACAATAACAATAGARARACTTCTAA

TGGTGATGACAGCCTCTTCTTCAGTAATTTCTCACTTCTTGGTACTCCTGTCCTGARAGATATTAATTTC Seeal..
AAGATAGARAGAGGACAGTTGTTGGCGETTGCTGGATCCACTGGAGCAGGCAAGACTTCACTTCTAATGG

TGATTATGGGAGAACTGGAGCCTTCAGAGGGTAMAT TAAGCACAGTGGAAGAATTTCATTCTGTTCTCA

GTTTTCCTGRATTATGCCTGGCACCATTARAGAAAATATCATCTTTGGTGTTTCCTATGATGAATATAGA Pathways for the CFTR gene R
TACAGAAGCGTCATCAANGCATGCCAACTAGAAGAGGACATCTCCAAGTTTGCAGAGAAAGACAATATAG

TTCTTGGAGAAGGTGGAATCACACTGAGTGGAGGTCAACGAGCAAGAATTTCTTTAGCAAGAGCAGTATA
CAMAGATGCTGATTTGTATTTATTAGACTCTCCTTTTGGATACCTAGATGTTTTAACAGAARAAGAAATA
TTTGAAAGCTGTGTCTGTAAMCTGATGGCTAACAARACTAGGATTTTGGTCACTTCTAMATGGAACATT
TAAAGAMAGCTGACAAAATATTAATTTTGCATGAAGGTAGCAGCTATTTTTATGGGACATTTTCAGAACT Cargo recognition for clathrin-mediated
CCAMATCTACAGCCAGACTTTAGCTCARAAC TCATGGGATGTGATTCTTTCGACCAATTTAGTGCAGAA endoruiosis

Ub-specific processing proteases

Deubiquitination

Figure 21: Séquence d’ARNm du géne CFTR sous format FASTA. (Personnelle, 2019)

La figure 21 nous donne la description de la séquence ARN du géne répertorié dans
NCBI, ainsi que les différents identifiants. (Voir tableau VII)
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Chapitre I11

I1. Les résultats de Blast n de PARNm CFTR

Les resultats de Blast n (alignement global nucléotidique) sont montrés dans le tableau VII

Tableau VI1: Résultats de BLAST de géne CFTR

Résultats et discussion

Résultat

BLAST Results

Roéles

descriptifs

wis dfowcad Wl oo preathser B o W Clek LAST resuls page

Récapitulatif
de la
requéte.

4+ Séquence soumise

4+ |dentifiant

4+ Longueur

4+ Type

# Banque de donnée interrogée
. Programme utilisé

Représentation
graphique des
résultats.

les traits de couleur
représentent a un alignement
entre la séquence soumise et
une séquence de la banque.
la couleur correspond au
score.

La longueur correspond a

la taille de 1’alignement.

Représentation
global des
résultats.

Chagque ligne correspond a un
trait colorée la représentation
graphique.

Une liste des séquences avec
leur numéro d’accession, le
score d’alignement et 1 E-valu.

BlDownload ~ GenBank Graphics

Homo sapiens cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR), mRNA
Sequence ID: NM_000492.3 Length: 6132 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 6132 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
11059 bits(12264) 0.0 6132/6132(100%) 0/6132(0%) Plus/Plus
Query 1 AATTGOARGCAAATGACATCACAGCAGGTCAGAGAAARAGGGTTGAGLGGCAGGLACCCA 68
e+ D 2
Query 61 GAGTAGTAGGTCTTTGGCATTAGGAGCT TGAGCCCAGACGGCCCTAGCAGGRACCCCAGE 120
oo o ISR SRS AR
Query 121  GCCCGAGAGACCATGCAGAGGTCGCCTCTGOAAAAGGCCAGCGTTAGTCTCCARACETTEE 188
o DU AN
Query 181 TtCAGCTGGACCAGACCAATTTTGAGGAAAGGATACAGACAGCGCCTGGAATTGTCAGAL 248
o DR R
Query 241 ATATACCAAATCCCTTCTGTTGATTCTGCTGACAATCTATC TGAAAAATTGGARAGAGAA 388
oy i
Query 301  TGGGATAGAGAGCTGGCTTCAAAGAAAAATCCTAAACTCATTAATGCCCTTCGGCGATGT 368
ool it il il e
Query 361  TTTTTCTGGAGATTTATGTTCTATGGAATCTTTTTATATTTAGGGGAAGTCACCAAAGCA 428
ook kil i s i g
Query 421 GTACAGCCTCTCTTACTGGGAAGAATCATAGCTTCCTATGACCCGOATAACAAGGAGGAA 430
o R
Query 481 CGCTCTATCGCGATTTATCTAGGCATAGGCTTATGCCTTCTCTTTATTGTGAGGACACTG 548
ot i
Query 541  CTCCTACACCCAGCCATTTTTGGCCTTCATCACATTGGAATGCAGATGAGAATAGCTATG 6ed
oot i s aplt i st oo g
Query 601  TTTAGTTTGATTTATAAGAAGACTTTAAAGCTGTCAAGCCGTGTTCTAGATAAAATAAGT 668
. LT T LT L LA LT TEL L L

Description
des résultats,
des
alignements.

4+ Query : laséquence
soumise.

4 Subject : la séquence
trouvée dans la base de
données.

4+ Les grandeurs propre a
chaque alignement (score,
E-valu, identité, positif,
de gap).
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Chapitre 11l Résultats et discussion

I11. Les résultats de swiss-prot d’ARNm du géne
CFTR ID de CFTR sur swiss-model : P13569

I11.1. Représentation topographique des différents isoformes du géne CFTR

P13569 (CFTR_H UMAN) Homo sapiens (Human)
Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator % uniprotkB? nerPro? STRINGE

1480 aa; Sequence (Fasta) ki (Isoform 2; Isoform 3; ) Identical sequences: Homo sapiens: ADAD24RT730

" iy m 6msm Phosphorylated, ATP-bound human cystic fibrosis transmembrane
by conalctance regulator (CFTR)

P13669 Method: ELECTRON MICROSCOPY

(ELECT) heteromer, 1-1451L

Released: 2018-11-21
% Bioassembly File: &

4 X (28)-3-(hexadecanoyloxy)-2-[(9Z )-octadec-9-enoyloxy]propyl 2-
(trimethylammonio)ethyl phosphate &)

s 2XMAGNESIUM ION B

1XCHOLESTEROL B

2 X ADENOSINE-5-TRIPHOSPHATE

_’ RCSB” PDBe” PDB]” PDBsUM”

Sequence Features

Natural variant ~ Transmembrane  Nucleotide binding InterPro

Figure 22: Représentation topographique des différents isoformes du géne CFTR sur la
base de données swiss-model. (Personnelle, 2019)

Le motif correspond a une courte séquence (conservée) d'acides aminés (ou de nucléotides)
que I'on peut associer aux roles (fonctionnel ou structural) de la macromolécule, pendant que
son motif structural est quelque peu différent : en effet, il tient compte du repliement dans
I'espace de la chaine polypeptidique et constitue une structure constituée de plusieurs régions

de la protéine qui adoptent une structure secondaire, reliées entre elles. (Voir Figure 22)

w
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Chapitre I11 Résultats et discussion

I11.2.La séquence protéique du gene CFTR

Sequence Alignments A
Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator P13569 uniProtkB< InterPro®

NKIQDFLOKQEYKTLEYNLTTT **°
T 2 IENLRQT TQDFLOKQEYKTLEYNLITTT 330
P13569 EVVMENVTAEREEGFGELFEKAKONNNNRKTSNGDDSLEFSNESLLGTPVLKDINFKIERGQLLAVAGSTGAGKT SLLMVIMGELEPSEGKIKESGRISFCSQFSWIMPGTIKENI IFGVSYDEYRYRSYV
émem. 2 EVVMENVTAFHEEGFGELFEKAKQNNNNRKTSNGDDSLFFSNESLLGTEVLKDINFKIERGOLLAVAGSTGAGKT SLLMVIMGELEPSEGKIKESGRISFCSQFSWIMPGTIKENIIFGVSYDEYRYRSV 520

P13563 TKACOLEEDISKFAEKDNIVLGEGGITLSGGORARISLARAVYKDADLYLLDSPEGYLDVLTEKEIFESCVCKLMANKTRILVT SKMEHLKKADKILILEEGSSYFYGTFSELONLQPDESSKLMGCDSE
-

émsm. A TKACQLEEDISKFAEKDNIVLGEGGITLSGGORARI SLARAVYKDADLYLLDSPFGYLDVLTEKEIFESCVCKLMANKTRILVT SKMEHLKKADKILILEEGSSYFYGTFSELQNLOPDFSSKIMGCDSE €50
-

P13569|DQFSAERRNSILTETLERFSLEGDAPVSHTIETKKQSFKQTGEFGEKRKNSILNPINSIRKFSIVQKTPLQMNGIEEDSDEPLERRLSLVPDSEQGEAILPRISVISTGPTLQARRROQSVLNLMTESVNQG
6msm. R DQFSAERRNSILTETLERFSLEGDARPVSHTIETKKQSFKQTGEFGEKRKNSILNP INSIRKFSIVQKTPLOMNGIEEDSDEPLERRLSLVPDSEQGERILPRISVISTGPTLOQARRROSVLNLUTHSVNQG 720

P13563/QNIHRKTTASTRKVSLAPQANLTELDIYSRRLSQETGLEISEEINEEDLKECFFDDMES T PAVT TWNTYLRY ITVEKSLIFVLIWCLVIFLAEVARSLVVLALLGNTPLODKGNSTHSRNNSYAVIITST
6émsm. A QNIERKTTASTRKVSLAPQANLTELDIYSRRLSQETGLEISEEINEEDLKECFFDDMESIPAVITWNTYLRY ITVHKSLIFVLIWCLVIFLAEVAASLVVLWLLGNTPLODKGNSTHSRNNSYAVIITST o1

P13569|SSYYVFYIYVGVADTLLAMGFFRGLPLVETLITVSKILHEKMLESVLQAPMSTLNTLKAGGILNRFSKDIAILDDLLPLTIFDFIQLLLIVIGAIAVVAVLOPYIFVATVRVIVAFIMLRAYFLOTSQQL
émem. A|SSYYVEYIYVGVADTLLAMGFFRGLPLVHTLITVSKILHEKMLESVLQAPMSTLNTLKAGGILNRFSKDIATLDDLLPLTIFDFIQLLLIVIGATAVVAVLOPYIFVATVRVIVAFIMIRAYFLQTSQQL 1040

13563 KQLESEGRSPIFTHLVT SLKGLWTLRAFGRQPYFETLFHKALNLATANHELY LS TLRWEQMRIEMIEVIFFIAVT FISILTTGEGEGRVGI I LT LAMN IS TLOWAVNSSIDVDSLURSVSRVEKEIDME
énen. A KQLESEGRSPIFTHLVTSLRGLHTLRAFGRQPY FETLEHKALN LETANWELY LS TLRREQMRIEMIEVIFEIAVTFISILTTGEGEGRYGI ILTLAMNINS TLOWAVNSSIDVDSLMRSVSRVEKFIDNE 1272
£13563 TEGKPTKSTKEYKNGQL SKVMIIENSHVKKDDIWPSGGOMTVKDLTAKY TEGGNATLENTSFSISPGORVELLI X

énen. 2 TEGKPTKSTKRYKNGOLSKVMITENSHVKKDDINESGEQMTVKDLTAKY TEGGNATLENTS!

P135§!
6ms;
3:2:3 [NERSLFRQATSPSDRVELER

Figure 23: Séquence protéique du géne CFTR (personnelle, 2019).

I11.3. Structure tridimensionnelle de la protéine CFTR

SER459A | camoona | B4 | > | S

Figure 24: Structure 3D de la protéine CFTR. (Personnelle, 2019)
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+«+ Chague couleur présent dans la séquence protéique (Figure 23) représente la méme

couleur dans la structure 3D (Figure 24).

7

¢ Pour savoir la position d’un n’importe quel acide amine sur la structure
Tridimensionnel (Figure 24) on clique sur I’acide aminé, il va apparaitra sur

la structure. (Figure 23).

On peut voir aussi les ions de magnésium, le cholestérol et adénosine 5
triphosphate représentés dans la figure disponible sur cette base de données.
La figure 25 nous montre la structure de la molécule de cholestérol présente au niveau de

la protéine CFTR, Par I’utilisation le logiciel swiss model.

Ry [ e .

: v
»
[ ] ’7 =

C 4
- /
P |
(‘ﬂ\ CLR 10 C9

Figure 25: Structure moléculaire 3D de cholestérol sur le logiciel swiss-
model. (Personnelle, 2019)
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Chapitre Il Résultats et discussion

La figure 26 montre les deux ions de magnésium en vert présent au niveau de la protéine

CFTR. Par I’utilisation de logiciel swiss model.

Figure 26: Représentation 3D des ions de magnésium sur swiss-model. (Personnelle, 2019)
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La fixation de deux molécules d’ATP sur les deux domaines NBD1,NBD?2 est nécessaire
pour I’activation de la protéine CFTR pour I’ouverture du canal CFTR. Le logiciel swiss
model montre les deux domaines NBDs en feuillets B en bleu .les deux molécules d’ATP par
des couleurs differentes. (Figure 27)

S

Figure 27: Représentation 3D de la liaison des deux molécules d'ATP sur les deux
domaines NBD1-NBD?2 sur swiss-model. (Personnelle, 2019).

La protéine CFTR contient deux domaines transmembranaires hydrophobes TM1let TM2,
chaque domaine composeé de six hélices, qui délimitent un pore transmembranaire. (Gaillard

et al ,2009). La Figure 28 montre les deux domaines transmembranaires avec les six hélices.

) 4 Cartoon [ - N » |

Figure 28: Représentation 3D des deux domaines transmembranaires de la protéine CFTR.
(Personnelle 2019)
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Résultats et discussion

Plus de 2000 mutations ont été identifié tout au long du gene CFTR, la figure 29 nous

montre tous les variantes du gene CFTR en 3D qui sont présents dans la base de données

swiss model

Cartoon a | B a >

(5

Figure 29: Variantes du géne CFTR dans swiss model (personnelle, 2019).

CFTR est un polypeptide unique contenant un motif lasso N-terminale, deux domaines

transmembranaires (TMD), et deux domaines de fixation des nucléotides (NBD)(Figure

30).(Zhang et al, 2018)

390

Dephosphorylated, ATP-free
PDB: SUAK

-R-domain - - -
637

845

Phosphorylation
—_—

ATP-binding

NED2
1173 1202

Phosphorylated, ATP-bound

This study

1451 1480

Figure 30: Domaines de la protéine CFTR et les deux molécules d'ATP. (Zhang et al, 2018)

(e

~




Chapitre 111 Résultats et discussion

La figure 31 obtenue avec MolUSc a partir de la structure 3D décrite par Serohijos en 2011

et qui montre la structure tridimensionnelle de la protéine CFTR sauvage.

Cette structure montre une portion constituée de motifs en hélice et correspondant aux
domaines transmembranaires (MSD1 et MSD2 - Membrane Spaning Domain). lls sont

surmontés par deux domaines intracellulaires capables de se lier a I'ATP, appelés NBD1 et

NBD2 (Nucleotide Binding Domain). Enfin, une région régulatrice (R) leur est juxtaposée.(

Serohijos et al,2011)

extracellular
region

cytoplasmic
region

Figure 31: Modéle théorique de la structure de la protéine CFTR sauvage. (Serohijos et
al.2008)
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Chapitre IlI Résultats et discussion

I1. Analyse de la mutation ¢.1521 1523delCTT (F508del) présente

au niveau de I’exon 10 de géne CFTR

ID sur NCBI : rs113993960

I1.1.Séquence sauvage/mutée

Plot of lcljQuery 236881 vs Icl|Query 236882 &)

189

1[;‘0

100

icl|Query 236883

I I
lel|Query 236881 40 60 a0 100 120 140 160 182

Figure 32: Dot matrix view de la mutation ¢.1521_1523delCTT (F508del) (Personnelle,
2019)

» Laséquence de requéte est représentée sur 1’axe des X et les nombres représentent les
bases / résidus de la requéte.

» Le sujet est représenté sur I'axe des ordonnées et les chiffres représentent a nouveau les
bases / résidus du sujet.

» Les alignements sont affichés dans le graphique sous forme de lignes.

» Le nombre de lignes affichées dans le graphique est identique au nombre d'alignements
trouvés par BLAST.
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La superposition entre la séquence sauvage et la séquence mutée de 1’exon 10 nous donne
deux alignements :
1% alignement :(1-127)
2éme alignement : (131-192)
Les résultats des alignements nous a permis aussi I’identification de mutation de type

délétion au niveau des bases 127-129. Comme le montre la Figure 32.

1.2. Résultats de I’alignement nucléotidique
Les résultats de I’alignement nucléotidique montrent la disparition (délétion, gaps) de 3
nucléotides CTT a la position 1521 1523.

Sequence ID: Query 236883 Length: 189 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 189 Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
335 hits(181) 4e-97 189/192(98%) 3/192{1%) Plus/Flus
Query 1 ACTTCACTTCTAATGOTGATTATOGOAGAACTGEAGCCTTCAGAGEOTARAATTAAGCAC &8
pict 1 ACTICACHCTAMGGTOAT ATSGOAGACTSGACLCTTCAGAGGOTAMITARGLAL 66
Query 81  AGTGLAAGAATTTCATTCTGTTLTCAG CCTQOATTATGCCTGOCACCATTAAAGAS 126
e 0 NIRRT =
Query 121 AATATCS COTATTTCCTATEATRAATATAGATACAGAAGCATCATCARAGEATEE 156
Soict 121 A -,Hl LU AT A A A AL UMM 177
Query 181 CAACTAGAAGAD 192
bict 176 CAMTAGMEAG 189

Figure 33: Délétion des trois nucléotides CTT a la position 1521-1523 sur I'exon 10.
(Personnelle, 2019)

11.3. Les résultats dans ORF Finder de la mutation
c.1521 1523deCTT (F508del)

I.3.a. Séquence nucléotidique et protéique de I’exon 10 sauvage

Présence des trois nucléotides CTT a la position 1521-1523 dans la séquence nucléotidique qui

se traduit en Phenyle-alanine au niveau de la séquence protéique. (Voir figure 34)
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ORF Finder results
Results for 192 residue sequence "Untitled" starting "ACTTCACTTC"

~
L

>ORF number 1 in reading frame 1 on the dire
m

AZTR TTTGGTGTTTCCTATGATGAATATAGATA

CRACTAGARGAG

>Translation of ORF number 1 in reading frgme 1 on the direct strand
TSLIMVIMGELEPSEGKIRESGRISFCSQFSWIMPGTIKENIRESVSYDEYRYRSVIRAC

QLEE

Figure 34: Traduction de la séquence non mutée de I'exon 10. (Personnelle, 2019)

1.3.b. Mutation F508del au niveau de I’exon 10

La délétion de trois nucléotides CTT a la position 1521-1523 dans I’exon 10, est traduite par

une délétion de I’acide aminé Phényle-alanine a la position 508 de la séquence protéique.
(Figure 35)

ORF Finder results
Results for 189 residue sequence "Untitled" starting "ACTTCACTTC"

>0RF number 1 in reading frame 1 on the direct strand extends from base 1 to base 189

AT AT T AT AT R AT AT R AL A TR AT ACAARAATAALATTAA RS
ALLIVALLIVIARLIDOLIOAL LALDOLADARL JoURULLL LLADRDO Dl ARARL LARDUAL

¥ el ol eV eV bkl e bl Jab kil el ad Vel alal e i b e ad el o el ar Vel ad Ui b 9. § ¥ o ¥
e[ - ( ( \C \ - \C\‘ I'4 qu‘
- - oA -, - -

ALlLUAALARL IIVALIULIGI]L - soAlls LooLALLRL L ARA AR

AT AT T AT T AT AL TR A AT AT A AT A A AL AT AT AL, D -‘ncf\ﬂ 2
ARlALLALLIGUlELlIUUIALGALGARLALALALAVACAAGLLLILALLAAALLALGULAR
CTAGAAGAG

PR AL AL AL

>Translation of ORF number 1 in reading frame 1 on the direct strand.
TSLIMVIMGELEPSEGRIRESGRISFCSQFSWIMPGTIRENIIGVSYDEYRYRSVIRACQ
LEE

Figure 35: Traduction de la séquence mutée de I'exon 10. (Personnelle, 2019)

I1.4. Résultat de I’alignement protéique entre la séquence mutée et
non mutee
» La séquence protéique soumise a une taille de 64 acides aminés.
» la séquence de la base de données a une taille de 63 acides aminés.
> Le programme utilisé est le BLAST P.

» Le score d’alignement de cette séquence entre 80-200.
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BLAST Results
Editand Resubmit  Save Search Strategies b Formatting options ~ » Download YoulflT3 How to read this page  Blast report description
Blast 2 sequences
Job title: Protein Sequence
RID GBST8TUY114 (Expires on 06-17 09:11 am)
Query ID cl[Query_18197 Subject ID |cl|Query_18199
Description None Description None
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 64 Subject Length 63

Program BLASTP 2.9.0+ b Citation

Other reports: b Search Summary [Multiple alignment] [MSA viewer]

Analyze your query with SmartBLAST

(9)Graphic Summary

Distribution ofthe top 1 Blast Hits on 1 subject sequences &
Mouse over to see the tite, click to show alignments

Color key for alignment scores
B<40 B0 Wso-s0  Wso200  W>=200

e ————

1 10 20 30 40 50 60

L’homologie de cette séquence avec la séquence model est de 98%, d’une similarité de
63/64. Cette séquence a un score égale a 126 .I’e-valu égale 9e-46. La mutation F508del

caractérisée par la délétion d’une Phénylalanine a la position 508. (Voir figure 38)

unnamed protein product
Sequence ID: Query_18199 Length: 63 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 63 Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps
126 bits(316) 9e-46 Compositional matrix adjust.  63/64(98%) 63/64(98%) 1/64(1%)

Query 1  TSLLMVIMGELEPSEGKIKHSGRISFCSQFSWIMPGTIKENIEFEVSYDEYRYRSVIKAC 6@
: TSLLMVIMGELEPSEGKIKHSGRISFCSQF SWIMPGTIKENIE BVSYDEYRYRSVIKAC
Sbjct 1 TSLLMVIMGELEPSEGKIKHSGRISFCSQFSWIMPGTIKENIN -BVSYDEYRYRSVIKAC 59

Query 61 QLEE 64
QLEE
Sbjct 60 QLEE 63

Figure 36: Alignement de la séquence protéique de I'exon 10. (Personnelle, 2019)
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La PHE 508 a disparu, il y a eu délétion de CTT (derniére base du 507 et 2 premiéres du
508) (voir figure 37) .Dans Anagéne, un alignement avec discontinuités avec la molécule

entiere, permettra de retrouver leurs positions dans la séquence. (Anonyme 5)

500 505 510 515 520
o 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1
Traitement « 0
Identités (1 K 1K
CFTR nomal 0 |GCCTGGCACCATTAAAGAAAATATCATCTTTGGTGTTTCCTATGATGAATATAGATACAGAAGCGTCA
CFTR muté PT csmmsmanmanpanrnmmrs B s
| Sélection: 0/4 ignes Kl o]
500 505 510 515 520
:J B E R | E E B OB EE R [CE E R OB KR
rTraitement (| »|0 ‘
[ Pro-CFTR nomal — |«|»|0  [ProGlyThrIleLysGluAsnIlellePheGlyValSerTyrAspGluTyrArgTyrArgServal
Traitement (| +|0
Pro-CFTR muté (0 |ProGlyThrIleLysGluAsnIlelleGlyValSerTyrAspGluTyrArgTyrArgSerVallle
w|  Sélection: 2/4 lignes Kl B B o

Figure 37: Résultats d'alignements nucléotidigque et protéique de I'exon 10 avec Anagéne.
(Anonymeb)

11.5. Structure 3D de la protéine sauvage et mutée de I’exon 10(F508del)

Présence d’acide aminé phénylalanine a la position 508 entre une glycine 509 et isoleucine

dans la protéine normale (non mutée).
Absence de la Phénylalanine entre la Glycine et I’Isoleucine dans la protéine mutée.

( -
M . pw,‘lealanine J
505
R )
{ ey i , 9
‘?N <( 5 \ ?/
PHE 508 A o a | Ba > - ALRA  cxiom aillip:

Figure 38: structure 3D de la protéine de I'exon 10 sauvage et mutée (F508 del). (Personnelle, 2019)
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Protéine normale

Le peptide utilisé pour établir la structure tridimensionnelle comporte 26 acides aminés, qui
correspondent au fragment Méthionine 498 - Alanine 523 de la CFTR. La structure est une
hélice alpha, entre les acides aminés 4 et 25. La position de la phénylalanine 508 est indiquée

par la couleur jaune. (Anonyme 5)
Protéine modifiée
Le peptide utilisé pour établir la structure tridimensionnelle comporte 25 acides aminés, qui

correspondent au fragment Méthionine 498 - Alanine 522 de la CFTR AF508. La structure est

une hélice alpha, entre les acides aminés 4 et 24. (Anonyme 5)

Protéine normale:

PHENYL -
ALANINESO08

Protéine modifiée:

Figure 39: Délétion de la Phénylalanine a la position 508. (Anonymee6)
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En haut, a droite, représentation agrandie de 1’environnement de la Phénylalanine F508 (en
violet), acide aminé dont I’absence (AF508) (en bas a droite) est responsable de plus de 70%

des cas de mucoviscidose. (J. P. Mornon, et al, 2008)

Protéine CFTR
non altérée
FS08

Protéine CFTR
altérée (AFS08)

Figure 40: Représentation tridimensionnelle de la protéine CFTR sauvage et mutée
(F508del). (J. P. Mornon, et al, 2008)

11.6. Le phénotype de cette mutation

Cette mutation caractérisée par une dégradation totale de la protéine nouvellement
synthétisée c’est-a-dire la perte total de la fonction de la protéine CFTR, avec un phénotype
sévere de la maladie (insuffisance pancréatique, une fonction pulmonaire réduite, signes

précoces des symptdémes respiratoire, concentration élevée de teste de la sueur. (Rosa et al

2018)
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I1. Analyse de la mutation ¢.680T>G(L227R) présente au niveau
de ’exon 6 du géne CFTR

I1.1. Résultat de I’alignement nucléotidique

La mutation ¢.680T>G au niveau de la base 680(2eme base du codant 34) est caractérisée par

le changement d’une Thymine en Guanine. (Voir figure 41)

Sequence ID: Query_118819 Length: 164 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 164 Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
292 bits(323) de-84 163/164(99%) 0/164(0%) Plus/Plus
Query 1 GGACTTGCAT TGGCACATTTCGTGTGGATCGCTCCTTTGCAAGTGGCACTCCTCATGGGG 68

i ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sb]Ct 1 ACTTGCATTGG TTTCGTGTGGATCGCTC GCAAGTGGCACTCCTCATGG (515
Rt s T
Sbth 6l TCTGGGAGTTGTTACAGGCGTCTGCCTTCTGTGGACGTGGTTTCCTGATAGTCCTT 120
uery. = |||TTTTTTTT??TT?T?TTT|?||?TTT|||||T?TT?|T||| o
Sbth 121 CCTTTTTCAGGCTGGGCTAGGGAGAATG ATGAAGTACA 164

Figure 41: Substitution d'une Thymine a la position 680 de I'exon 6. (Personnelle, 2019)
11.2. Les résultats dans ORF Finder de la mutation ¢.680T>G(L227R)

I1.2.a. Séquence sauvage

Apres I’insertion de la séquence de I’exon 6 dans I’ORF Finder, les résultats montrent la
présence de la Thymine dans la 2éme base du codant 34 dans la séquence d’ADN. Apres la
traduction de cette séquence on remarque la présence d’un acide aminé Leucine a la position

227 dans la séquence protéique non mutée non mutée. (Voir figure 42)

ORF Finder resuits
Results for 164 residue sequence "Untitled" starting "GGACTTGCAT"

= “ - . - . o - N -

s . s - -
>UKI numoer i X SN n A - a b3 Lrom dase L TO Dase loc.

P

SLC L L L Ll CAalel i CoEL lACOEATARICALCR I CARTI AL

AT AT AL T A DT AT

SLRUANEVNIAFLUYA

(e
1=

NELLOASAFCGLGFLIVLALFOAGLGRMMMRY
MANSLOGROAI LoLCL Ol VLR LI YA LOr

Figure 42: Traduction de la sequence non mutée de I'exon 6. (Personnelle, 2019)
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11.2.b. Mutation ¢c.680T>G(L227R)

Les résultats dans ORF Finder du variant de I’exon 6 montrent un changement au niveau de
la séquence nucléotidique d’une Thymine par une Guanine a la position 34, ce qui se traduit
par un changement d’une Leucine par une Arginine au niveau de la séquence protéique.
(Voir figure 43)

ORF Finder results
Results for 164 residue sequence "Untitled" starting "GGACTTGCAT"

m
o
(S8

>ORF number 1 in reading frame 1 on the direct strand extends from base 1 to bas

TGTGEATCGCTCCTTTGCARGTGECACTCCTCATGGGE

CTTRCATTRRCACATTTOR ~
4lo wHAlLLIUololoCALlLOLILLLILl D - - & J

GGAC TTGGCACATT

Cl
MR MMMASS MM AMMT o T T I T S T I T e
CTAATCTGGEAGTTGTTAC GGACGTEGTITTCCTGATAGTCCTT
CCCCTTTTTCARRCTRACRET

CCULl L' (2(5(=

cLLLllolllAabULlToboL laTobAbAR oAl DA CART LA

>Translation of ORF number 1 in reading frame 1 on the direct strand
CLALAEFVWIAPLQVALIMGLIWELLQASAFCGRGFLIVLALFQAGLGRMMMERY
=

Figure 43: Traduction de la séquence mutée de I'exon 6. (Personnelle, 2019)

11.3. Résultat de I’alignement protéique

I1.4. La séquence protéique soumise et la séquence de la base de données :
» Sont des molécules de type acide aminé.

> Leur taille est 54 acides aminés.

» Le programme utilisé est le blast P.

» Le score d’alignement de cette séquence entre 80-200.

BLAST Results

Edit and Resubmit  Save Search Strategies  » Formatting options > Download YoullfllfJ How to read this page  Blast report description

Blast 2 sequences

Job title: Protein Sequence

RID GB6AXFGT11N (Expires on 06-17 09:20 am)

Query ID Ic!|Query_232369 Subject ID Icl|Query_232371
Description None Description None
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 54 Subject Length 54

Program BLASTP 2.9.0+ > (Citation

Other reports: b Search Summary, [Multiple alignment] [MSA viewer]

Analyze your query with SmartBLAST
(©Graphic Summary

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W40 W 40-50 W 50-80 W 80-200 W==200

| | | | | |
1 10 20 30 40 50

ol
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L’homologie de cette séquence avec la séquence model est de 98%, d’une similarité¢ de
53/54. Cette séquence a un score égal a 101. L’e-valu égale 2e-36. La mutation 227
caractérisée par le changement de la Leucine en Arginine a la position 227 de I’exon 6. (\Voir
figure 45)

unnamed protein product
sequence ID: Query 232371 Length: 54 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 54 Graphics

Score Expect Method Identitiess  Positives Gaps
101 bits(252) 2e-36 Compositional matrx adjust.  53/54(98%) 53/54(98%) 0/54(0%)

Query 1  GLALARFVWIAPLQVALLMGLIWELLOASARQELGrLIVLALFOAGLGRMMMKY 54
QLALAHFVWIAPLQVALLMGLIWELLOASAFQG GFLIVLALFQAGLGRMMMKY
Shjct 1 GLALAHFVWIAPLQVALLMGLIWELLQASAFQGRGFLIVLALFQAGLGRUMMKY 54

Figure 44: Alignement de la séquence protéique de I'exon 6. (Personnelle, 2019)

I1.5. Structure tridimensionnelle de la protéine (L227R)

ARG M A

Figure 45: Structure 3D d'exon 6 et la substitution de la Leucine en Arginine a la position
227. (Personnelle, 2019)
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N\LX

ot

Figure 46: Substitution d'une Leucine a la position 227. (Seddiki, 2015)

Le caractere pathogene de la mutation ¢.680T>G (L227R) a été évalué par différents logiciels.
SIFT prédit le changement de la Leucine en position 207 en Arginine comme intolérant, ce
qui pourrait par conséquent avoir un impact sur la protéine en induisant une perte totale voir
partielle de sa fonction. (seddiki.2015)

Les logiciels PolyPhen-2 et Align-GVGD prédisent respectivement que ce changement est
probablement endommageant et interférant avec la fonction de la protéine CFTR. L’analyse
par le logiciel I-Mutant2.0 montre que la substitution de la Leucine en Arginine a la position
227 de la protéine CFTR affecte sensiblement la stabilité de cette derniere. Enfin, Mutation

Taster confirme le caractére pathogéne de cette mutation. (Seddiki.2015)

I11. Analyse de la mutation ¢.1624G>T (G542X) présente au
niveau de I’exon 12

ID sur NCBI : rs113993959

I11.1. Résultats de I’alignement nucléotidique

La mutation C.1624G>T au niveau de la base 1624 dans 1’exon 12 (ler base du codant 14) est

caractériser par le changement d’une Guanine par une Thymine.
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Sequence ID: Query_131909 Length: 95 Number of Matches: 2

Range 1: 1 to 95 Graphics ¥V Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
168 bits(185) 4e-47  94/95(99%) 0/95(0%) Plus/Plus

Query 1  GACATCTCCAAGTTTGCAGAGAAAGACAATATAGTTCTTGGAGAAGGTGGAATCACACTG 6@

. LLLLLELELELELELEELELEELELEL L LELELELL DELLLLLTLTLILL LT DL
Sbjct 1 GACATCTCCAAGTTTGCAGAGAAAGACAATATAGTTCTTTGAGAAGGTGGAATCACACTG 60

%
Query 61 AGTGGAGGTCAACGAGCAAGAATTTCTTTAGCAAG 95

LLLCCLLLELTETETEEELEETLLLLELL LT
Sbjct 61 AGTGGAGGTCAACGAGCAAGAATTTCTTTAGCAAG 95

Figure 47 : Substitution d'une Guanine a la position 1624 de I'exon 12. (Personnelle, 2019)

111.2. Résultats des ORF Finder

111.2.a. Sauvage

ID sur NCBI : AlIS25620.1
Les résultats dans ORF Finder montrent la présence de la Guanine dans la lere base du

codant 14 de I’exon 12 dans la séquence d’ADN. Aprés la traduction de cette séquence on

remarque la présence d’une Glycine a la position 542 dans cette séquence non mutée.

ORF Finder results
Results for 35 residue sequence "Untitied" starting "GACATCTCCA"

Anm t . . ' . 3 » AA
>ORE number 1 in rea 209 frame 1 on the direct strand extends from base 1 to base 93,
CACATOTCACLANTIRANANANY AMAAMMAMMAASL A% S AAMAASSMASAS ARA
cAVALLVaVWWAAD . 2 aULAL S-ﬂnﬂ.ﬂ \n.n.n...u..-.1-55-..-.15..5.5..:

*

ARAALAARMAIIAAIAALIIALIMEmAmmmE A A
%....n...unn..n:unn.nn...L...n.un

- 9 .- L I =3 . 1

YTranslation of ORF number 1 in reading frame ! on the direct strand.
ZRARZINTUTATAATAT AN AABIRTATY

D-anﬁ-K el -----------i“-"n‘--—"

Figure 48: Traduction de la séquence non mutée de I'exon 12. (Personnelle, 2019)
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111.2.b. Mutation ¢.1624G>T (G542X)

Les résultats dans ORF Finder du variant de 1I’exon 12 montrent un changement au niveau de
la séquence nucléotidique de la Guanine en Thymine a la position 1624, ce qui se traduit

par un changement d’une Glycine en codant stop au niveau de la séquence protéique.

ORF Finder results
Results for 95 residue sequence "Untitled" starting "GACATCTCCA™

MNe ORFs were found in reading frame 1.

Figure 49: Traduction de la sequence mutée de I'exon 12. (Personnelle, 2019)

111.3. Résultats d’alignement protéiques

La séquence protéique soumise et la séquence de la base de données :
» Sont des molécules de type acide amine.
» Leur taille est 31 acides aminés.
» Le programme utilisé est le blast P.

» Le score d’alignement de cette séquence entre 50-80.

BLAST Results
Editand Resubmit ~Save Search Strategies b Fommatting options > Download You(EL3 How to read this page  Blast report description
Blast 2 sequences
Job ftle: Protein Sequence
RID GSGHSVPV114 (Expires on 06-22 10:34 am)
Query ID Ic!|Query_159781 Subject ID  |cl|Query_159783
Description None Description None
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 31 Subject Length 31

Program BLASTP 2.9.0+ b Citation

Other reports: b Search Summary. [Multiple alionment] [MSA viewer]

Analyze your query with SmartBLAST
(5)Graphic Summary

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences &
Mouse over to see the title click to show alignments

Color key for alignment scores
B4 W40-50 W50-80 Boo-200  W>=200

| | IQMI | |

1 b 12 18 % 30
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L’homologie de cette séquence avec la séquence de la base de données est de 97%, d’une
similarité de 30/31. Cette séquence a un score égal a 58.8. L’e-valu égale 4°-20. La mutation
G542X caractérisée par le changement de d’une Glycine en codant stop a la position 542.
(Voir figure 50)

unnamed protein product
Sequence ID: Query 159763 Length: 31 Number of Matches; 1

Range 1: 1 to 31 Graphics

Score Expect Method Identities  Positives  Gaps
58.5its(140) 4e-20 Compositional matrix adjust. 30/31(97%) 30/31(96%) 0/31(0%)

Query 1 DISKFAEKONIVLGERGITLSGGQRARISLA 31
DISKFAEKONTNL EBGITLSGGQRARISLA
Sbjct 1  DISKFAEKONIVL*ERGITLSGGQRARISLA 31

Figure 50: Alignement local de la séquence protéique de I'exon 12(G542X). (Personnelle,
2019)
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111.4. La structure 3D de la protéine G542X

GLY 542

Figure 51: Structure 3D de I'exon 12 et le changement de Glycine par un codant stop.
(Personnelle, 2019)
111.5.Le phénotype associe a la mutation G542X
Cette mutation caractérisée par une perte totale ou partielle de la fonction protéique, avec un
phénotype sévére de la maladie (forte incidence de meconiumileus, insuffisance

pancréatique). (Rosa et al ,2018).
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V. Analyse de la mutation ¢.3909C>G (N1303K) présente au

niveau de ’exon 24

ID sur NCBI : rs 80034486

IV.1. Résultats de I’alignement nucléotidique

La mutation ¢.3909C>G au niveau de la base 3909 (3eme base du codant 12) est caractérisée

par le changement d’une Cytosine en une Guanine.

Sequence ID: Query 44527 Length: 90 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 90 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
159 bits(175) 2e-44 89/90(99%) 0/90(0%) Plus/Plus

Query 1  AAAGTATTTATTTTTTCTGGAACATTTAGAAAAAACTTGGATCCCTATGAACAGTGGAGT 6@

Shjct 1 AMAGTATTTATTTTTTCTGGAACATTTAGAAAMAGTTGGATCCCTATGAACAGTGGAGT 6@
+

Query 61 GATCAAGAAATATGGAAAGTTGCAGATGAG 90

Shjct 61 GATCAAGAAATATGGAAAGTTGCAGATGAG 9@

Figure 52: Substitution d'une Cytosine a la position 3909 sur I'exon 24.
(Personnelle, 2019)
IV.2. Résultats dans ORF Finder de la mutation ¢.3909C>G (N1303K)

IV.2.a. Sauvage

Les résultats dans ORF Finder montrent la présence d’une Cytosine a la position 3903(3éme
base du codant 12) de I’exon 24 dans la séquence d’ADN. Aprés la traduction de cette
séquence on remarque la présence d’une Asparagine a la position 3909 dans la séquence non
mutée.
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ORF Finder results
Results for 30 residue sequence "Untitled” starting "AAAGTATTTA"
>0RF number 1 in reading frame 1 on the direct strand extends from base 1 to base 90,
AAs A Q—Hl --.H--h-hh ‘ AL LA R R ) A——APQ MAAARSS =-AS NQ AMAAS A
PULICY SOSY YESSUSLWRCLI T I gy (L "L"-".."L"I-'h‘..-'- RIVLUVIALICARLALIEAL
AAIMATA AT S mam pa-~-»n-hhon.-..,
SALLVARCHNR R oA L ARl Tae
>Translation of ORF number ! in reading frame 1 on the direct strand.
-
RVEIPSGTERRNLDRYEQWSDQEIWKVADE
=

Figure 53: Traduction de la séquence non mutée de I'exon 24. (Personnelle, 2019)

IV.2.b. Mutation ¢.3909C>G (N1303K)

Les résultats dans ORF Finder du variant de 1’exon 24 montrent un changement au niveau de
la séquence nucléotidique d’une Cytosine en Guanine a la position 3909, ce qui se traduit
par un changement d’une Asparagine en Lysine a la position 1303 au niveau de la séquence
protéique.

ORF Finder resufs
Results for 90 residue sequence "Untitled" starting "AAAGTATTTA"

>ORF number 1 in reading frame 1 on the direct strand extends from base 1 to base 90.
MMM MMMmMmmAmA A 3 fARRALACTTA -nﬁhhf--r\puc:“rv.pr

T T AT T T TTTCTGGAACATTTAGARRARAGTTGGATCCCTAT

GATCAAGARATATGGAMAGTTGCAGATGAG .
»Translation of ORF number 1 in reading frame I on the direct strand.

KVPIFSGTFRERLDPYEQWSDQEINKV. aJ.E
%

Figure 54: Traduction de la séquence mutée de I'exon 24. (Personnelle,2019)
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1V.3. Résultats de I’alignement protéique

La séquence protéique soumise est la séquence de la base de données :
» Sont des molécules de type acide amine.
» Leur taille est 30 acides aminés.
» Le programme utilisé est le blast P.

» Le score d’alignement entre 80-200.

BLAST Results

@ Your search parameters were adjusted to search for a short input sequence.

Edit and Resubmit Save Search Strategies > Formatting options > Download Youllfi} How to read this page Blast report description

Blast 2 sequences

Job title: Protein Sequence

RID GB8Y7DYV114 (Expires on 06-17 10:04 am)

Query ID [cl|Query_103743 Subject ID Icl|Query_103745
Description None Description None
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 30 Subject Length 30

Program BLASTP 2.9.0+ P Citation

Other reports: »Search Summary [Multiple alignment] [MSA viewer]

Analyze your query with SmartBLAST

© Graphic Summary

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
W<40 W40-50 W s0-80 W s0-200 HW>=200

Query
| | | | | |
4 6 12 18 24 30

L’homologie de cette séquence avec la séquence model est de 970(%, d’une similarité de
29/30. Cette séquence a un score égal a 101. I’e-valu égale 6e-35. La mutation N1303K
caractérisée par le changement de d’une Asparagine en Lysine a la position 1303. (Voir
figure 56)

unnamed protein product
Sequence ID: Query_186633 Length: 30 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 30 Graphics

Score Expect Identities Positives Gaps
101 bits(231) 6e-35 29/30(97%) 29/30(96%) 0/30(0%)

Query 1  KVFIFSGTFRKNWDPYEQWSDQEIWKVADE 30
JOPYEQWSDQEIWKVADE

Sbjct 1  KVFIFSGTFRKKNDPYEQWSDQEIWKVADE 30

Figure 55: Alignement protéique de I'exon 24 (N1303K). (Personnelle, 2019)

60




Chapitre 111 Résultats et discussion

V.4 Structure 3D de la protéine N1303K

ASNa la position
130

-

&

ASN 1303 A Cavne | Bas: b & LYS12A Catoona Ba ) [+

“

Figure 56: Structure 3D de I'exon 24 et le changement d'une Asparagine en

Lysine. (personnlle,2019)

Selon des études précédentes, 1’analyse de la mutation ¢.3909C>G (N1303K) par différentes
outils bioinformatique montre que la substitution de L’Asparagine en Lysine en position
1303 est intolérante (Intolerated). Ce résultat signifie que cette derniére a un impact entrainant
une perte partielle ou totale de la fonction protéique. Avec un phénotype sévére de la maladie.
(Seddiki ,2015)

61



Chapitre IlI Résultats et discussion

V. Analyse de la mutation ¢.1652G>A (G551D) présente au niveau

de ’exon 12

1D sur NCBI : rs75527207

V.1. Résultats de I’alignement nucléotidiques

La mutation ¢.1652G>A au niveau de la base 1652(2eme base du codant 23) de I’exon 12 est

caractérisée par le changement d’une Guanine en Adénine.

sequence ID: Query 53219 Length: 95 Number of Matches: 4

Range 1: 1 to 95 Graphics ¥ Mext Match
Score Expect Identities Gaps Strand
168 bits(185) de-47 34/35(99%) 0/95(0%) Plus/Plus

Query 1 GACATCTCCAAGTTTGCAGAGAAAGACARTATAGTTCTTOGAGAAGOTGRAATCACACTG 68

o o TSN

Query 61 AGTGGAGGTCAACGAGCAAGAATTTCTTTAGCAAG 95

ict 61 ATGBUMGABGATILTT 55

Figure 57: Substitution d'une Guanine a la position 1625 de I'exon 12. (Personnelle, 2019)

V.2. Les résultats dans ORF Finder de la mutation ¢.1652G>A (G551D)

V.2.a. Séguence sauvage
Les résultats dans ORF Finder montrent la présence d’'une Guanine dans la 2éme base du

codant 23 de I’exon 12 dans la séquence d’ADN. Apres la traduction de cette séquence on

remarque la présence d’une Glycine en position 551 dans la séquence protéique non mutée.
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ORF Finder results

Results for 95 residue sequence "Untitled" starting "GACATCTCCA"

>ORF number 1 in reading frame 1 on the direct strand extends from base 1 to base 93
GRCRTCICCRAGTTTGCAGACARAGACRARTATAGTITCITCCACRACGETCGARTCACACTE
ACTCGAGGTCARCGRGCRAGRATTTCITTAGCE %

>Translation of ORF number 1 in reading frame 1 on the direct st
DISKFAERDNIVLGEGGITLSGGQRARISLA
®

Figure 58: Traduction de la séquence non mutée de I'exon 12. (Personnelle, 2019)

V.2.b. Mutation ¢.1652G>A (G551D)

Les résultats de I’ORF Finder du variant de I’exon 12 montrent un changement au niveau
de la séquence nucléotidique d’une Guanine en Adénine a la position 1652, ce qui se traduit

par un changement d’une Glycine en Acide Aspartique a la position 551 au niveau de la
séquence protéique.

ORF Finder resufts
Results for 95 residue sequence "Untitled" starting "GACATCTCCA"

1am ) 1 3 J 4 £ 1" A J4 + ar J ¥ } 1 l = 017
>ORF number 1 in reading frame 1 on the direct strand extends from base 1 to base 93,
GACATCTCCAAGTTTGCAGACARAGACARTATACTTCTTCEACAACCTCEAATCACACTE
-amANY M~ -y - - *
ACTGGAGATCARCGAGCRAGRATTTCITTAGCR
»Translation of ORF number 1 in reading frame 1 on the direct strand.
DISKFAERDNIVLGEGGITLSGDQRARISLA

®

Figure 59: Traduction de la séquence mutée de I'exon 12. (Personnelle, 2019)
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V.3. Résultats de I’alignement protéique

La sequence protéique soumise et la séquence de la base de données :

» Sont des molécules de type acide amine.
» Leur taille est 31 acides aminés.
» Le programme utilisé est le blast P.

» Le score d’alignement de cette séquence entre 50-80.

BLAST Results
Edit and Resubmit ~ Save Search Strategies ~ > Formatting options > Download You i How to read this page Blast report description
Blast 2 sequences
Joh fitle: Protein Sequence
RID GSJGFSEF114 (Expires on 06-22 11:07 am)
Query ID Icl|Query_1155 Subject ID lcl|Query_1157
Description None Description None
Molecule type amino acid Molecule type amino acid
Query Length 31 Subject Length 31

Program BLASTP 2.9.0+ b (Citation

Other reports: »Search Summary [Multiple alignment] [MSA viewer]

Analyze your query with SmartBLAST
(5Graphic Summary

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences &
Mouse over to see the tille, click to show alignments

Color key for alignment scores
W40 W40-50 Mso-80 Wso-200  W>=200

| | — | |
{ 6 ") 18 2% 30

L’homologie de cette séquence avec la séquence modele est de 97%, d’une similarité¢ de
30/31 Cette séquence a un score égal a 59,7, I’e-valu égale 1 e-20. La mutation G551D
caractérisée par le changement de d’une Glycine en Acide Aspartique a la position 551,
(\Voir figure 61)
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unnamed protein product
sequence I0: Query 1157 Length: 31 Number of Matches; |

Range 1: 1to 31 Graphics

Score Expect Method Identities  Positives Gaps
50,7 bits(143) 1e-20 Compositional matrix adjust,  30/31(97%) 30/31(96%) 0/31(0%)

Query 1  DISKFAEKDNIVLGEGGITLSpGQRARISLA 31
DI5KFAEKDNIVLGEGRITLSE (RARISLA
Sbjct 1 DISKFAEKDNIVLGEGGITLSEOQRARISLA 31

Figure 60 : Alignement local de la séquence protéique G551D. (Personnelle, 2019)

V.4. La structure 3D de la protéine G551D

GLY ala
position 551

ASP 23 A Carioona | B~ | > pod

GLY 134 A Cne Ba » O

Figure 61: Structure 3D de I'exon 12 et le changement d'acide aminé Glycine en Acide

Aspartique. (Personnelle, 2019)

65




Chapitre IlI Résultats et discussion

V.5. Le phénotype associé a la mutation G551D

La substitution de la Glycine en Acide Aspartique montre une perturbation de la régulation
du canal CFTR (Ouchtati A, Dali H ,2018), qui caractérisée par un phénotype sévére de la
maladie (maladie pulmonaire sévére, insuffisance pancréatique, infection par Pseudomonas

Aeruginosa. (Rosa et al, 2018)

Le tableau VIII résume les résultats d’une étude sur les mutations du géne CFTR dans la
population algérienne, seulement Cing mutations ont été identifiées dans la population
algérienne (Seddiki ,2015)

Remplacement | Substitution

mutations E/l1 d’un nucléotide = d'acides aminés La fréquence
(%)

c.1521_1523delCTT Exonll del CTT del phe507/508 21.42
(F508del)

€.680>TG(L227R) Exon6 T—G812 Leu—Arg 227 9.52
c.1624G>T (G542X) | Exon12 | G—T1756 Gly— Stop 542 9.52
€.3909C>G Exon24 C—G4041 Asn—Lys1303 4,76
(N1303K)

¢.1652G>A (G551D) = Exon12 G—A1652 Gly—Asp542 2.38
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Les résultats d’Ensembl

Les résultats de I’Ensembl se présentant comme dans le tableau 1X :

Tableau 1X: Résultats dans Ensembl

Résultat Role Descriptifs
n {0 4 Les régions de
v chromosome.

N Image Le numéro de
iy chromosomique chromosome.
e La région d’intérét

(rectangle en
rouge).
+ Les bandes de
chromosome.
=+ Laséquence
génomique.
: + Larégion
Fegdzmy et II“I\I Il I 1 | II | lI | ‘ (0 (1 Image vue d’lntérét
TR il | d’ensemble | % La position de
=m:w géne.
Brmare .
Locafion:  7:HT4S557B-117T261TT a Gene: ﬂ
- - rrems : La transcription
<IN T TR A de la région
B B B d’intérét :
i SN -les traits
o correspondent aux
e exons.
S Représentation -les lignes
T de région correspondent aux
w, e introns.

ACO00 11 3-8

acemad prdee

Contigs

M 1
Genes
' <OTMBIA0L <AL

it e et el seiios
<ACo0tBL120L
e

feqatoryBld |1 | | [ (N | [ |

|
Wy = Tiok

La séquence de la
région d’intérét.
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Représentation graphique des relations phénotype / gene associées a cette entrée. Les séries

phénotypiques (lorsqu'elles sont disponibles) sont affichées avec les génes pertinents et les

phénotypes suivants a une profondeur de 4 nceuds.

Key:

- Phenotype
- Gene
Phenatypic series (PS)

+ Click circles to show/hide
downstream relationships.

« Click MIM number or P3
number to recenter map.

+ Click phenotype name or gene

64LCFRO

symbol to go to the MIM entry.

167800: {Pancreatits,.. mary) 0 167790 SPINK1 0
277180: Congenital bL.(CFTR) 0 PS2T7180: Vs deferens, cong...
190180: TGFB1
0
210700: Pezudomonss. maxy) 0
146790:FCCRA 0
600760: SCNIN1B
0

11400: {Bronchiectasi..(CFIR)

0

PS201400: Bronchiectasis

608188 (Fihrocaleul..(SPIVKE)
0 300985: Congenita b.(4DGRG)

Q 618243 Inflammatory .. TGFB1)

0 131300: Camurati-Enge..TGFR!)

132700 {Systemic h...maxy)

0

611162 {Malaria, viv..{nezy)

0

264350: Pazudonypoal..mary 0

17720: Liddle synde..(SCVNEB) 0

0

613021: Bronchiectas,.(SCVNI4)

0

0 60640%. TREX!
0 60716 PN
0 123830 CTLA
(0 604330 FCGRB

0 st ClH
0 109270:SLCA1
0 1073 GYac
0160 CRI

0 173510:C0%
0 30390 G6D
0 19160 TNF

0 61793 G\7
Q612 Gipa
0 613665 ACKRI
0 141900 H83

0 606252 TRAP

0 600225 SCNNL4
0 60761: SCNNIG

PS177200: Liddle syndrome

() 60076L: SCNNIG

0 600225 SCNN L4

Figure 62: Représentation graphique linéaire de la relation phénotype genotype de

la mucoviscidose. (Personnelle, 2019)
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613665: ACKR17~= 17923 GYPB
Key: x 606252 TIRAP
B enuype 602441 CISH
= Cene

131300: Carmurati-Enge..(TGFE1)
Phenotypic series (PS)

e 305900: G6PD

» Click circles to show/hide

downstream relationships.

.{x\ﬁar;a, vive.(many)
» Click MIM number or PS T
number to recenter map.

618213 Inflammatory .(TGFBY)
190180: TGFB1

+ Click phenotype name or gene

6
symbol to go to the MIM entry. . . R
300985: Congenital b..(ADGRG2)
° o PS277150: Vas deferens, cong
141900- EEERI6790: FCRYAR0: (Peeudomenas. . (many) P T T TEr
4 7 S N: XL .
277180: Congenital bil.(CFTR)
120620: CR1
602421: CFTR
110750: GYPC )
167800: {Pancreatitis,...(many)
L ]
- 167790 SPINK1
109270: SLCAAL 08133 [Fibrocaleul (SPINKI)
606609: TREX1 .

211400: {Bronchiectasi...(CFTR)

R e i ma °
22/00: {ovst -(many) W R .
B007657 28 Nt svndr. (SCVNVIE)
e Fo PS177200: Liddle syndrome
600716: PTPN22 PS211400¢ Bronchisctasis .
FARAETTA ‘ 264350: Pseudohvperleinan
s R

Szl Broncuectas [HCANIANIG

Figure 63: Représentation graphique circulaire de la relation phénotype génotype de

la mucoviscidose. (personnelle,2019)

On remarque de la représentation graphique les différentes relations phenotypo-géntotypiques
entre la mucoviscidose et 1’expression d’autres maladies associées pour les quelles sont

montrés la nature de la mutation en cause ainsi que leurs identifiants dans la base de données.
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Conclusion

Le géne CFTR est situé sur le bras long du chromosome 7 dans la position
117479963..117668665, qui contient 27 exons .

La déficience du canal CFTR, entraine des perturbations hydro-électrolytiques qui sont a
I’origine de I’hyper viscosité des secrétions muqueuses. La gravité de la maladie dépend de la
ou des mutations du gene CFTR.

A ce jour ,ont été identifié prés de 2000 mutations de géne CFTR, ces mutations sont
regroupees en six classes en fonction de leurs effets sur la fonction de la protéine, soit en
réduisant la quantité de la protéine ou en réduisant la fonction de la protéine .

La fréquence de la maladie, varie selon l'origine géographique des patients. Loin d’étre une
pathologie européenne, la mucoviscidose est présente en Algérie. Seulement cing mutations
ont été identifiées et qui sont les plus fréquentes a savoir :c.1521-1523delCTT(F508del),
€.680T>G(L227R),c.1624G>T(G542X);C.3909C>G(N1303K) et c.1652C>A(G551D).

Cette ¢étude est basée sur la compréhension des mécanismes moléculaires a 1’origine du
défaut du canal CFTR. Les effets déléteres de cing mutations spécifiques a la population
Algérienne  ¢.1521_1523delCTT  (F508del), ¢.680T>G  (L227R), ¢.1624G>T
(G542X),c.3909A >C (N1303K) ,c.1652G>A (G551D),ont été étudiés en utilisant d’une
combinaison de logiciels d’étude in silico et modélisation 3D. La mutation c.680T>G
(L227R) a été predite comme altérant les relations hydrophobes au coeur méme de la protéine
ou avec les lipides de la membrane.

D’autre part, la c.3909A>C (N1303K) a été prédite comme délétere au niveau structure et
fonction du canal CFTR, les changements physicochimiques entre les acides aminés natifs et

mutés perturbent fortement la stabilité de la protéine.
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