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Résumé

Résumé

Le stress oxydatif joue un réle important dans le développement de diabéte typel (DT1) et les
enzymes antioxydants réduisent ce stress oxydatif. Les variations genétiques des geénes
antioxydants pourraient donc étre impliquées dans la pathogénie de DT1. Notre étude in silico
repose sur 1’utilisation des outils bioinformatique pour étudier les interactions entre les génes
antioxydants : superoxyde dismutasel et 2 : ( SODI , SOD2), la glutathion peroxydase (GPx1)
et la catalase (CAT). Aussi de comprendre la relation de ces derniers avec le géne d’insuline
etle DTL.

Les séquences protéiques ont été récupérés et blastés pour rechercher des similitudes de
régions avec d’autres génes,puis alignés entre eux par 1’outil UNIPROT. L’obtention des
arbres phylogénique sa été faite par 1’outil Cluster Omega. Pour la visualisation des
interactions entre nos séquences protéiques, nous avons utilisé les outils STRING,
GeneMania et Bio GRID. La recherche d’association entre le diabéte typel et les variants

polymorphes des enzymes antioxydantes par 1’outil db SNP et UCSC.

Nos résultats confirment 1’association des enzymes antioxydantes dans la physiopathologie du
diabéte typel gréce aux interactions moléculaires des genes antioxydant et la presence de
variants. Ces résultats peuvent nous aider aussi, a comprendre les voies et la prédiction des

fonctions des enzymes antioxydantes et leurs roles dans le DT1.

Les mots clés : Le stress oxydatif , diabéte typel, interaction , genes antioxydants,outil
bioinformatique.



Abstract

Abstract

Oxidative stress plays an important role in the development of type 1 diabetes (DT1) and
antioxidant enzymes reduce this oxidative stress. Genetic variations of antioxidant genes
could therefore be implicated in the pathogenesis of T1D. Our in silico study is based on the
use of bioinformatics tools to study the interactions between antioxidant genes: superoxide
dismutasel and 2: (SOD1, SOD2), glutathione peroxidase (GPx1) and catalase (CAT). Also
to understand the relationship of these with the insulin gene and DT1.

The protein sequences were recovered and blasted to look for similarities of regions with
other genes and then aligned with each other by the UNIPROT tool. Obtaining the phylogenic
trees was made by the Omega Cluster tool. To visualize the interactions between our protein
sequences, we used STRING, GeneMania and Bio GRID tools. The search for association
between diabetes typel and polymorphic variants of antioxidant enzymes by the db SNP tool
and UCSC.

Our results confirm the association of antioxidant enzymes in the pathophysiology of type 1
diabetes thanks to the molecular interactions of the antioxidant genes and the presence of
variants. These results can also help us understand the pathways and the prediction of the
functions of antioxidant enzymes and their roles in DT1

Key words: Oxidative stress, type 1 diabetes, interaction, antioxidant genes, bioinformatics
tool.
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Introduction

Intwaduction

Le stress oxydatif est impliqué dans de nombreuses conditions physiopathologiques. Les
outils pour étudier le stress oxydatif sont maintenant en expansion et résulte de plusieurs
efforts fourni pour I’étude du génome humain. (Forsberg et al, 2001)

En effets, les progrés de la biologie moléculaire et le projet du génome humain « human
genome project » ont élargi nos outils pour étudier les mécanismes patho-génétique des
maladies humaines multifactoriel tel que le diabéte typel.

Le diabéte insulinodépendant ou diabete de type 1 (DT1) est une maladie chronique touchant
I’enfant, le jeune adulte et ’adulte ayant une prédisposition génétique. Il en résulte une
destruction des cellules B des ilots de langerhans aboutissant a une insulte (Kukko et al,
2003). Cet état d’apoptose des cellules béta pancréatiques est une conséquence d’un état
d’hyperglycémie chronique conduisant a un stress oxydant, ¢’est-a-dire un déséquilibre entre
pro-oxydants et antioxydants au profit des premiers. Il en résulte une oxydation accrue des
cibles cellulaires et/ou une baisse des systemes de défense antioxydants (BONNEFONT-
ROUSSELOT et al., 2004). Parmi les especes réactives oxygénés (ROS), on trouve le
peroxyde d’oxygene (H202) qui peut étre converti en oxygéne Oz et en eau H.O par la
catalase. La SOD et le GPx viennent renforcer I’élimination de 1’excés des radicaux libres et
de la défense oxydative (BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2004). En effet, 1’état
d’hyperglycémie est une conséquence d’une cascade d’interaction moléculaire.

En plus de ces interactions, il existe une susceptibilité génétique que ’on classe parmi les
variantes génétiques, principalement sous la forme de polymorphismes & un seul nucléotide
appelé SNPs (single nucléotide polymorphisme) et qui sont pertinents pour 1’étude par une
approche moléculaire et épidémiologique du stress dans plusieurs pathologies et chez
différentes populations.

Notre travail s’intéresse a 1’é¢tude de quelques genes impliqués dans la défense antioxydante
CAT, SOD1, SOD2, GPx1 chez le diabétique de typel et plus particuliérement a 1’étude des
interactions moléculaires de ces genes antioxydant aux geénes de I’insuline (protéine
hypoglycémiante) afin de prédire leurs role et fonctions métabolique et de comprendre la
relation qui peut exister entre ces genes et le diabete typel.

Pour cette étude nous avons utilisé des outils bioinformatiques pour répondre aux questions

suivantes :

]



Introduction

Ya t-il des régions similaires entre les différentes régions codante et non codantes
entre ces genes.si oui quel est leurs role dans la régulation métabolique.

Quel sont les différents variantes polymorphiques (SNPs) qui peuvent changer
I’expression de ces geénes et inhiber la fonction de ces protéines.
Pour pouvoir couvrir tous les aspects de ce théme, la rédaction de notre mémoire a été
structuré en trois chapitres :

v' Le premier chapitre va représenter les généralités décrivant la relation entre
physiopathologie du diabete typel, les génes de la defense oxydative et une
présentation de quelques bases de données utilisée comme outils bioinformatique pour
traiter les données biologiques.

v Le deuxieme chapitre va décrire les outils bioinformatiques utilisé et les différentes
étapes utilisés pour répondre a notre problématique.

v’ Le troisieme chapitre va rapporter les résultats obtenus ainsi qu’une discussion a
lumiere des données bibliographiques.

Enfin, on terminera ce mémoire par une conclusion générale ou nous dégagerons les

principaux résultats avec quelques perspectives.




Chapitre | Généralité

I-Diabete

Le terme de diabéte regroupe plusieurs maladies, ayant en commun 1’hyperglycémie
(Grimaldi, 2012). La nouvelle classification des diabétes proposée par I’OMS en 1997
distingue quatre types de diabete : le diabéte de type 1 (anciennement diabéte insulino-
dépendant), le diabete de type 2 (diabétes non insulino-dépendants), les « autres diabetes

spécifiques » (ou diabétes secondaires) et le diabete gestationnel (Guillausseau, 1997).

I.1- Diabéte de type 1

Le diabete de type 1 est di a une destruction auto-immune des cellules B des ilots
pancréatiques. La réaction auto-immune survient sur un terrain de susceptibilité génétique a
la suite des facteurs declenchants et peut étre dépistée avant I’apparition de
I’hyperglycémie par des dosages sanguins d’auto-anticorps (Grimaldi., 2000; Rodier.,
2001).

1.1.1- Ethiopathologie du diabéte de type 1

Le diabete de type 1 est d0 a une destruction auto-immune des cellules B des
flots pancreatiques. La reaction auto-immune survient sur un terrain de susceptibilité
génétique a la suite des facteurs déclenchants et peut étre dépistée avant [’apparition de
I’hyperglycémie par des dosages sanguins d’auto-anticorps (Grimaldi., 2000; Rodier.,
2001).

1.1.2- Terrain génétique de susceptibilité

Le diabete de type 1 représente une maladie hétérogene, se développe sur un terrain
génétique particulier : il s'agit d'une susceptibilité plurigénique avec au moins 10 genes en
cause. Ce caractere héréditaire se traduit par un risque accru de la maladie chez les apparentés
d’un sujet diabétique de type 1 (Eisenbarth, 1994). Le risque pour une mere diabetique
insulino-dépendante d’avoir un enfant diabétique est environ 2 % alors que le risque est de 4 a
5 % lorsque c’est le pére qui est diabétique insulino-dépendant. Les différents risques sont
résumeés dans le tableau I. (Grimaldi., 2000).

Le principal géene concerné se situe sur le chromosome 6 au niveau des génes du
systtme HLA de classe Il avec un risque relatif de 3 a 5, lorsqu’il existe un antigéne HLA
DR3 ou DR4. Le risque relatif atteint 20 a 40 lorsque les deux antigénes DR3 et DR4 sont
associés, ce qui veut dire que 1’association DR3-DR4 est fréquente dans la population

diabétique alors qu’elle est exceptionnelle dans la population non-diabétique

)



Chapitre | Généralité

I1-Relation diabetes type 1 et stress oxydant :

Le stress oxydatif est défini comme un désequilibre entre les prooxydants et
antioxydants, et entre la production d'espéces réactives d'oxygene et les défenses
antioxydantes ( Betteridge., 2000)

Cependant, certaines preuves suggerent que le stress oxydatif est également impliqué dans
I'origine du diabete de type 1, en particulier par I'apoptose de cellules B pancréatiques, qui se
caractérisent par la faible teneur en enzymes antioxydantes par rapport aux autres tissus
(BONNEFONT-ROUSSELOT et al. , 2004)

11.1-Les antioxydants :

Les défenses antioxydantes éliminent les excés de Peroxydes et radicaux libres d'oxygéne,
avec une diminution du déséquilibre entre la production et le piégeage des radicaux libres
dans le but de réduire le stress oxydatif dans 1’organisme. Plusieurs études suggeérent que en
présence d’un diabete de type 1 il existe une faible efficacité de la défense oxydative, a la fois
enzymatique (superoxyde dismutase, catalase, Glutathion peroxydase) et non enzymatique
(vitamine A, C et E) (figurel). Ce qui suggere que ces enzymes antioxydantes jouent un réle
protecteur contre le stress oxydatif dans le diabéte de type 1 Et leurs génes pourraient

contribuer a la susceptibilité a cette maladie auto-immune (Chistiakov et al., 2004)

( ]z Arginine

OXYgene

2
NO monoxyde

0;
anion superoxyde .
| superoxyde dismutase| CaZFn |"I___‘_—_—_=._ Y d"awole
|supcrox‘ydc dismutase (pp |2 — )
: H->0. ONOOH

peroxyde d’hyvdrogéne l:lel‘l:r‘.\'l'.l:l.itriu.?
|g1ututhir.:n peroxydase |.‘-ie |'_:___‘::— Fe / - =

sélénoprotéing I—‘| Se "

Cu
| catalasc |Fc |::___—_—_—_="' -.avv.
: : ———  H,O o
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Figure | : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs
cofacteurs métalliques (Favier., 2003)
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I11-Génes et biochimie des enzymes antioxydantes
I11.1-Catalase

Le catalase est un antioxydant endogéne impliqué dans les voies de neutralisation des especes
réactive de I’oxygene (ROS) et dans les mécanismes contre le stress oxydatif.

La catalase est une hémoprotéine tétramére qui catalyse la conversion du peroxyde
d’hydrogéne (H202) en H20 et en oxygene (O2), empéchant ainsi les lésions cellulaires par les
ROS.

-Le géne CAT humaine, est codé par le chromosome nucléaire 11p13, composé de 13 exons
et 12 introns.

Des clones de phage recombinant contenant le géne de la catalase humaine ont été isolés et
caractériseés. Le géne a une longueur de 34 kb et est divisé en 13 exons. On a put prédire ainsi
que la région en amont du gene ne contient pas de boite TATA. Cette région est riche en GC
(67%) et contient plusieurs séquences CCAAT et GGGCGG qui peuvent faire partie du
promoteur. La traduction de 'ARNm de la catalase semble commencer immédiatement en

amont du résidu Ala amino-terminal de la catalase (Quan et al., 1968)

Selon la littérature, les enzymes (protéase) peuvent avoir des effets néfastes sur I'expression
ou la fonction de la CAT, ce qui peut entrainer une diminution de I’activité enzymatique de la
CAT activité et une plus grande sensibilité aux ROS. Par consequent, les variations alléliques
dans la CAT peuvent modifier la désintoxication des ROS et augmenter le stress oxydatif,
impliquant des Iésions oxydatives de I'ADN impliquant des Iésions oxydatives de I'ADN et
modulant le risque aux maladies (Goth et al.,2004; Forsberg et al., 2001)

Une série de les polymorphismes a un seul nucleotide (SNP) dans le géne CAT ont ont été
identifiés.Les polymorphismes génetiques situes dans la région du promoteur pourrait influer
sur les taux de transcription, ce qui dans une faible activité CAT. La mutation la plus étudiée
est la rs1001179 SNP, qui est situé dans le 50-UTR, la base 262 paires du site de début de la
transcription du géne CAT (Goth et al., 1997 ; Jiang et al., 2001)

)
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Chromosome 11 - NC_000011.10

[ 34430880 pr [ 34573608 pr
LOC105376622 ELFS LOCIOS3Te623
CIRLPS
CAT —

Figure 2: Localisation du géne de la catalase au niveau du chromosomell.
(URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/847)

Grace a la technologie NGS (Next Generation Sequencing) des RNA-seq ont été isolé a partir
des échantillons de tissus provenant de 95 individus humains représentant 27 tissus différents

afin de déterminer la spécificité tissulaire de tous les genes codant pour la protéine (figure 3)

RPKM

Figure 3: Histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-Seq de la catalase
dans différents tissus.

(URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/847)
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Catalase et diabéte typel

Des travaux ont montré que les concentrations élevées d'H.O> ont a montré que la
peroxydation lipidique entraine sur I'ADN par des produits de peroxydation lipidique, en
particulier dans le cas du diabéte de type 1 (Collins et al., 2001). Parmi les ROS, le peroxyde
d'’hydrogéne contribue dans la signalisation faisant intervenir le récepteur de I'insuline. Ainsi,
le H20., peut jouer un réle clé dans la modulation des voies de transduction du signal régulées
par l'insuline. Par conséquent, I'inactivation du peroxyde d'hydrogéne par la catalase pourrait
représenter une étape cruciale dans I'élimination des ROS du milieu intracellulaire dans les
cellules productrices d'insuline jouant ainsi, un role de protection contre I'apparition précoce
du diabéte de type 1 (Cavarape et al., 2001)

I11.2-La glutathionne peroxydase (GPx1)

Le gene GPX1 cellulaire humain a été localisé au niveau de la région 3p 21.31 du
chromosome 3, GPx1 a une longueur de 1183 bases et contient 3 introns et 2 exons (Chada
et al.,1990)

La protéine codée par ce gene appartient a la famille de la glutathione peroxydase, dont la
fonction est de catalyser la réduction des hydroperoxydes organiques et du peroxyde

d'hydrogene (H202) par le glutathion en protégeant ainsi les cellules contre les dommages

oxydatifs.
Chromosome 3 - NC_000003.12
[ 49268597 b [ 49416476
C$or-#52l LOCL 079380 54 GPYL o TCTA .
HIR4271 RHOA
UzP4

Figure 4: Localisation du gene GPx1 au niveau du chromosome3.

(URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2876)

]
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RPKM

Figure 5: Histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-Seq de la GPx1 dans
différents tissus.
(URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2876)

D'autres études indiquent que H20- est également essentiel pour la transduction du
signal médiée par le facteur de croissance, la fonction mitochondriale et le maintien de
I'équilibre rédox thiol; Par conséquent, en limitant I'accumulation de H20O>, les glutathion

peroxydases sont également impliquées dans la modulation de ces processus.

Plusieurs isozymes de cette famille de genes existent chez les vertébrés, qui varient
selon la localisation cellulaire et spécificité du substrat. Cet isozyme est le plus abondant, est
omniprésent. 1l a été localise dans le cytoplasme, et dont le substrat préféré est le peroxyde
d'hydrogene. Sur son site actif, on retrouve, une sélénoprotéine contenant l'acide rare
sélénocystéine (Sec). Sec est codé par le codon UGA, qui normalement est un signale la fin
de la traduction. Les 3 'UTR des ARNm de la sélénoprotéine contiennent une structure de de
tige en boucle conservee, désignée par un elément de séquence d'insertion Sec (SECIS), qui
est nécessaire pour la reconnaissance d'UGA comme codon Sec, plutét que comme un signal
d'arrét. Ce gene contient une répétition de tri nucléotide GCG dans le cadre dans la région
codante. Egalement, il a été trouvés une répétition des trois alleles 4, 5 ou 6 dans la population
humaine. L'alléle avec 4 répétitions GCG a éte significativement associé au risque de cancer

du sein chez les femmes pré ménopausées. Alternativement, des variantes de transcription
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épissées ont été trouvées pour ce géne. Les pseudogenes de ce locus ont été identifiés sur les

chromosomes X et 21. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2876, 2017)
(Fourni par Ref Seq2017)

Des études ont publié des résultats cohéerents avec I'implication de GPX1 dans le mécanisme

de protection rénale contre le stress oxydatif chez les patients diabétiques de typel.
( Mohammedi et al..2015).
I11. 3- Superoxyde Dismutasel (SOD1)

Le géne SODL1 est un géne de 11 Kb de longueur. Il comprend 5 exons et 4 introns, il a été
localisé dans le chromosome 21 au niveau de la région 21 g22. ( Levanon et al., 1985)

La protéine codee par ce gene lie les ions cuivre et zinc. C’est I'une des deux isozymes
responsables de la destruction des radicaux libres dans le corps. Le premier isosyme est une
protéine cytoplasmique soluble (SOD1), agissant comme un homodimeére pour convertir ROS
en oxygéne moléculaire et en peroxyde d'hydrogéne. L'autre isozyme est une protéine
mitochondriale (SOD2). Les mutations dans ce géne ont été impliquées comme des causes de
plusieurs pathologies dont le diabete. Des variantes de transcription rares ont été signalées
pour ce gene.

Le gene humain SOD1 se trouve sur le chromosome 21g22.11. Il code pour un
monomere polypeptidiqgue SOD1 (153 acides aminés, poids moléculaire 16 kDa). Plus
précisément, ce gene est situé a partir de la paire de bases 33,031,935 a la paire de bases

33,041,241 avec une taille génomique de 9307 pb, selon UCSC Genome Browser

Nombreux polymorphismes ont été identifiés dans le géne SOD1, principalement distribué

dans les différentes régions chromosomiques, y compris le promoteur

Chromosome 21 - NC_000021.9

[ 51627057 p [ 51541055 p
FEXM11P1 3001 mlp HHGHLP2 TPT1P1
LOC102724449

SCAF4

Figure 6: Localisation du gene SOD1 au niveau du chromosome 21.
(URL : https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/6647)
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Le niveau d’expression des RNA-Seq de la SOD1 dans différents tissus a montré que la

SODL1 a un niveau élevé au niveau du foie et du rein (figure 7).

RPKM

Figure 7: Histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-Seq de la SOD1 dans
différents tissus.
(URL: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/6647 )

D’autres travaux ont montrés 1’implication du stress oxydatif dans la pathophysiologie de la
néphropathie diabétiqgue montrant ainsi le rdle majeur des enzymes antioxydantes comme
mécanisme de protection rénale. Ces mémes travaux ont montré une association des variations
allélique de la SOD1 aux complications rénale chez les diabétiques de typel

(Mohamedi et al , 2011)

111.4-Superoxyde dismutase mitochondrial (SOD2)

Le gene de SOD2 humain est un géne de 15 Kb de longueur et formé de 5 exons et 4
introns localisé a la région 6925 du chromosome 6. Ce gene fait partie de la famille des
superoxyde dismutase fer / manganese.

Il code pour une protéine mitochondriale qui forme un homotetramer et lie un ion
manganése par des sous-unités. Cette protéine se lie aux sous-produits superoxyde de la
phosphorylation oxydante et les convertit en peroxyde d’hydrogene et en oxygene diatomique.

Les mutations de ce géne ont été associées a la cardiomyopathie idiopathique (IDC),
au vieillissement prématuré, a la maladie des neurones moteurs sporadiques et au cancer.
L'épissage alternatif de ce gene aboutit a de multiples variantes de transcription
(fourni par Ref Seq ,Avril2016)
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Chromosome 6 - NC_000006.12

[159526014 p [ 158759703 b
RPLE1PED LOC105375085 3002 o
HNRNPH1P1 20D2-0T1
RNU4ATACLSP ACATZ
WTAP TCR
SNORAZD
SNORAZS

Figure 8: Localisation du gene SOD2 au niveau du chromosome 6.

URL (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6648)

RPKM

Figure9 : Histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-Seq de la SOD2 dans
différents tissus

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6648)
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I11.5- Géne de I’insuline
L’insuline est une hormone polypeptidique produite par le pancréas, qui permet au

glucose de pénétrer dans les cellules de 1’organisme ou il est transformé en énergie. Elle
contribue a maintenir constant le taux de la glycémie, cette action est largement utilisée en
thérapeutique dans le traitement du diabéte.
La molécule d’insuline est un polypeptide d’un poids moléculaire de 6 KDA. C’est un
hétérodimére constitué de deux chaines polypeptidiques, la chaine o a 21 acides aminés et la
chaine B a 30 acides aminés, reliées entre elles par deux ponts disulfures
(Idelman et Verdetti., 2000).

L'insuline est codée par le gene de I'insuline situé sur le chromosome 11p15.5 (Ohneda et
al, 2000). Il se trouve a proximité du géne de I’insulin-like growth factor 2 (IGF-2).

L'expression de l'insuline est limitée a la cellule B et la transcription de l'insuline est
contr6lée par le promoteur de l'insuline, et en particulier une région de 340 pb fortement
conserveée située immediatement en amont du site de départ de I'initiation de la transcription
(Poitout et al.,2006).

Ce géne contrdle la synthése d’un précurseur de haut poids moléculaire, la pré-pro-
insuline. 1l est long de 1355 paires de bases et sa région codante comporte trois exons séparés
de deux introns qui comportent respectivement 179 et 786 paires de bases. Le premier exon,
long de 42 paires de bases, contrle la synthése du peptide signal. Le deuxiéme exon (187
paires de bases) code pour la chaine B de I’insuline et une partie du peptide connecteur, le
troisieme exon dont la taille est de 220 paires de bases, code pour la chaine B et le reste du
peptide connecteur.

5’UTR et 3° UTR sont des séquences non traduites. L’extrémité 5’ est flanquée d’une
région a tres haut degré de variabilité dont les trois alléles (1,1l et 1) peuvent étre distinguée
enfoncions de leur taille (fig 10)
L'organisation de la partie proximale (-340 pb a +1 pb) du promoteur d'insuline comprenant

des éléments critiques d'activation de la transcription.

=
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Pré-pro-insuline

Figure 10 : structure du géne de I’insuline (Steiner et al . ,1985)
1: Transcription/épissage ; 2 : traduction ; 3 :ARNmMm (acide ribonucléique messager)

L'insuline est produite dans les cellules B qui constituent 75% des ilots de Langerhans du
pancréas. La biosynthése de l'insuline s'amorce dans le noyau des cellules B, a partir de
I’information contenue dans le code génétique, située sur le chromosome 11 chez I’homme
(Langlois, 2008). La transcription du gene aboutit & un ARN messager qui est traduit en pré
pro insuline, une protéine de 11,5 KDA, le pré pro insuline en cours d’élongation est
rapidement déversée dans le réticulum endoplasmique ou les enzymes protéolytiques clivent
la séquence finale, formant ainsi la pro-insuline qui est un peptide de 9 KDA contenant les
chaines a et B de I’insuline connectées entre elles par le peptide C. Cette étape dure entre 10 et
20 minutes. Apres son passage au réticulum endoplasmique, la pro-insuline est transportée
dans des microvésicules intermédiaires vers I’appareil de Golgi (Baalbaki, 2012). C’est dans
cet organite que la proinsuline est clivée pour donner le peptide-C (31 acides aminés ayant un
poids moléculaire de 3 KDA) et un peptide bicaténaire ; 1’insuline d’une taille finale de 51
acides aminés et de poids moléculaire de 6KDA. Ces deux peptides sont stockés dans des

granules jusqu’a sécrétion ( Auberval , 2010).
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Le niveau d’expression des RNA-Seq de I’insuline (INS) dans différents tissus est plus élevé
au niveau du pancréas (Figure 11)

RPKM

Figure 11: Histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-Seq du INS dans
différents tissus

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3630)

IV- Facteurs de transcription

IV.1-Facteurs de transcription de la SOD1

Le promoteur proximal du géne SOD1 humain, impliqué dans la transcription basale, a été
bien étudié, et il contient non seulement la boite TATA, mais aussi une boite CCAAT et une
région riche en GC, reconnues par les protéines de liaison CCAAT / enhancer (C / EBP) et la
protéine de spécificité 1 (Spl), respectivement . D'autres sites de liaison pour les facteurs de
transcription Egrl, AP1, AHR, Nrf2, NF-kB et TR ont également été identifiés et verifiés par
des études fonctionnelles (Figurel2) . Ces facteurs de transcription sont impliqués dans la
régulation de I'expression génique inducible de SOD1 dans des conditions extra-

intracellulaires spécifiques. (Yoo et al.,1999) .

=
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Figurel2 : Organisation génomique du géne humain SOD1 (Yoo et al.,1999)

IV.2-Facteurs de transcription de I’insuline

Les facteurs de transcription qui reconnaissent des petites séquences d'’ADN localisées
en amont du site de démarrage de la transcription (comme le facteur SP-1 qui reconnait les
boites GC), sont ubiquitaires. Ils augmentent l'efficacité de la transcription des génes
contenant les GC dans leurs promoteurs.

» PDX-1: Le facteur de transcription de Il'insuline le plus important est le facteur de
transcription de I'homéodomaine pathétique pancréatique / duodénale homebox-1
(PDX-1). Dans ITlot adulte, PDX-1 est seulement exprimé dans les cellules P
pancréatiques et joue un réle important dans la transcription du gene de l'insuline
stimulée par le glucose. Le PDX-1 est également essentiel pour la maintenance du
phénotype des cellules B et du développement du pancréas.( Ohneda et al.,2000)

Le PDX-1 se lie a la boite A3 du promoteur d'insuline. Le PDX-1 a peu d'activité, mais il

devient un facteur puissant lorsqu'il interagit avec I'hétérodimére des protéines basiques de

hélice-boucle-hélice (bHLH) qui se lient a la boite E1. Ces hétérodimeres de BHLH sont
constitués d'une protéine BHLH de Classe A qui est exprimée de maniére omniprésente

dans de nombreux tissus différents et une protéine BHLH de Classe B exceptionnellement

exprimée dans les cellules f.

&
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» MafA: Un autre facteur important de transcription de l'insuline est le MafA qui
appartient a la famille de facteurs de transcription Maf. Cette famille de facteurs de
transcription contient un motif basique suivi d'une fermeture a glissiére de leucine. En
outre, MafA contient également un domaine acide qui agit comme un domaine
d'initiation de la transcription (Zhang et al ., 2005). MafA se lie au site C1 du
promoteur d'insuline. MafA est un activateur transcriptionnel spécifique de la cellule
et du pancréas régulés par le glucose pour le gene de I'insuline (Kataoka et al., 2004)
qui  produit une activation synergique avec PDX-1 ou BETAZ2.
En plus de PDX1, E47 / BETA2 / NeuroD et MafA, d'autres facteurs influencent la
transcription de I'insuline. Les histones et les protéines lies a I'ADN du groupe de
haute mobilité (HMG) augmentent la liaison des hétérodimeres PDX-1 et bHLH aux
sites A et E. Une protéine HMG importante est HMG 1 (YY) qui se lie au site A3/ A4

du promoteur de I'insuline (Ohneda et al.,2000)

D'autres protéines qui contribuent & la transcription de I'insuline comprennent des membres
des facteurs nucléaires hépatiques et des familles PAX .

Le promoteur de l'insuline est responsable de la régulation métabolique spécifique des
tissus du gene de l'insuline. Les éléments d'activation de la transcription les plus critiques du

promoteur d'insuline sont les sites A3, C1 et E1 (fig13).

Figurel3: La région promoteur du géne de I'insuline (German et al.,1995)
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IV.3-Le facteur de la transcription NF-kB :

Le terme NF-kB désigne une famille de cinq facteurs de transcription structurellement liés
(p50, p52, RelA / p65, c-Rel et RelB), tous contenant le domaine d’homologie Rel (RHD)
dans I'extrémité N-terminale et agissant comme homodimeres et des complexes hétérodimeres
de liaison a I'ADN . Leur fonctionnalité et leur localisation nucléaire sont contrélés par une
famille de protéines inhibitres, appelées lkappaBs (IkB). Dans les cellules non stimulées, les
diméres NF-xB sont liés aux protéines IkB inhibitrices et sont ainsi sequestrés dans le
cytoplasme en tant que complexes inactifs. Plusieurs études ont montré que l'activité NF-kB
est induite dans la plupart des types de cellules en réponse a une grande variété de stimuli,
allant des cytokines, des rayonnements et du stress oxydatif (comme I'exposition au H20>),
avec des réles majeurs dans la coordination de I'immunité innée et adaptative, l'activation et la
prolifération des cellules, la survie, le développement et I'apoptose .

Le NF-xB a été 1'un des premiers facteurs de transcription démontrés comme régulation
redox. En effet, Rojo et ses collegues ont montré que le traitement cellulaire avec H202
déclenche les cascades PI3K / Akt, qui participe a l'activation NF-kB et a L'induction
transcriptionnelle de la SOD1 subséquente. En effet, les auteurs ont identifié un site de liaison
p65-NF-kB dans le promoteur SOD1 humain (GGTAAGTCCC), et ils ont démontré que le
NF-xB activé par Akt présente une liaison accrue a cette séquence, en médian la régulation

positive de I'expression de SOD1 ( O'Dea et Hoffmann., 2000) .

V- Polymorphisme

Le génome humain contient environ 25 000 genes codant pour des protéines soit environ
moin du (1 ,5%)du génome. Le projet de séquencage humain, le séquencage individuel de
génomes humains, et I’étude des maladies génétiques ont démontré la présence de
nombreuses variations du génome d’un individu a I’autre. Ces variations ne sont pas appelées
mutations mais polymorphismes car elles ne provoquent pas de maladie a priori.

Un polymorphisme peut se localiser n’importe ou sur le génome que ce soit dans un géne ou
non avec une fréquence variable dans les populations (différences ethniques et
géographiques).

Un polymorphisme existe si la fréquence de celui-ci est supérieure ou égale & 1 %. Si la
fréquence de cette variation est inférieure & 1 %, on parle de variant.

Le polymorphisme est dit bi-allélique si une base (A, C, G ou T) peut étre remplacée par une

autre base sur un gene.
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Les anglosaxons definissent le polymorphisme bi-allélique par le terme single nucleotide
polymorphism (SNP), terme souvent repris en francais. Les SNPs sont distribués partout dans
le génome humain et sont souvent utilisés dans les études d’association de maladies avec des
génes (notamment pour les maladies multifactorielles). On estime que le génome de chaque
individu contient environ dix millions de SNPs. L’association de SNPs dans une région du
génome située sur un méme chromosome s’appelle un haplotype. Certains SNPs proches
physiquement sur le génome ont tendance a étre transmis en bloc (ensemble). On dit qu’ils
sont en désequilibre de liaison (qui peut étre partiel ou total)

Les polymorphismes de répétition sont des de séquences répétées en tandem de nombreuses
fois, a partir de motifs de longueur variable (de quelques, a plusieurs centaines de paires de
bases définissant en fonction de la taille les Microsatellites, Minisatellites, Satellites, et
Mégasatellites).

Connaitre les seuls SNPs ne permet d’identifier que quelques fréquences du génome. La
connaissance des haplotypes permet une économie considérable, il suffit d’un SNP pour

identifier tout un groupe de SNPs et de genes (Amorilic et al., 2008)

» Les CNVs (Copy Number Variations): Il s’agit de variation du nombre
d’exemplaires contigus de grands segments génomiques (perte ou gain de fragments
de quelques kb a plusieurs Mb). A ce jour, des CNVs ont été identifiés dans environ
15% du génome humain. Les CNVs sont référencés dans la base de données Database
for Genomic Variants : (http://projects.tcag.ca/variation/) ; avec plus de 65000 CNVs
différents rapportés a ce jour).

Bases moléculaires des mutations et bases moléculaires du mode de transmission des

maladies génétiques sont representés dans la (fig 14)

&



Chapitre I Généralité
- 3,2 millards de pb dans tout e génome >
15 milions de Single Nudieotide
Polymorphism, SNP

{ex. : rs2200733, rs19033464.__ ), mapisknown

[Brin ADN codani]  [Brn d'ADN non codant]

-

SNP

L'alléle le plus fraquent :

G &t son complément C

Vanant { 5% de la population) . e A g T

G devient A S e LPs

C devient T

Figure 14 : SNPs et Haplotypes ( Noll et al., 2003)




Chapitre II Matériel et Méthodes

Le présent travail a été réalisé au departement de physiologie et biologie cellulaire(BPC) de la
faculté¢ des sciences de la nature et de la vie (SNV) de 'universit¢ SAAD DAHLAB de
BLIDA, pendant une période de 6 mois: du mois de Mai 2017 au mois de Octobre 2017
N’ayant pas de plateforme de séquencage a haut débit en Algérie, nous somme focaliser dans
notre travail a une étude in silico en utilisant les donnees des bases de données international et
stockées et publiées dans plusieurs bases de données.

Rappelons que 1’objectif de notre travail s’intéresse a I’étude de quelques génes impliqués
dans la défense antioxydante CAT, SOD1, SOD2, GPx1 chez le diabétique de typel et plus
particuliérement a 1’étude des interactions moléculaires de ces génes antioxydant aux genes de
I’insuline (protéine hypoglycémiante) afin de prédire leurs role et fonctions métabolique et de

comprendre la relation qui peut exister entre ces génes et le diabéte typel

I1.1. Matériel
11.1.1. Matériel non biologique
Rappelons que notre étude est une étude in Silico, qui anécessité 1’utilisation du matériel

informatique (ordinateur portable) et d’une connexion internet a haut débit.

11.1.1.1.0utils bio-informatiques

Les progres de la biologie moléculaire et du grand projet du génome humain ont élargi nos
outils pour étudier les mécanismes pathogéniques des maladies humaines et la prédiction de
certaines fonctions biologiques. Ainsi, nous avons utilisé des outils bio-informatiques
(description en annexes) pour le traitement de nos échantillons moléculaire et qui sont des
bases de données a acces libre (Open Source) nécessitant des interface web, des logiciels, des

softwares et des algorithmes et qui sont répertorié dans le tableau I.

-
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Tableau I: Description des outils bioinformatiques

Base de données

Commentaires

URL

NCBI

C’est une base de données
qui integre des informations
specifiques aux genes a partir
de sources de données

multiples.

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

BLAST

Le logiciel blast permet de
comparer une  séquence,
nucléique ou protéique, dite
requéte, a une banque de
séquences, nucléiques ou
protéiques. | existe
essentiellement cing types de

comparaison possibles :

Blast n,Blast p, blast x
tblast n, tbalstx

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

UNIPROT

UniProt est une base de
données de séquences de
protéines, C'est une base de
données ouverte, stable et

accessible en ligne

http://www.uniprot.org/



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://fr.wikipedia.org/wiki/Base_de_donn%C3%A9es
https://fr.wikipedia.org/wiki/Base_de_donn%C3%A9es
https://fr.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9quence_biologique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
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11.1.2. Matériel biologique

Pour répondre a la problématique de notre étude in Silico, nous avons utilisé des échantillons
stockés dans des bases de données a accés libre (Open Source) comme NCBI .Ces
échantillons ont été obtenus apres une étude moléculaire qui avait nécessité une
expérimentation a partir desquelles des molécules biologiques ont été obtenus puis traités par
des plateformes a 1’échelle internationale utilisant la technologie de séquencage a haut débit
comme les NGS (Next Generation Sequencing). En effet, cette derniere, nous permet
d’obtenir des séquences d’ADN ou de transcriptome et ceci pour répondre a plusieurs
problématiques ou thématiquesdans le souci de comprendre les mécanismes d’interactions
moléculaires, les voies cellulaires et biologiques associées a des pathologies qui dans notre
cas est le diabéte typel, ou aux diversités des especes vivantes ou a des phénomenes
biologiques. (fig 15, annexe)

Aprés une sélection des molécules biologiques que nous avons utilisé pour répondre a notre

Problématique, nous avons retenu les molécules qui sont répertoriés dans le tableau suivant :

Tableau I1: Description des molécules biologiques

Nature des | Numéro ID : Nature de Nature Format
séquences d’accession | identifiant expérience du

fichier
ADN NC_000011 | ID: 847 Polymorphisme | SNP Fasta
Catalase
ADN NC_000021 | ID:6647 Polymorphisme | SNP Fasta
SOD1
ADN NC_000006 | ID: 6648 Polymorphisme | SNP Fasta
SOD2
ADN NC_000003 | ID:2876 Polymorphisme | SNP Fasta
GPx1

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

N


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000011
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000021
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=6647
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000006
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000003
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=2876
https://www.ncbi.nlm.nih.go/
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11.2. Méthode d’étude

L’organigramme de notre étude (figurel16)

- analyse de données - Similitu

- Prédiction de structure - Groupe d’expression

Figurel6: protocole de notre étude.

5
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11.2.1.Récolte des données moléculaires

- Séquences nucléiques, protéiques des gene antioxydants CAT ,SOD1,SOD2, GPx1 dans la
bangue de donnée NCBI (voir annexe).

11.2.2. Traitement des données moléculaires

Pour I’étude d’interaction entre les protéines a été réalisé par 1’outil suivant :

11.2.3 :Les ORFs des nos séquences antioxydants
» Protocole
-Ouvrir le site SMS ( Séquence Manipulation Suite) version 2

http://www.bioinformatics.org/sms2/index.html

- ensuite allez vers Analysis et choisir ORF Finder, puis sur sur Clear
- Puis on copie la séquence d’ADN sous sa forme fasta et on la colle dans 1’espace réservé
aux sequences
- Puis on va choisir dans 1’ORFs canbeginwith : any codon
- puis 1’onglet Searche for ORFs in reading frame puis choisir 1,2 and 3
- Et ensuite choisir en premier 1’onglet direct puis reverse
- puis choisir “ Only return ORFs that are at least” puis choisir le nombre 30 codons longs .
- et choisir le code génétique standard (1)
- Et puis on clique sur Submit
- Les résultats d’ORF vont apparaitre puis on refait le travail dans 1’autre sens
- On va choisir ensuite la séquence protéique la plus longue
I1.2.4.0util Blast :
» Protocole :
- Sur le site BLAST https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi

- Cliqué sur nucléotides blast

- Copier la séquence sous sa forme fasta

- Coller la séquence dans I’espace de blastx

- Et cliqué sur BLAST en bas a gauche de la page

- Attendre quelque secondes

- Il va apparaitre un tableau avec les sequences les plus proches a la ndtre par classement décroissant
classé selon le pourcentage de ressemblance et I’E-value

- Tout a fait a droite il y’a une colonne d’accession qui contient des détails sur la séquence la plus

proche de la notre.

<


http://www.bioinformatics.org/sms2/index.html
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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11.2.5: ’alignement et 1a comparaison des séquences nucléotidique et peptidique
Apres la récupération des différents détails de notre géne on passe a I’étape d’alignement et a

la comparaison de notre gene. Ainsi pour effectuer cette étape on utiliser les outils suivants:

11.2.5. 1L.UNIPROT

> Le protocole :
Pour comparer les séquences peptidiques de nos génes enzymes antioxydantes avec I’insuline
-On cherche nosenzymes par le nom dans ce programme eton va les les mettre dans le champ
baskets et cela pour les aligner
On clique sur le champ baskets et on coche les genes que nous voulons aligner

-Puis cliquer sur le botton aligne et on aura I’alignement et la proposition de 1’arbre

phellogéne.
Tableau 111 : Les identifications des enzymes par UNIPROT
P04040 CATA_HUMAN | Catalase CAT
P07203 GPX1 HUMAN | Glutathionne GPX1
peroxydase 1
P01308 INS_ HUMAN Insuline INS
P04179 SODM_HUMAN | Superoxide
dismutase [Mn], | SOD2
mitochon
P00441 SODC_HUMAN | Superoxide
dismutase[Cu- SOD1
Zn]

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



http://www.uniprot.org/uniprot/P04040
http://www.uniprot.org/uniprot/P07203
http://www.uniprot.org/uniprot/P01308
http://www.uniprot.org/uniprot/P04179
http://www.uniprot.org/uniprot/P00441
https://www.ncbi.nlm.nih.go/
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11.2.6.Etude des Interactions entre les génes des enzymes antioxydants
11.2.6. 1. Outil STRING

» Principe : vise a simplifier I'acces a des informations en fournissant une collection

complete, mais controlée par la qualité, d'associations protéines-protéines pour un

grand nombre d'organismes

» Meéthode

e Rendez-vous au programme string genome annotationhttp://string.embl.de/.

e Clique sur le bottons multiple protéine

e Insérer les symboles de notre géne SOD1, SOD2,CAT,GPx1.

e Choisir le dans le champ des organismes (homo sapiens)

e Cliquer sur rechercher .

e Il va apparaitre un schéma qui explique les interactions entre les enzymes
antioxydants

e Tout a fait on bas il y’a une colonne accession qui contient des détails sur les

interactions

11.2.6. 2 .Outil Gene MANIA

» Principe : On utilise ce programme pour la recherche des différentes interaction

entre nos genes , les interactions physique, co expression , co localisation ....

» Meéthode :

Rendez-vous au programme GeneMANIA (http://www.genemania.org)

Insérer les symbole de nos genes SOD1,SOD2, GPX1 ,CAT dans le champ de
recherche

Puis choisir dans le champ les parameétres des interactions que nous voulons pour notre
travail

Puis on lance la recherche. On trouve alors les différentes interactions entre nos genes

et avec d’autres génes

-


http://string.embl.de/
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11.2.7.La recherche des variantes de ces génes antioxydants
Dans cet etape on va explorer les différents polymorphisme des génes antioxydants et les
identifier au niveau des: exons, le promoteurs ,3’UTR,5’UTR , position , sur le geéne.
Identifier les variations des fréquences alléliques et génotypiques, ’alléle ancestrale ,les
fréquence génotypique et phénotypique ,qui peuvent avoir une relation avec le diabéte type 1
et on va les organiser sous forme de, tableaux .
- Pour cette étape on utilise La base de données des données polymorphique nucléotidique
(dbSNP)

» Principle : le programme Ensembl est utiliser pour la recherche des variantes,

également les références snip ou « rs » pour chaque variant SNP.
» Méthode :

e Rendez-vous a la page http://www.ensembl.org puis choisir 1’espéce

humaine dans le champ des espéeces
e Puison insére le symbole du gene et on lance la recherche

e Ensuite on clique sur le champ gene pour préciser le gene.

<



http://www.ensembl.org/
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I11.1 .Les résultats

Les résultats concernant I’analyse des interactions les séquences protéiques du stress CAT,

SOD1, SOD2, GPx1 et insuline par les outils bioinformatique se présentent comme suit :
I11.1. 1. Etudes des similitudes par ’outil Blast

L’annotation génomique par 1’outil blast pour les 5 séquences : INS, CAT- GPx1, SOD1,
SOD2 débutant par la récolte de la séquence FASTA, puis Blast X , nous a donné un champ

vaste des résultats bruts. Les résultats sont répertoriés dans le tableau 1V.

Tableau VI : Résultats du blast X de la glutathion peroxydase

Nom de la sequence | Identification | E- Score | Numéro Longueur | Matches
value | totale | d’accession
glutathioneperoxidase | 100% 3e-79 | 249 NP_001316384.1 | 157 1
1 isoform 5 [Homo
sapiens]
glutathioneperoxidase | 100% 1e-78 | 378 NP_000572.2 203 2
1 isoform 1 [Homo
sapiens]
100% le-78 | 377 | CAB37833.1 201 2

glutathioneperoxidase
[Homo sapiens]

GPX1 protein [Homo | 99% 3e-76 | 299 | AAH70258.1 145 2
sapiens]
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Figure 18: les résultats d’alignement pour la séquence nucléotidique du glutathion
peroxydase

&


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1043572717
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1043572717
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1043572717
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/1043572717?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=X7HR73T3014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_41406084
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_41406084
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_41406084
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/41406084?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=X7HR73T3014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_577777
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_577777
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4467837?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=X7HR73T3014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_47124246
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_47124246
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/47124246?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=27&RID=X7HR73T3014
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Tableau V : Résultats du blast X de I’insuline

Nom de la sequence Identific | E-value | Score | Numéro Longueur | Matches
ation totale | d’accession

Insulin [Homo sapiens] 98% 3e-21 182 AEG19452.1 | 107 2

Insulin [Homo sapiens] 88% 2e-21 177 AAA59179.1 | 94 2

Insulin preproprotein 98% 2e-21 182 NP_000198.1 | 110 2

[Homo sapiens]
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Figurel9 : les résultats d’alignement pour la séquence nucléotidique de I’insuline



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_333826819
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/333826819?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=18&RID=X7MV0F6W014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_307072
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/307072?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=X7MV0F6W014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4557671
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4557671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4557671?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=X7MV0F6W014
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Tableau VI: Résultats du blast X de la catalase

Résultats et discussion

Nom de sequence | Identifiant E- Scor Numéro longueur | Matches
valu | totale d’cession
catalase [Homo 100% 3e-32 1993 AAB59522.1 451 11
sapiens]
catalase [Homo 100% 1e-29 [993 AAB59522.1 451 11
sapiens]
catalase [Homo 100% 3e-29 |1169 NP_001743.1 527 13
sapiens]
catalase [Homo 100% 9e-32 |1169 NP_001743.1 527 13
sapiens]
Distribution of the top 200 Blast Hits on 100 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments
Color key for alignment scores
M =40 B 40-50 M =0-20 B =0-200 M ==>00
I:L 65:3-0 13:300 o 19!500 26:300 32!500

Figure20: les résultats d’alignement pour la séquence nucléotidique de Catalase



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_179950
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_179950
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/179950?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=18&RID=X831HDKG014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_179950
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_179950
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/179950?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=50&RID=X7WN1FXD01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4557014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4557014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4557014?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=58&RID=X7WN1FXD01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4557014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_4557014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4557014?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=23&RID=X831HDKG014
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111.1.2. Alignement des séquences par UNIPROT

Les séquences peptidiques des enzymes antioxydants ont été obtenue suite a 1’alignement de
séquences. Grace aux outils d’alignement se trouvant dans I’interface UNIPROT nous avons

obtenu les résultats représentés par la Figure 18.
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Figure 21 : Alignement des quatre sequences peptidiques (SOD1,SOD2,CAT, GPX1)

Nous constatons que I’alignements représente un faible pourcentage de similarité, avec 3

positions identique et 12 position similaires entre elles

P2@441 S0DC_HUMAN 1 BATEAVE VL EG-DERVOEIINF EQKESNGPVEVIWGSIKGLTEGLHGFHVHEFGENTAGCT 59

P&4179 S0DM_HUMAN 1 MLSRAVEGTSRQLAPALGY LGSROKEHSL ----------------—---—--- -~ PELPYDYG 36

# . e EEE Ed * . =% K #*
F@a441 50DC_HUMAN [15] SAGRHFNPLSREKHGGPEDEEREMGDEGN - - - - - - - VTADKBGVADVSTEDSVISLSEDHC 112
P24179 S0DM_HUMAN 37 ALEPHINAQIMOLHHSKEHHAAYNMMNNENVTEEKYQEALAKGEVTAQIALQPA- LKFNEGGH 95
N . - * . - & = #* Foaowoaaw - . . =

P22441 SODC_HUMAN 113 BIGRTLVVH--------------- EKADBLGKGGNE -E- --STKTEBNAGS - - - --- - RL- 145

P&4179 S0DM_HUMAN 96 ENHSIFWTNLSPNGGGEPKGEL LEATKREBFGES FOKFKEKLTAASVEVOBSGWGWLGFIKE 155

PO@441 SODC_HUMAN 146  ------- Bg------------- GMIBEAQ------- === == mm e 154

FP@4179 S0DM_HUMAN 156 RGHLQIABCPNODPLOGTTGLIPLLGIDVIWEHAY Y LOYKNVRPDY LKATWNYINWENVTE 215

EES e EE
F2a441 S0DC_HUMAN 155  ------- 154
P24179 SODM_HUMAN 218 RYMACKEK 222

Figure 22 : Alignement des séquences peptidiques de la SOD1 et SOD2 par UNIPROT
(http://www.uniprot.org/)

Les résultats de cet I’alignement montrent un pourcentage de similarité de 12.551% avec 47

positions similaires et 31 positions identiques entre les deux enzyme SOD1 et SOD?2.



http://www.uniprot.org/
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F04040 CATA HUMAN 1 MADSRDPASDOMOHWKEQREAOKATNVLTTGAGNEVCDELNNITVGERGPLEVOD-MVET - S8
POT7203 GPX1 HUMAN 1 MCRARLAE--————-———- BAAAHQST 'Yz-.FS--PZ.'.-CEPV5 GELRGXVLLIENNZSLU 45
BoouEo® BEOORLDL LD OLLLTLLL ® P -

P04040 CATA HUMAN a8 —DEI-IFEFDRES.IFEE‘\-"'.-'H.FL’{EAE}.FQYFE\-‘"I'HDI EYSKARVFEHIGERTPIAVRFSTVA 117

BOT203 GPX1_HUMAN 50 GITVRDYTQMNELORRLGPRGLVVLGFFC-——-- ;‘,F"-'QE———— I-l IEEI ———————— 52
) . L] " L LR nEa

F04040 CATA HUMAN 118 GESGSADTMRDPRGEAVEEYTED-GNWDLVENNTPIFEIRDPILFESFIH----- SQERN 171

POT7203 GPX1 HUMAN 93  --LNSLEYWRPGGEEEPNEMLFERCEVNGLEAHPLFAFLREAL PA.E'SDDILTR_HT PI_ 150
. - . - - H = H H H . - H H x’ x’

P04040 CATA HUMAN 172 PQTHLEDPDMVWDEWSLRPESLHQVSERFSDREIEDGHRAMNGEGSHTFRLVNANGERVY 231

BOT7203 GPX1 HUMAN 151 TWSPVCRNDVAWNEEX-----—-——- FEVGPDEVELRE--—-- §sR-R-——--——————- 182
H . #: # * . L . x’: * H * .

F04040 CATR HUMAN 232 CEFHYETDQGIKNLSVEDAARLSQEDFDYGIRDLFNAIATGKYPSWIFYIQVMTFNQAET 281

PO7203 GPX1 HUMAN 183 - -—=- -—=- - -—=- -—=- - - 182

P04040 CATA HUMAN 2392  FPFNPFDLTEVWPHEDYPLIPVGELVLNRNPVNYFAEVEQIAEDPSNMPRCIEASPDEML 351

BOT203 GPX1 HUMAN 183 -- -—=- -——- --= -—=- E;‘TIDIEP“ ————————— 191

L] ®
P04040 CATA HUMAN 352 QGRLFAYPDTHRHRLGENYLATPVNCPYRARVANYQRDGEMEMODNQGGAPNYYPNSFGA 411
POT203 GPX1_HUMAN 132 -- -——- ——— o IER::S;,.,GPSCA ————————————————— 203
HEE

F04040 CATA HUMAN 412 PEQQPSE EHSIQYSGEVRRFNTANDDNVIQVRAFYVNVLNEEQRERLCENIAGHL {DRQ 471

F07203 GPX1 HUMAN 204 -——- -——- -—= -——- -——- -—= 203

P04040 CATA HUMAN 472 IFIQ{{IL\‘]CIFTE‘. -lPDYCS-IIQRZZDKY‘JE.E@CIAI-ITF'\ Q5GSHLARREEANL 527

POT7203 GPX1 HUMAN 204 -—=- -—=- -—=- —mm—————— 203

Figure 23: Alignement des sequences peptidique de GPX1et CAT par UNIPROT
http://www.uniprot.org/

Les résultats de cet I’alignement nous donnent 42 positions identiques entre ces deux enzymes

avec un pourcentage d’identité de 7.836% et similarité de position de de 65.

-Les résultats de comparaison des séquences peptidique de GPx1 et CAT selon UNIPROT
montrent un trés bas pourcentage de ressemblance (7.836%) ce qui montre encore une fois la
grande différence entre les protéines résultantes de ces deux génes malgré qu'elles

accomplissent des fonctions assez similaires
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Tableau VII : Résultats de la totalité de I’alignement trouvé par UNIPROT entre les
déférentes sequences

L’alignement Identité Position de | position Dure de
Des génes des similarité d’identité réalisation
séquences

peptidiques

Cat/gx1/sod1/sod2/ins | 0% 0 0 31.7s
Cat/gpx1/sod1/sod2 0.533% 12 3 20s
CAT/GPX1 7.86% 65 42 25.6s
SOD1/S0OD2 12.551% 47 31 13.9s
CATI/INS 6.78% 25 16 12.9s

L’alignement multiple grace a I’outil CLUSTER Omega montre un arbre phylogénique de
nos 4 génes visualisé dans la (figure 24)

Branch length @ Cladogram  © Real

| mxpNX_P00441-1S0D1|Superoxide 0.37216
: mxp[NX_P04179-11S0D2Superoxide 036751
mxp[NX_P04040-1|CAT|Catalasellso 0.35626

mxpINX_P07203-1/GPX1|Glutathione 0.42525

Figure 24:Arbre phylogénique des quatre enzymes antioxydants par CLUSTER Omega

Cette figure 24 montre la relation phylogénique entre nos quatre génes. On peut remarquer
facilement 1’approchement qui se trouve entre les génes SOD1 et SOD2. Ce rapprochement

suggere qu’il Ya un ancétre commun entre ces deux genes.

Au niveau des genes GPx1 et CAT, on remarque qu’il ya une certaine distance entre ces deux
genes et 1’arbre ne montre pas de relation ancestrale entre ces deux geénes ce qui montre

encore une fois la grande différence qui se trouve entre GPx1 et la CAT

=
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Cette Arbre phylogénique confirme les résultats trouvés dans notre étude en montrant, d'une
part, la grande ressemblance entre les deux genes SODI et SOD2 et les différences
significatives entre les deux genes GPXI et CAT, d'une autre part.

X
X
X
X
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NX_POO41-115001 Superoxide 0.00183
NX_PO1306-1INSInsulnlso -0.00163
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H
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=

]

=

NX_POT203-1|GRX1|Glutatnione 0.4262
NX_POA179-1/3002{Superoxioe 0.40338

]

]

Figure25 : Arbre phylogénétique des quatre enzymes du stress avec 1’insuline avec
CLUSTER Omega

Aprés la comparaison des quatre genes deux par deux (SODI et SOD2 puis GPXI et
CAT) on a essayeé de faire une comparaison multiple des quarte génes pour voir la relation
entre les quatre genes en utilisant un programme de comparaison multiple CLUSTER

Omega.

Ce programme permet de comparer les quatre genes ensemble. Nous constatons dans cette
étape, qu’il n ya pas beaucoup de régions communes entre les quatre genes, ce qui montre
qu'il ya pas de relation importante entre les quatre genes au niveau de leurs structures

nucléotidiques.
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Tableau VI11: Cadres de lecture de géne :
Géne Sens N Cadre N ORF Lataille | début fin

de lecture
CAT revers 3 21 521 32613 33134.
GPX1 directe 2 2 518 8 526.
SOD1 revers 1 8 692 8581 9273
SOD2 revere 3 23 1097 27162 28259.
INS directe 9 1 551 2 553.

111.1.3.Interactions entre les enzymes antioxydant et le géne d’insuline

Pour visualiser les interactions entre les différentes molécules de notre étude , nous avons
utilisé I’outil (STRING: functional protein association networks) qui signifie une chaine de

molécules

(https://string-db.org/cgi/network.pl)

Figure 26: L’interaction pour les géne des enzymes antioxydants avec 1’insuline

les processus biologiques par I’enrichissement fonctionnel associé a ces interactions sont
regroupés dans le tableau ci-dessous.



https://www.google.dz/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjMvt2OtdXWAhUL1BoKHbU8AHsQFgglMAA&url=https%3A%2F%2Fstring-db.org%2F&usg=AOvVaw0MTRl0RvJ4ArQKhQPjD5i-
https://string-db.org/cgi/network.pl
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Tableau I X : Enrichissement fonctionnel

pathway ID

G0:1902175
G0:1902176
G0:0042311
G0:0042743
G0:0043066
G0:0007568
(0:1902531
(0:0072593
G0:0009650
G0:0019430
G0:0009636
G0:0071451
(0:0000302
G0:0043523

Les interactions entre les différentes séquences protéiques des quatre enzymatique est illustré

Biological Process (GO)

pathway description

requlation of oxidative stress-induced intrinsic apoptotic signaling pathway
negative requlation of oxidative stress-induced intrinsic apoptotic signaling pathway
vasodilation

hydrogen peroxide metabolic process

negative requlation of apoptotic process

aging

requlation of intracellular signal transduction

reactive oxygen species metabolic process

UV protection

remaval of superoxide radicals

response to toxic substance

cellular response to superoxide

response to reactive oxygen species

requlation of neuron apoptotic process

par la figure 27.

(GRS T T T N TR T T SRS (R % T . T TR

count in gene set false discovery rate

1.41e7
2.2e-05
3.94e05
3.94e-05
8.72e05
9.17e05
0.000549
0.000874
0.00161
0.00161
0.0022
0.0023
0.00244
0.00295

Figure27: représentation des réseaux d’interaction entre les protéines antioxydants

CAT, GXP1, SOD1, SOD2

(https://string-db.org/cgi/network.pl)
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La probabilité d’interaction est évaluer par un enrichissement (p-value= 1.21e-%.)

Nos résultats montre qu’il n’existe pas de Co-expression entre la SOD2 et la CAT alors les

homologues putatifs sont co-exprimés dans d'autres espéces avec un score (0.056).

De méme, nous constatons qu’il n’existe pas d’interaction entre la CAT et le GPX1. Nous
suggérons ainsi, qu’il n’existe pas de d’interaction de fusion et pas de Cooccurrence entre les
génes. En revanche, nous constatons qu’il existe des homologues putatifs qui sont coexprimés

dans d'autres espéces avec un score de (0.160)
Pour amplifier notre réseau d’interaction physique, les coloralisations, et les voies de

Co-expression entre les génes du stress oxydant et le géne d’insuline, nous avons utilis¢ 1’outil

Gene Mania qui nous a permis de visualiser les interactions représentées dans la figure 28.

Networks Fauanctions
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Figure28: Les résultats d’interactions par 1’outil Gene Mania

(http://genemania.org/)
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Le troisiemme outil utilis¢é pour la visualisation des interactions est 1’outil Biogrid :
(https://thebiogrid.org/). (Figure 29)
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Figure29: Resaux d’ineraction entes les génes anitiaxydantepar BioGird
(https://thebiogrid.org/)

La figure29 represente un reseux d’interaction de 43 bordures, 40 nceuds d’interaction ,41
bourdure physique et 2 nceuds chimique , cependant il n’existe pas d’interaction physique et
chimique annoté.

Selon les resultats generer par I’outil BioGird, nous constatons qu’il n’existe pas de
coexpression entre la GPX1 et la SOD1. En revanche, nos résultats montre qu’il existe des
homologies de putatifs coexprimés dans d’autres espéces avec un score de 0,098.

Aussi, nous observons aucune co-expression entre la SOD1 et SOD2. Cependant, les
homologues putatifs sont coexprimés dans d'autres especes avec un score de 0.056.

Nous constatons que 1’utilisation de 1’outil BIOGRID donne un réseau avec beaucoup plus
d'interactions. Un tel enrichissement indique que les protéines sont au moins partiellement
liees biologiquement, en tant que groupe.

=
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111.1.4.7outil UCSC

Pour rechercher et visualiser les variants et les exons de la SOD1, nous avons utilisé 1’outil
UCSC (The University of California Santa Cruz) Genome Browser Database.

Les différents résultats des enzymes antioxydantes et 1’insuline sont représentés par la
(figure 30)
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Figure3l : Représentation des variantes et des exons de SOD2 par UCSC
(http://genome.ucsc.edu/)
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Figure33 : Représentation des variantes et des exons de GPX1 par UCSC
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111.1.5. Recherche des mutations polymorphique des genes antioxydants
En utilisant les données des publications récolté dans les sites des données bibliographiques

« Pub Med » et « ENSEMBL » nous avons pu repertoriés les informations suivante :

» Cas du polymorphisme du gene de la Catalase

Le tableau ci-dessous représente deux polymorphisme majeurs retrouvés chez les diabétiques
de typel. Les résultats de Pasket al en 2006 montrent en utilisant la régression logistique,
jusqu'a 3530 cas et 3930 contrbles qui a pour but de faire ressortir les associations entre ces
deux polymorphismes et le DTL1.

Tableau X : les fréquences allyliques génotypiques du polymorphisme C1167T et C (-262) T
de la CAT chez les DT1

CAT | Cases N(%) | Control OR (95%Cl) P

Allele T| 1573(22.6) [1719] 22.3 |1.00 -
Alléle C| 5391(77.4) |5999| 77.7 |1.01] (093-1.01) | 79
TT [ 179 ] (5.1) | 189 | (4.9) |1.00 -

CAT C1167T | (rs769217)

Génotype TC |1215((34.9)|1341(34.7)| 1.01(0.85-1.27) |0.92
cC |2088](60.0)|2329](60.4)| 1.02(0.82-1.28) |0.84
T | 1507(21.8) | 1694 (22.1) 1.00 -
Cat C262T |(rs1001179
( )¢ 5395(78.2) |5978| 77.9 |0.98/(0.90-1.06) | 0.55
TT | 177(5.1) |201| 5.2 1.00 -
Génotype TC |1153((33.4)[1292](33.7)| 0.93(0.74-1.17 |0.55

CcC |2121](61.5)|2343(61.5)| 0.92(0.74-1.15) |0.47

Ces résultats montrent qu’il n’existe pas une association entre le polymorphisme des génes de
la catalase C1167T et C (-262) T allele et le DT1 pour les génotypes homozygotes et
hétérozygotes

(https://www.ensembl.org/)
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» Cas du polymorphisme du gene du GPX1

Les fréquences allyliques et génotypique du variant de la GPX1 trouver par I’outil Ensemble

de déférente population est répertorié dans le tableau ci-dessous

Tableau Xl : les frequences allyliques génotypiques du polymorphisme de la GPX1 dans
différentes pathologies

Population

Fréquence allyliques (%,n)

Fréquence genotypique (%o,n)

rs1800668 | G A GG AA GA

ALL G: 0.799 (4001) | A: 0.201 (1007) | G|G: 0.643 | AJA: 0.045 A|G: 0.312
(1610) (113) (781)

AFR G:0.789 (1043) | A: 0.211 (279) | G|G: 0.625 | AJA: 0.047 A|G: 0.328
(413) (31) (217)

AMR G:0.829 (575) | A:0.171(119) | G|G: 0.683 | AJA:0.026 (9) | A|G: 0.291
(237) (101)

EAS G:0.928 (935) | A:0.072(73) | G|G:0.857 | AJA:0.002 (1) | A|G: 0.141 (71)
(432)

EUR G: 0.664 (668) | A:0.336(338) | G|G: 0.429 | AJA:0.101 A|G: 0.469
(216) (51) (236)

SAS G:0.798 (780) | A:0.202 (198) | G|G: 0.638 | AJA: 0.043 A|G: 0.319
(312) (21) (156)

(https://lwww.ensembl.org/)
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» Cas du polymorphisme du gene de la SOD2

Les fréquences allyliques et génotypique du variant de la SOD2 trouver par 1’outil

Ensembl de déférente population est répertoriée dans le tableau ci-dessous.

Tableau XII : les frequences alléliques géenotypiques majeur et mineur du polymorphisme de

la SOD2 dans différentes pathologies chez cing population differentes

Fréquence allélique

Fréquence génotypique

SNP Population | Majeur | Mineur Majeur Mineur

AFR A:0.576 | G: 0.424 | A|G:0.487 | AJA:0.333 | G|G:0.180

(560) (322) (220) (119)
AMR G:0.584 | A: 0.416 | A|G:0.476 | A|A:0.179 | G|G:0.346

rs4880 (405) (289) (165) (62) (120)
5’UTR EAS A:0.875 | G: 0.125 | AJA:0.764 | A|G:0.222 | G|G:0.014

(882) (126) (385) (112) @)

EUR A:0.534 | G:0.466 | A|G:0.479 | AJA:0.294 | G|G:0.227

(537) (469) (241) (148) (114)
SAS G: 0.508 | A: 0.492 | A|G:0.493 | A|A:0.245 | G|G:0.262

(497) (481) (241) (120) (128)

(https://www.ensembl.org/)
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I111.2. Discussion

Il faut rappeler que I’organisme humain a développer un systéme de défense contre les agents
agressifs qui sont les enzymes antioxydantes. Par conséquents, le réle des enzymes

antioxydantes est crucial dans la régulation du métabolisme.

Rappelons aussi, que notre étude a été réalisé pour étudier les interactions entre les genes des
enzymes antioxydantes en utilisant 1’outil bioinformatique. Le choix de nos molécules repose
sur les enzymes antioxydantes impliquées directement dans la défense de plusieurs
pathologies dont le diabéte typel (DT1).Plusieurs études ont montré I’implication de ces

génes dans la défense antioxydantes

Concernant 1’étude des interactions entre les enzymes antioxydantes, Seules les études
phylogéniques ont été annoté au niveau des bases de données spécifiquement pour les espéces
bactériennes.

Selon Flekac et al en 2008, les espéces réactives de I’oxygene (ROS) générer suite a une
hyperglycémie modifie la structure et la fonction des lipides, protéines et d’autre molécules
générant ainsi des changements vasculaires chez les diabétiques. De plus, une activité base
des enzymes antioxydantes a été observé chez plusieurs patients diabétiques. Ainsi, la
présence d’un stress oxydant pourrait empécher ’action du réle protecteur de ces enzymes .

A travers 1’étude du polymorphisme de la SOD et la CAT, Flekac et collaborateurs, confirme
que le polymorphisme des enzymes antioxydants est cause possible dans 1’inactivation de ces
enzymes suite a une hyperglycémie chronique.

En effet, au cours de notre travail, nous avons observé grace a I’utilisation des outils
bioinformatique et par les données générés par les big DATA , un panel de données
concernant des études de polymorphisme de plusieurs population qui pourrait par une étude
statistique d’association donner des interprétation promettante de 1’association de ces genes
aux pathologie.

Au fur et a mesure que la quantité de séquence génomique dans les bases de données
publigues augmente, l'annotation devient un élément essentiel dans I'analyse et l'interprétation
des données (Karolchik et al .,2003)

Les méthodes sans alignement pour comparer les séquences de protéines se sont révélées étre
des alternatives viables avec des approches qui reposent spécifiqguement sur un alignement des
séquences a comparer.Cependantelles partagent peut de similitude(Nojoomi et Koehl.,2017)
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ont proposé récemment une méthode sans alignement basée sur le concept des noyaux de
chaine (SeqKernel)qui sont des Méthodes basées sur lI'alignement standard, ses applications
sont potentiellement limitées, en raison des biais dues principalement aux longueurs de
séquences. Ce n’est pas le cas pour notre étude puisque toutes les séquences étaient

relativement courtes.

Dans notre travail, I’utilisation des trois outils de visualisation des interactions semble étre
utile pour le choix des geénes dans le but d’une annotation impliqué dans le niveau
d’expression, la régulation post transcriptionnelle, les modifications post traductionnelle, la
formation des complexes protéiques, I’activation ou I’inhibition d’un géne par rapport a un

autre, aussi 1’étude de leurs participations a des voies de signalisations.

Selon kanehisa et al., chague interaction importée ou prédite, STRING associe un score d’un
jeu de données de référence composé d’association réel bien documentées et extraites a
partir des groupements fonctionnels maintenus par KEGG (Kanehisa et al., 2008). En effet
dans le cas de notre étude chaque paire de protéines, il existe un score
d’interaction « combiné » reflétant le, ou les types d’interactions que 1’on Ssouhaite, ou non
prendre en compte lors de la construction et la visualisation d’une partie d’interactions fourni

par le site web de String.




CONCLUSION

Conclusion :

Le diabéte est une maladie métabolique caractérisée par un niveau de sucre trop élevé dans le
sang et I’altération de la production d’insuline, lié¢ ou stress oxydantes produire de radicaux
libres responsables de 1’oxydation des cellules et de leurs composés et de la perturbation du
systeéme de défense antioxydant.les cellules ne contrdle plus de I’existence des espece
0XYygeénées.

Notre étude est faite sur I’enzymes antioxydants le plus importante qui agissent directement
sur les radicaux libres .notre objectif de travail est I’étude d’interaction entre les geéne
antioxydant et le géne d’insuline dans les diabétes type 1 pour Se faire on utiliser programme
bioinformatique.

Premierement I’annotation des 5 séquence nucléotidique CAT ,GPX1 ,SOD1, SOD2,INS, par
I’outil blast pour rechercher des séquences similaire a nos séquence .

Ensuit 1’alignement des séquences par I’outil UniProt pour identifier les régions similaire et
identique entre la structure des sequences peptidique des genes CAT,
GPX1,SOD1,SOD2,INS. les résultats de cet alignement montre que il n’ya pas de
ressemblance de la structure des séquences peptidique entre les 5 séquence (0%)
d’identification , on trouve une faible pourcentage de ressemblance de 1’alignement des
séquence peptidique de CAT ,GPX 1,SOD1,SOD 2 ce montre que il existe pas de similarité
structurelle entre ces protéines et 12,5% d’identité entre SOD1 et 2 et 6,7 entre GPX1et
CAT ce qui nous permet de dire il y a de certaine ressemblance .

Pour la recherche des interaction entre les enzyme antioxydant et le génes d’insuline on
utiliser trois outil string , BioGird et GeneMania pour chercher les différentes interaction
génique , physique , co expression .

On a terminer notre étude par la recherche des mutation polymorphique des genes
antioxydants CAT ,GPX1,SOD1 SOD?2 par I’utilisation des données des publication récolté
dans les site bibliographique Pub Med et Ensemble on a trouvé les différente polymorphisme
majeure qui sont associer avec le diabetes type 1, Flekac et collaborateurs, confirme que le
polymorphisme des enzymes antioxydants est cause possible dans I’inactivation de ces
enzymes suite a une hyperglycémie chronique .

plusieurs étude été fait sue les polymorphisme des génes antioxydants montrant que il existes

des polymorphisme dans ces génes associer ou diabétes type 1.

Comme on a indigqué en plusieurs reprises, durant notre étude on a utilisé des outils
purement bio-informatiques, seront trés intéressantes pour mieux comprendre cette relation
qu'on a déterminé entre les génes antioxydants et le diabéte type 1 .
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Les séquences nucléotidiques :

La sequence nucléotidique du gene Gpx1 :

>NC_000003.12:¢49358358-49357176 Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p7 Primary Assembly
CAGTTAAAAGGAGGCGCCTGCTGGCCTCCCCTTACAGTGCTTGTTCGGGGCGCTCCGCTGGCTTCTTGGA
CAATTGCGCCATGTGTGCTGCTCGGCTAGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCCCAGTCGGTGTATGCCTTCTCG
GCGCGCCCGCTGGCCGGCGGGGAGCCTGTGAGCCTGGGCTCCCTGCGGGGCAAGGTACTACTTATCGAGA
ATGTGGCGTCCCTCTGAGGCACCACGGTCCGGGACTACACCCAGATGAACGAGCTGCAGCGGCGCCTCGG
ACCCCGGGGCCTGGTGGTGCTCGGCTTCCCGTGCAACCAGTTTGGGCATCAGGTGCGCCGGGCGGAGCGG
GGCGGGGCGGGGGCGGACGTGCAGTAGTGGCTGGGGGCGCCGGCGGTGTGCTGGTGGGTGCCGTCGGCTC
CATGCGCGGAGAGTCTGGCTACTCTCTCGTTTCCTTTCTGTTGCTCGTAGCTGCTGAAATTCCTCTCCGC
CCTTGGGATTGCGCATGGAGGGCAAAATCCCGGTGACTCATAGAAAATCTCCCTTGTTTGTGGTTAGAAC
GTTTCTCTCCTCCTCTTGACCCCGGGTTCTAGCTGCCCTTCTCTCCTGTAGGAGAACGCCAAGAACGAAG
AGATTCTGAATTCCCTCAAGTACGTCCGGCCTGGTGGTGGGTTCGAGCCCAACTTCATGCTCTTCGAGAA
GTGCGAGGTGAACGGTGCGGGGGCGCACCCTCTCTTCGCCTTCCTGCGGGAGGCCCTGCCAGCTCCCAGC
GACGACGCCACCGCGCTTATGACCGACCCCAAGCTCATCACCTGGTCTCCGGTGTGTCGCAACGATGTTG
CCTGGAACTTTGAGAAGTTCCTGGTGGGCCCTGACGGTGTGCCCCTACGCAGGTACAGCCGCCGCTTCCA
GACCATTGACATCGAGCCTGACATCGAAGCCCTGCTGTCTCAAGGGCCCAGCTGTGCCTAGGGCGCCCCT
CCTACCCCGGCTGCTTGGCAGTTGCAGTGCTGCTGTCTCGGGGGGGTTTTCATCTATGAGGGTGTTTCCT
CTAAACCTACGAGGGAGGAACACCTGATCTTACAGAAAATACCACCTCGAGATGGGTGCTGGTCCTGTTG

ATCCCAGTCTCTGCCAGACCAAGGCGAGTTTCCCCACTAATAAAGTGCCGGGTGTCAGCAGAA
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La sequence nucléotidique du gene Insulin

>NC_000011.10:c2161209-2159779 Homo sapiens chromosome 11, GRCh38.p7 Primary Assembly
AGCCCTCCAGGACAGGCTGCATCAGAAGAGGCCATCAAGCAGGTCTGTTCCAAGGGCCTTTGCGTCAGGT
GGGCTCAGGATTCCAGGGTGGCTGGACCCCAGGCCCCAGCTCTGCAGCAGGGAGGACGTGGCTGGGCTCG
TGAAGCATGTGGGGGTGAGCCCAGGGGCCCCAAGGCAGGGCACCTGGCCTTCAGCCTGCCTCAGCCCTGC
CTGTCTCCCAGATCACTGTCCTTCTGCCATGGCCCTGTGGATGCGCCTCCTGCCCCTGCTGGCGCTGCTG
GCCCTCTGGGGACCTGACCCAGCCGCAGCCTTTGTGAACCAACACCTGTGCGGCTCACACCTGGTGGAAG
CTCTCTACCTAGTGTGCGGGGAACGAGGCTTCTTCTACACACCCAAGACCCGCCGGGAGGCAGAGGACCT
GCAGGGTGAGCCAACTGCCCATTGCTGCCCCTGGCCGCCCCCAGCCACCCCCTGCTCCTGGCGCTCCCAC
CCAGCATGGGCAGAAGGGGGCAGGAGGCTGCCACCCAGCAGGGGGTCAGGTGCACTTTTTTAAAAAGAAG
TTCTCTTGGTCACGTCCTAAAAGTGACCAGCTCCCTGTGGCCCAGTCAGAATCTCAGCCTGAGGACGGTG
TTGGCTTCGGCAGCCCCGAGATACATCAGAGGGTGGGCACGCTCCTCCCTCCACTCGCCCCTCAAACAAA
TGCCCCGCAGCCCATTTCTCCACCCTCATTTGATGACCGCAGATTCAAGTGTTTTGTTAAGTAAAGTCCT
GGGTGACCTGGGGTCACAGGGTGCCCCACGCTGCCTGCCTCTGGGCGAACACCCCATCACGCCCGGAGGA
GGGCGTGGCTGCCTGCCTGAGTGGGCCAGACCCCTGTCGCCAGGCCTCACGGCAGCTCCATAGTCAGGAG
ATGGGGAAGATGCTGGGGACAGGCCCTGGGGAGAAGTACTGGGATCACCTGTTCAGGCTCCCACTGTGAC
GCTGCCCCGGGGCGGGGGAAGGAGGTGGGACATGTGGGCGTTGGGGCCTGTAGGTCCACACCCAGTGTGG
GTGACCCTCCCTCTAACCTGGGTCCAGCCCGGCTGGAGATGGGTGGGAGTGCGACCTAGGGCTGGCGGGC
AGGCGGGCACTGTGTCTCCCTGACTGTGTCCTCCTGTGTCCCTCTGCCTCGCCGCTGTTCCGGAACCTGC
TCTGCGCGGCACGTCCTGGCAGTGGGGCAGGTGGAGCTGGGCGGGGGCCCTGGTGCAGGCAGCCTGCAGC
CCTTGGCCCTGGAGGGGTCCCTGCAGAAGCGTGGCATTGTGGAACAATGCTGTACCAGCATCTGCTCCCT
CTACCAGCTGGAGAACTACTGCAACTAGACGCAGCCCGCAGGCAGCCCCACACCCGCCGCCTCCTGCACC

GAGAGAGATGGAATAAAGCCCTTGAACCAGC

SOD1: >NC_000021.9:31659622-31668931 Homo sapiens chromosome 21, GRCh38.p7
Primary Assembly

SOD2: >NC_000006.12:¢159762529-159679064 Homo sapiens chromosome 6, GRCh38.p7
Primary Assembly

Cat: NC_000011.10:34438925-34472060 Homo sapiens chromosome 11, GRCh38.p7
Primary Assembly
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Les séquences peptidiques des quatre enzymes antioxydants SOD 1, SOD2, GPx1 , Cat et INS

>nxp|NX_P040401|CAT|Catalase|lsol

MADSRDPASDQMQHWKEQRAAQKADVLTTGAGNPVGDKLNVITVGPRGPLLVQDVVFTDEMAHFDR
ERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHDITKYSKAKVFEHIGKKTPIAVRFSTVAGESGSADTVRDPRGFAVK
FYTEDGNWDLVGNNTPIFFIRDPILFPSFIHSQKRNPQTHLKDPDMVWDFWSLRPESLHQVSFLFSDRGIP
DGHRHMNGYGSHTFKLVNANGEAVYCKFHYKTDQGIKNLSVEDAARLSQEDPDYGIRDLFNAIATGK
YPSWTFYIQVMTFNQAETFPFNPFDLTKVWPHKDYPLIPVGKLVLNRNPVYNYFAEVEQIAFDPSNMPPGI
EASPDKMLQGRLFAYPDTHRHRLGPNYLHIPVNCPYRARVANYQRDGPMCMQDNQGGAPNYYPNSF
GAPEQQPSALEHSIQYSGEVRRFNTANDDNVTQVRAFYVNVLNEEQRKRLCENIAGHLKDAQIFIQKKA
VKNFTEVHPDYGSHIQALLDKYNAEKPKNAIHTFVQSGSHLAAREKANL

>nxp|NX_P00441-1|SOD1|Superoxide dismutase [Cu-Zn]|Iso 1

MATKAVCVLKGDGPVQGIINFEQKESNGPVKVWGSIKGLTEGLHGFHVHEFGDNTAGCTSAGPHFNPL
SRKHGGPKDEERHVGDLGNVTADKDGVADVSIEDSVISLSGDHCIIGRTLVVHEKADDLGKGGNEEST
KTGNAGSRLACGVIGIAQ

>nxp|NX_P04179-1|SOD2|Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial|lso 1

MLSRAVCGTSRQLAPALGYLGSRQKHSLPDLPYDYGALEPHINAQIMQLHHSKHHAAYVNNLNVTEE
KYQEALAKGDVTAQIALQPALKFNGGGHINHSIFWTNLSPNGGGEPKGELLEAIKRDFGSFDKFKEKLT
AASVGVQGSGWGWLGFNKERGHLQIAACPNQDPLQGTTGLIPLLGIDVWEHAYYLQYKNVRPDYLKA
IWNVINWENVTERYMACKK

>nxp|NX_P07203-1|GPX1|Glutathione peroxidase 1|Iso 1

MCAARLAAAAAAAQSVYAFSARPLAGGEPVSLGSLRGKVLLIENVASLUGTTVRDYTQMNELQRRLG
PRGLVVLGFPCNQFGHQENAKNEEILNSLKYVRPGGGFEPNFMLFEKCEVNGAGAHPLFAFLREALPAP
SDDATALMTDPKLITWSPVCRNDVAWNFEKFLVGPDGVPLRRYSRRFQTIDIEPDIEALLSQGPSCA
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d\se_ase (1) 1 paEmio FATAZ ADATH Catalase-2 CAT2 CAT, At4g35080,  Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress) 492
v uniprotorg/align Maria 1an
Alignment
& How to print an alignment in color
# Result info
FGABAE CATA_HUMAN 1 sa
: : POO441 SODC_HUMAN 1 -- -- 2. - 1
kHighlight PGA175 SODM_HUMAN 1 MLSRAVCGTSRQLA-PALGY---- 15
POS294 SODE_HUMAN 1 -- --- -- --- -- --- 19
nctation PG7T203 GPX1_HUMAN 1 CAAAAAQSVYAFSARPLAGGEPVSLGSLRGKVLLIEN aa
)
| Active site PEA0AD CATA_HUMAN S5 VVFT--DEMAHFDRERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHDITKYSKAKVFEHIGKKTPIAVR 112
PGEAA1 SODC HUMAN 1 -- -- --- - -- - -- - -- °
| Natural variant POA173 SODM_HUMAN ze 19
o PGS294 SODE_HUMAN 26 19
= PO7203 GPX1_HUMAN as sz
=
PGABAG CATA_HUMAN 113 186
a POO441 SODC_HUMAN 1 °
) Transi i PGA175 SODM_HUMAN 26 - - 19
& ansit peptide POS294 SODE_HUMAN 20 -- -- - - - - - -- 19
) sequence conflict PO7263 GPXIHUMAN as FERC FAFLREALPAPSODATALMT 135
) Glycosylation
) Mon-standard residue POARAB CATA_HUMAN 167 SQERMPQTHLEDPDMVUDFWS LRPESLHQVSFLFSDRGIPOGHRHMNGYGSHTF K LVNAN 226
L mnitiatar methionine ggﬁ;;; 235&—"‘”"‘2 2; -- -- e - -a - - - - ﬁg
8 cisulfide bond POB294 SODE_HUMAN 20 a3
L) Mutagenesis PG7203 GPX1THUMAN 136 152
L chain
() Alternative sequance POARAS CATA_HUMAN 227 GEAVYCKFHYK-TDQGIKN. -LSVEDAARLSQEDPDYGIRDLENAIATGKYPSWTFYIOY 283
& Beta strand PBEAA1 SODE_HUMAN 1 vQ 18
< . POA173 SODM_HUMAN &7 29
() signal peptide PGA254 SODE_HUMAN aa a1
=) PO7203 GPX1_HUMAN 183 - 182
[ ied residue
PGABAG CATA_HUMAN 284 MTENQAET) T®: TPVEKLVL AEVEQT 343
POO441 SODC_HUMAN 19 INFEQK - - - as
Amino acid properties PGA179 SODM_HUMAN 186 TFWTHL - 113
[ similarity P@E294 SODE_HUMAN 8z VLFRQL - AF’RAKLDAFFALEGFPTEPNSSSRAI 113
=) Hydrophobic PB7283 GPX1_HUMAN 183 ----- - FQTIDIEFD- 131
) Negative
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Outil STRING

Search Download Help

Welcome to STRING

Protein-Protein Interaction Networks

ORGANISMS IPRO I EINS INIERACIIONS

2031 | 9.6 mio 1380 mio

€ ) @ @ hitps://string-db.org/cgi/network.pl?bleck_structure_pics_in_k aller_identity=18.chemis . user_input c

wBa +$ @&

%> STRING Semh  Gomtemd e M@

The following proteins in Homo sapiens appear to match your input.
Please review the list, then click Continue' to proceed to the assaciation network.

query sequence  STRING protein annotation identity bitscore
e opgsss:  [Z]sop1 Superoxide dismutase 1, soluble; Destroys radicals which are normally produced within the cells and which 100% 310
are toric to biological systems
[Clccs Copper chaperone for superoxide dismutase; Delivers copper to copper zinc superoxide dismutase (SOD1) 50% 137
[]sobz 3, Protect the space from it effect of reactive oxygen 40% 102
intermediates by converting superoxide radicals into hydrogen peroxide and oxyger
WP_007309749.7  [¥]SOD2 2, Destroys anion radicals which are normally produced 100% 368
within the cells and which are toxic to biclogical systems
WR_0073163841 [Z]GPX1 1; Protects the in from oxidative 7% 280
[ClePxz 2 GCould play a major ro\e RIECIE s mammals (rom the toxicityof  69% 177
ingested organic Tert-buty| nd linoleic  acid
but not . can e acceplors
[Clepxs 5 o lated protein); Protects cells and enzymes from oxidative 50% 118
damage, by catalyzing the reduction of hydrogen peroxice, lipid peraxides and organic hydroperoxide, by
ay consiitute a protective system against peroxide damage in sperm
membrane lipids
[ClePxs Glutathione peroxidase 3 (plasma); Protects cells and enzymes from oxidative damage, by catalyzing the 44% 107
raduction of hydrogen peraxide, lipid peraxides and organic hydroperaxide, by glutathione
[ClePxs Glutathione peroxidase 6 (olfactory) 43% 978
weoor7s1:  [Fcar Catalase; Occurs in almost all aerohlcaHv STl and serves to protect cells from the toxic 100% 1103
effects of hydrogen peroxide. Promotes of cells including T-cells, E-cells, myeloid leukemia cells,

melanoma cells, mastocytoma e norma\ and transformed fibroblast cells
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tools contribute stats downloads partners about us |

BioGRID 34

home help wiki

Welcome to the Biological General
Repository for Interaction Datasets

BioGRID is an interaction repository with data compiled |
through comprehensive curation efforts. Qur current index is
version 3.4.152 and searches 63,487 publications for
1,495,320 protein and genetic interactions, 27,785 chemical
associations and 38,559 post translational mo cations
from major model organism species. All data are freely
provided via our search index and available for download in
standardized formats.

INTERACTION STATISTICS LATEST DOWNLOADS

AREAS OF INTEREST TO HELP YOU GET STARTED

== =

Create custom interaction datasets by Send us your datasets or link to the
protein or by publication. You can BioGRID directly from your own

also download our entire dataset in a website or database. Full details on
wide variety of standard formats. now to contribute are available here.

[

Search the BioGRID

Search by identifiers, keywords, and gene names...

Homo sapiens

SUBMIT GENE SEARCH Q,
Search < Featured
N Tips Datasets
BIOGRID FUNDING AND PARTNERS

\}‘%5;, 9 Genome

&3 Québec
MOUNT SINAI <. PRINCETON
HOS

PITAL UNIVERSITY

Advanced
Search

uojiealiqnd Ag

Link To Us or Submit
Interactions

Build and Download
Interaction Datasets

Université
de Montréal

Online Tools and View Our Interaction

Resources Statistics i
We've developed tools that make use  Find out how many organisms, *gmev;anErgn mlx
of BioGRID data. Check out the listof  proteins, publications, and e L

lools to see if we can help you worlk

interactions are available in the.
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