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Résumé

Le polymorphisme du géne NLRP3 a été associer a diverses maladies, notamment le
diabéte, une maladie complexe et chronique, et ses complications associées entrainent une
morbidité, une mortalité et une invalidité élevées dans le monde entier. Les variations géniques
trouver au sein du géne NLRP3 peuvent mener a une activation aberrante de 1’inflammasome
NLRP3, ce qui conduit a un défaut dans la production des cytokines pro-inflammatoire et leur
maturation, ainsi celle de la caspase -1. Dans 1’objectifs d’étudier les différentes variations
géniques du géne NLRP3 et son association avec le diabéte chez I’étre humain. on a mené une
enquéte par une approche bio-informatique sur ce sujet. Et cella en utilisant des données des
publications récolté dans les sites bibliographiques et les différentes outils bio-informatique.
Ce qui nous a permet d’identifier les différentes variations génétiques. Notamment les SNP
(Single Nucleotide polymorphism), au sein du gene NLRP3. Par contre, les résultats obtenus
par les plateformes DISGENET et LIT VAR nous a montrer qu’il avait effectivement une

association significative entre rs 10759558 et la pathologie du diabeéte.

Mots Clés : inflammasome, NLRP3, bio-informatique, diabéte, polymorphisme, SNP.




Abstract

The polymorphism of the NLRP3 gene has been associated with various diseases, including
diabetes, a complex and chronic disease, and its associated complications lead to high
morbidity, mortality and disability worldwide. The gene variations found within the NLRP3
gene can lead to an aberrant activation of the NLRP3 inflammasome, which leads to a defect in
the production of pro-inflammatory cytokines and their maturation, as well as caspase -1. In the
objectives of studying the different gene variations of the NLRP3 gene and its association with
diabetes in humans. we conducted an investigation using a bioinformatics approach on this
subject. And this by using data from publications collected in bibliographic sites and various
bioinformatics tools. This allowed us to identify the different genetic variations. Notably SNP
(Single Nucleotide polymorphism), within the NLRP3 gene. On the other hand, the results
obtained by the DISGENET and LIT VAR platforms showed that it did indeed have a
significant association between rs 10759558 and the pathology of diabetes.

Keywords: NLRP3, inflammasome, bioinformatics, diabete, polymorphism, SNP.
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Introduction

L'inflammasome NLRP3 fournit une plateforme de signalisation, qui est assemblé en
réponse a des signaux de danger. Afin de libéré la caspace-1 mature et produire de puissante
cytokines pro-inflammatoire, telle que IL-1p et IL-18, qui se sont avéré ayant un réle important
dans la résistance a I’insuline ainsi que la progression du diabéte ; une maladie métabolique
caractérisée par un niveau de sucre trop ¢levé dans le sang et I’altération de la production
d’insuline. Compte tenu des énormes effets négatifs du diabete sur la personne et la société, due
aux complication majeure de la maladie. Les maladies cardiovasculaires, la neuropathie, les
maladies rénales, I'amputation des membres inférieurs et la cécité sont quelques-unes des
conséquences graves du diabete et donc de nouvelles options de traitement sont nécessaires
d’urgence(Ding et al., 2019).

Notre etude est faite sur le polymorphisme du géne NLRP3, un géne qui code pour une
protéine NLRP3, celle-ci s’assemble avec la protéine adaptatrice ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing CARD) et la pro-caspace-1, afin de former un inflammasome ;
inflammasome NLRP3 dont ses produits semble faire partie du systeme immunitaire inné du
corps, en ce sens qu'ils peuvent étre déclenchés pour aider a la défense contre les agents
pathogenes envahissants (Gross et al., 2011) , mais aussi il semble étre un élément déclencheur
du diabéte. Notre objectif est d’étudier les différents variant du géne NLRP3 et leur association
avec le diabéte chez I’étre humain. En utilisant des données des publications récolté dans les

sites bibliographiques et les différentes outils bio-informatique.

La recherche des mutation polymorphique du géene NLRP3 par I’utilisation des données
des publication récolté dans les plateformes NCBI, ENSEMBL, UCSC, GALAXY,
DISGENET et LIT VAR. Nous a permet d’identifier les différents polymorphismes du gene
NLRP3, ainsi que les différent variant majeure susceptible d’étre associer au diabéte comme le
rs12048215, rs35829419, rs2027432, rs10754558, rs 7512998 et rs 1307114721. Et en effet ,
plusieurs études ont montré qu’il existe bien une association entre le polymorphisme
rs10754558 et le développement du diabéte contrairement ou autre variant dont 1’association

n’est pas significative (Kelley et al., 2019).

Nous avons émis I'hypothese que les variations génétiques du géne NLRP3 pourraient
affecter 'ampleur des réponses immunitaires inflammatoires dans le cas du diabéte de type 1 et

le diabéte de type 2.
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1. Gene NLRP3

1.1. Structure et localisation

La séquence compléte du gene NLRP3 humain comprend 3 kb en amont du site de début de
transcription, tous les exons et introns, et 2 kb en aval du codon stop (37,953 kb au total), et qui
a été localisé sur le chromosome 1, positions 247576458 a 247614410 (Zhang et al., 2011).

Ce géne code pour une protéine de type pyrine, localisé sur le chromosome 1944, et qui est un

membre de I’ensemble humain CCDS (consensus coding sequence).

De multiples variantes de transcription épissées alternativement codant pour des isoformes

distinctes ont été identifiées pour ce gene.

[ 247332054 o [ 247452409

LOcio?aas1ls HLRP e—- ORZH3
LOCLOTHE537S OR2E11

Figure 1: Possition du gene NLRP3 dans le génome

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/114548

1.2. Fonction

L’inflammasome NLRP3 est un lien entre la résistance a ’insuline, 1’obésité, les marqueurs
moléculaires circulants, la sensibilité immunogénétique, la fonction des macrophages, et
I’inflammation chronique (Klen et al., 2015) . Il induit la libération des cytokines pro-
inflammatoires IL-1b et IL-18, et I’initiation de la mort cellulaire pyroptotique (Christgen et
al., 2020) .



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/114548

L’inflammasome NLRP3 induit aussi le clivage de la gasdermine par la caspase 1 pour qu’elle

soit active et forme des pores au niveau de la membrane.

Des expériences faites sur des souris NOD prouvent que 1I’inflammasome NLRP3 est trés
essentiel pour I’activation des cellules présentatrice d’Antigéne, D’activation LT, la
différentiation des LTh1 et la migration des LT auto-réactif vers les ilots pancréatiques via les
récepteurs des chimiokines CCR5 et CXCR3 (Ribeiro et al., 2017).

1.3. Régulation

Il existe un nombre croissant de preuves suggérant qu'il existe un seuil d'activité NLRP3,
qui agit comme un mécanisme de sauvegarde pour empécher la sur-activation de
I’inflammasome. Il semble qu'une activation aberrante de la protéine NLRP3 , pourrait avoir

un effet néfaste sur I'noméostasie des tissus et compromettre I'intégrité de la barriére.

1.3.1. Regulation au niveau transcriptionnelle

L’activité d’un inflammasome est étroitement régulée au niveau transcriptionnelle. un
certain nombre de facteurs ont été proposé pour réguler 1’expression des composant de
I’inflammasome. Des molécules nécessaires en amont de I’activation et des molécules

effectrices en aval (Christgen et al., 2020).

La fixation du TNF sur son récepteur active la transcription du facteur nucléaire NF-«B.
L’activation de la voie NF-kB va induire la transcription de genes codant pour des chimiokines
et des molécules d’adhérence. Ce qui va permettre le recrutement de macrophages et des
cellules dendritiques. Cette voie va également induire 1’expression des genes codant pour des
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF, I’IL-6, la pro-IL-1p, la pro-IL-18 et des
protéines inflammatoires comme NLRP3 (Gicquel, 2014).

1.3.2. Régulation post-transcriptionnelle

Le terme « épigénétique » a été initialement présenté pour décrire la régulation de I'expression
génique, est une modulation héréditaire stable de I'expression génique, sans altérer la séquence

d’ADN. Le contrble épigénétique a été démontré dans le développement normal et la




différenciation. Cependant, son réle dans la pathogénése de I’inflammation aigue et chronique

est de plus en plus reconnue (Tezcan et al., 2019).

e La méthylation d’ADN : la méthylation est I’ajout d’un groupement méthyle aux
nucléotides cytosines situe dans des ilots CpG (sequences riche en nucléotide C et G)
de I’ADN. Elle fait taire les genes pour assurer I’expression mono-allélique, empéchant
I’expression endogéne des rétrovirus et les actions des transposant. La dé-méthylation
de ’ADN est souvent détectée a proximité des promoteurs que la surexpression des
genes pourrait jouer un réle dans la pathogénéese de nombreuses pathologies.
L’expression de I'NLRP3 peut étre réglée par des changements dans I’état des
méthylation du géne (Tezcan et al., 2019).

e La modification des histones : il semble que I’expression de 1’inflammasome peut
également étre régulée en affectant le statut d’acétylation des histones ; qui joue un role
essentiel dans I’initiation de la phase d’activation de I’inflammasome NLRP3 ou bien

la phase transcriptionnelle.

L’expression du géne NLRP3 s'est révélée étre aussi régulée post-

transcriptionnellement par plusieurs miARN (Tezcan et al., 2019).

les ARN non codants sont également impliqués dans la régulation du gene NLRP3. Au cours

de la phase transcriptionnellement active de ’'NLRP3, I’ARNm de NLRP3 pourrait €tre régulé
par les miARN. Plusieurs miARN pourraient réguler I'expression d'un seul transcrit, en plus du
miR-223, dautres miARN puissent modifier la transcription de NLRP3 tels que miR-30e el le
miR-7. Ces deux miARN control I’activation de I’'NLRP3 jouant un role d’inhibiteur dans le
cas d’une neuro-inflammation induite par I’inflammasome NLRP3 dans le cas de maladie
Parkinson. Autres études ont démontré que les imitateurs miR-22 pouvaient diminuer la
libération de cytokines inflammatoires telles que I'lL-1p et 1'TL-18 en supprimant I’expression
du géne NLRP3 dans les monocytes et les macrophages (figure 2) (Tezcan et al., 2019).

Il a été démontré que certains virus régulent aussi post-transcriptionnellement 1’expression des
inflammasomes pour favoriser 1’autoréplication. Elle se fait par la suppression des miARN en
favorisant la liaison des inflammasomes sur des séquences bien précise pour empécher

I’activation et la traduction de ces inflammasomes (Tezcan et al., 2019).
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Figure 2: Sites de liaison UTR de NLRP3 pour les miARN responsables de la

régulation de l'inflammasome.

https://mww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6504709/bin/fphar-10-00451-g003.jpg

1.3.3. Régulation de NLRP3 par les modifications post-traductionnelle

L’NLRP3 reconnait et devient active en réponse a des signaux spécifiques tel que : ’ATP, les
ions K+, I’héme, I’ ARN associe au agent pathogene, toxines bactériennes et fongiques et leurs

composant.

Ces signaux activent une signalisation cellulaire commune :
Flux ionique
Dysfonctionnement mitochondriale
Dommage lysosomaux

Les signalisations cellulaires servent a activé ou renforcé I’activit¢é de I’NIRP3. Des
modifications post-traductionnel affectent les différents domaines de la NLRP3. En regulant



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6504709/bin/fphar-10-00451-g003.jpg

cette derniere positivement ou négativement par : la phosphorylation, 1’ubiquitination, la
nitrosylation et d’autre modification post-traductionnelle.

a)Ubiquitination( Ub) : elle a un role positive dans la régulation de 1’activité de
I’inflammasome NLRP3, le BCC36 est 1’une des enzyme responsables a la deubiquitination,
USP7 et USP47 deux autres enzymes qui régulent positivement la formation d’inflammasome
NLRP3. La phosphorylation de NLRP3 médiée par INK1 & Ser194, qui est nécessaire pour la
désubiquitination et I'activation de NLRP3.

Aussi, l'ubiquitination de NLRP3 a un réle négative ou positive dans l'activation de

I'inflammasome NLRP3, selon l'ubiquitine ligase et le type d'ubiquitination.

b) Phosphorylation (P) : la phosphorylation de NLRP3 au niveau du méme site a des
fonctions opposées dans l'activation de l'inflammasome NLRP3. La phosphorylation de la
serine 295 du domaine NOD par la PKA (induite par I’AMPc) inhibe 1’activité ATPasique de
I’NLRP3 et altére la fonction de I’inflammasome NLRP3. La phosphorylation de NLRP3 au

niveau du méme résidu favorise l'activation de I'inflammasome NLRP3.

¢) La nitrosylation : la nitrosylation de NLRP3 bloque son activité. La S-nitrosylation

de I’'NLRP3 du macrophage infecté comme dans le cas de Mycobacterium tuberculosis induit

I’inhibition de 1’assemblage de I’inflammasome NLRP3.

d) La sumoylation: la sumoylation régule négativement [l'inflammasome
NLRP3. SUMO E3-ligase MAPL (aka Mull) cible NLRP3, et que lors de la stimulation, les
protéases SUMO-spécifiques SENP6 et SENP7 désumoylatel” NLRP3, qui favorise I'activation
de lI'inflammasome NLRP3 (Kelley et al., 2019).
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Figure 3: Modifications post-transcriptionnelle et régulation de 'NLRP3
https://mww.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6651423/bin/ijms-20-03328-g003.jpg

1.4. Protéines du géne de la NLRP3

L’NLRP3 est un PRR « Pattern Recognition Receptors », récepteur exprimé par les
cellules de la lignée germinale en réponse a une infection bactérienne, fongique, et virale en
changent leur conformation. Ce PRR reconnaisse les PAMP (Pathogen-associated molecular
pattern) et les DAMP (Damage associated molecular pattern), déclenche des voies d’infections
pour éliminer I’infection microbienne et répare les tissus endommageés. L’NLRP3; Une protéine

tripartite, ces domaines sont :

PYD: Domaine pyrine amino-terminal, interagie avec le domaine n-terminal de la protéine

adaptatrice(ASC)pour initier I’assemblage de I’inflammasome.

NOD(NATCH) : un domaine central de liaison au nucléotides et d’oligomérisation, posséde

une activité ATPasique nécessaire pour leur oligomérisation.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6651423/bin/ijms-20-03328-g003.jpg
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LRR: leur fonction n’est pas clair .
Le domaine pyrine de NLRP3 interagit avec le domaine pyrine de ASC pour initier

I'assemblage inflammasome. Le domaine NOD posséde une activité ATPase qui est requise
pour l'oligomérisation NLRP3 apres l'activation (Kelley et al., 2019).

NLRP3 = PYD | NACHT

Inflammasome Activation:

Activation
of sensor Oligomerization
—

Recruitment of
adaptor and
effector

Ao

Figure 4: schéma explicatif de I'assemblage de la protéine NLRP3

https://media.springernature.com/Iw685/springer-static/image/art:10.1038/s41422-020-
0295-8/MediaObjects/41422 2020 _295 Figs_HTML.png?as=webp

1.5. Polymorphisme

Le polymorphisme génétique (du grec "poly" plusieurs et "morphe” forme) est la
coexistence de plusieurs alleles pour un gene ou locus donnés. Dans une population, C'est le
fait qu'une espéce présente donc des individus différents aux caracteres phénotypiques
différents (appelés morphotypes) au sein d'une méme population. Le polymorphisme concerne
toutes les especes. Ce sont des variations liées aux mutations génétiques et aux
différentes adaptations.

Le polymorphisme correspond aux variations de la séquence nucléotidique de
I'ADN d'un géne dans une population. Un gene est considéré comme polymorphe s'il existe au

moins deux alléles a une fréquence égale ou supérieure a 1 %.
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1.5.1. Marqueurs polymorphiques

Un marqueur génétique est simplement une portion de I’ADN de ’organisme étudié, ou un
sous-produit code par cet ADN (comme une protéine). Il est important que cette portion d’ADN
reste la méme (méme localisation dans le genome, a la méme place sur le méme chromosome)
d’un individu a I’autre, d’ou le terme locus. Ce dernier peut correspondre a un géne (codant
pour une fonction quelconque), comme c’est le cas pour les loci enzymatiques, mais il peut
aussi correspondre a une zone non codante. Et donc a priori non fonctionnelle de I’ADN,
comme c’est le cas de la plupart des microsatellites. Enfin, il est important de se souvenir qu’un
locus, méme non codant, peut se trouver dans un intron, c¢’est-a-dire dans un gene .un locus doit
étre variable (on dit polymorphe) (De Meels & De Meeds, 2017).

Cette notion de marqueur génétique a été introduite en 1980. Il s'agit d'une séquence d'ADN
repérable spécifiqguement. En cartographie génétique, le marqueur est utilisé pour "baliser” le
génome. En contrdle du transfert de gene, le marqueur est un géne associé au gene d'intérét,
codant une caractéristique détectable facilement et précocement, facilitant le repérage des
cellules au sein desquelles la transgénése a réussi. Il existe aussi des marqueurs " anonymes "
qui correspondent a des séquences non traduites (les variations alléliques de ces marqueurs ne
sont pas décelables au niveau phénotypique mais au niveau de la séquence). Marqueurs SNP
(tSNP) ont été sélectionnés dans la région flanquante 5 'du gene NLRP3 comme le
rs2027432, qui est situé dans la région flanquante 5 ', et qu’il a un effet sur l'activité du

promoteur (Zhang et al., 2011).

1.5.2. Variations de nucléotides uniques (SNP)

Plusieurs études ont été menées sur 1’association des altérations génétiques des geénes codant
pour NLRP3 avec les maladies complexes d’origine inflammatoire, comme les maladies
inflammatoires de 1’intestin, les maladies cardiovasculaires, la polyarthrite thumatoide et le
diabete de type 1. Les variantes génétiques, en particulier les SNPs, sont des déterminants
critiques des differences interindividuelles en ce qui concerne a la fois les reponses
inflammatoires.

SNP codant : sont des SNP (single nucleotide polymorphism), ou prononcés Snips,
correspondent a des variations mineures du génome au sein dune population. Un
seul nucléotide, le composant de base de I'ADN, est modifié , dans une région de géne codant

ou fonctionnelle.
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SNP non codant : sont des variation nucléotidiques au niveau des régions non codantes de
géne (comme les introns), dans les régions regulatrices du géne (comme le promoteur), ou situé
en dehors du geéne dans des régions 5° UTR (ou 3’UTR) ou des séquences satellites , et
participent dans la régulation du géne , et altérations peut provoquer une altération de fonction
du gene (Zhang et al., 2011).

1.5.3. Polymorphisme du gene NLRP3

De plus en plus de preuves suggerent que les variantes génétiques du géne NLRP3 pourraient
étre un déterminant important de I'ampleur des réponses immunitaires inflammatoires.
Influencant la sensibilité aux maladies infectieuses et non infectieuses. Environ plus de 60 SNP
ont été identifiés dans I'ensemble du géne NLRP3. rs10754558, rs12065526, rs4612666,
rs4925648, rs10925019, rs10925027, rs3806265 et rs35829419 se sont avéres suscibtible
d’étre associés au diabéte (Paramel et al., 2015).

plusieurs polymorphismes mono nucléotidiques (SNP), dans les génes codant pour les
composants de lI'inflammasome NLRP3 ou dans leurs régions régulatrices , ont été associés a
la physiopathologie de diverses autres maladies. localisés dans les génes NLRP3 et dans des
régions régulatrices putatives (Paramel et al., 2015).

Le polymorphisme rs2027432 pourrait améliorer significativement les activités de
promoteur du géne NLRP3. Il est situé dans la région flanquante 5. Le polymorphisme
rs2027432 était significativement associé a une production d'IL-1B plus élevée. Le SNP
rs10754558 dans la région régulatrice en aval de NLRP3 s'est avéré étre t associé au DT1 chez

les patients d'origine brésilienne (Paramel et al., 2015).

11




Rappels Bibliographies

1$35629419] 1510754558
157512998 rs4353135]
2027432
A 64266924
1555646866
16672995
107635144
rs10733113
o
5'UTR 1 2 3 { 5|6 7 8 9

NLRP3

Figure 5 : Représentation schématique des polymorphismes du géne NLRP3 étudiés en
relation avec les maladies inflammatoires

1.5.4. Association diabete et polymorphisme du gene NLRP3

Un certain nombre d’études se sont intéressées aux polymorphismes pouvant étre
associés a des maladies a étiologie complexe tel que diabéte ; une des maladie multifactorielles
dont la progression c’est avéré associer au polymorphisme du gene NLRP3. Une fois que
I’inflammasome NLRP3 sera activé. Il conduit a I’activation de la pro-caspase -1 en caspace-1
active, I’expression et la sécrétion des cytokines pro-inflammatoire IL-1B et IL-18. Celle ci
jouant un role cruciale dans la résistance a I’insuline. Elles peuvent provoquer un stress des

cellules béta des Tlots pancréatique ainsi que leur endommagement (Klen et al., 2015).

En conséquence, I’analyse de ces variabilités et structure génétique de I'espéce humaine parait

essentiel, pour combattre les maladies communes a composante genétique et d'identifier les
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polymorphismes et les genes impliqués dans des susceptibilités d’atteinte et ainsi définir les

cibles thérapeutiques potentiels dans la progression de la maladie.

Le diabéte de type 1 (DTL1) ; est une maladie auto-immune spécifique a un organe caracterisée,
par la destruction médiée par les lymphocytes T et des cellules p pancréatiques productrices
d'insuline. Une combinaison de facteurs génétiques et environnementaux conduit finalement a
la perte de la masse cellulaire fonctionnelle des cellules 3 et a I'hyperglycémie (Tai etal., 2016).
Contrairement aux cellules résidant dans les tissus, telles que les macrophages et les cellules
dendritiques, les cellules T sont rarement observées dans les Tlots pancréatiques sains. Par
conséquent, le recrutement des cellules T effectrices vers les Tlots pancréatique est une étape

clé de l'inflammation et de la destruction des cellules B caractéristique du TD1 (Ding et al.,
2019).

L'activation de l'inflammasome NLRP3 déclenche des réponses immunitaires innées et libere
de I'lL-1P active. Ces cytokines sécrétées et les IFN de type 1 peuvent provoquer un stress des
cellules béta des Tlots pancréatiques et également faciliter I'activation des cellules T naives qui
sont amorcées avec les auto-antigenes des cellules béta des Tlots présentés par les macrophages
ou les Cellules dendritique. Cet événement attire des macrophages plus matures, des Cellule
dendritiques et des cellules T effectrices pour migrer vers les Tlots pancréatiques pour a la fois
endommager directement les cellules f et indirectement via les cytokines pro-inflammatoires

(Taietal., 2016).

Le diabéte de type 2 (Le DT2) ; appelé aussi diabete non insulino-dépendant ou le diabéte de
la maturité ; est défini par un désordre chronique. Il est caractérisé par une altération du
métabolisme lipidique et glucidique liée a une déficience soit de la sécrétion d’insuline
(insulinopénie ; dysfonction des cellules B-pancreéatiques), soit de 1’action de I’insuline
(insulino-résistance). C’est est une maladie multifactorielle, hétérogéne et polygénique qui peut
étre déclenchée par I’interaction d'anomalies de plusieurs génes intervenants dans le
déterminisme du DT2 (tels les génes de la glucokinase, du glucagon, etc.) , et qui s'expriment
en présence de facteurs environnementaux comme 1’obésité, l'hypertension artérielle, la
dyslipidémie, etc (Abderrazak et al., 2017). La résistance a l'insuline, souvent associée a
I'obésité, et les defauts de sécrétion d'insuline sont des facteurs de risque majeurs de diabéte de
type 2. Les anomalies génétiques jouent un réle important dans la survenue de cette maladie.
Cette part héréditaire est a 1’origine de plusieurs formes de DT2 dont la plupart des mutations
influent s la sécrétion de I’insuline (Wang et al., 2015). De plus les patients diabétiques de type
2 ont montré des taux éleves d'/ARNmM et de protéines NLRP3, ASC, IL-1B et IL-18 dans les
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macrophages dérivés de monocytes, par rapport a ceux des sujets témoins sains.
L’inflammasome NLRP3 peut contribuer a promouvoir la production de cytokines
inflammatoires et la résistance a l'insuline en réduisant la signalisation de l'insuline. IL-1pB
sécrété suite a I’activation de I’inflammasome NLRP3, peut induire une résistance a l'insuline
en réduisant la phosphorylation de la tyrosine du substrat-1 du récepteur de I'insuline (IRS-1)
et I'expression du gene IRS-1(Ding et al., 2019; Abderrazak et al., 2017).

1.6. Conséquences physiopathologiques du polymorphisme de NLRP3

La complexité d'une maladie inflammatoire courante est influencée par de multiples facteurs
génétiques et environnementaux contribuant a la susceptibilité a la maladie. Des études de
polymorphisme génétique sur des cohortes de patients pourraient aider a déterminer la
signification fonctionnelle des données d'expression des protéines. Enfin, I'identification
d'outils pharmacologiques sélectifs capables d'affecter I'expression et / ou l'activité de cette
nouvelle voie qui pourrait représenter la preuve ultime de l'importance de I'axe inflammasome-
caspase-1-1L-1B / 18 dans le développement de l'inflammation métabolique. La protéine
NLRP3 est connue par des mutations responsables de I’apparition des maladies inflammatoires
graves. Par exemple ,Les patients ayant un syndrome de fievres récurrentes héréditaires et des
maladies inflammatoires chroniques, présentent des mutations au niveau de I’exon 3 du géne
qui code cette protéine (Abderrazak et al., 2017). En dehors du diabéte et ces complication Le
polymorphisme de I’inflammasome Nlrp3 est associer a un spectre de maladie inflammatoire ;
tel que les Maladie inflammatoire de [l'intestin, Maladies cardiovasculaires, Polyarthrite
rhumatoide, Spondylarthrite ankylosante, Maladie cceliaque, La maladie d'Alzheimer, la
Goutte, I’asthme et le cancer. On trouve tous les pathologies associer au variation génique dans

le lien suivant :
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Matériels Et Méthodes

2. Matériel et méthodes

Dans cette partie, nous avons développé une étude in Silico pendant une durée de
temps de 06 mois du mois de Mai 2020 jusqu’au mois de Septembre.

Notre objectif principal est d’étudier le polymorphisme du géne NLRP3 et son
association a ’apparition du diabéte chez I’homme en utilisant différentes les Bases des
données génomiques et les outils de la bio-informatiques.

2.1. Matériels
2.1.1. Matériel biologique

Les identifiants (numéros d’accessions) et les sources des séquences nucléotidiques
transcrites du gene « NLRP3 » Refseq géne et RNAseq sont représentés dans le tableau ci-

dessous (tableau I). Ces données sont stockées dans des bases de données a acces libre.

Tableau | : Description du géne NLRP3

Geéne Nombre de Nombre emplacement  Refseq NCBI  Géne ID
paire de bases | d’exon
NLRP3 39936 pb 10 1q44 NG_007509.2 114548

2.1.2. Matériel non biologique

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

répertoriés dans le tableau Il.

Tableau I1 : Description des différent outil de bio-informatique

Base de Commentares URL
données
NCBI  C’est une base de données Qui fait https://www.ncbi.nlm.nih.go

progresser la Science et la santé en

Fournissant l'accés al’information

biomédicale Et génétique.

C'est une base de données Ouverte, https://genome.ucsc.edu
UCSC  stable et Accessible en ligne, elle est

Issue de la consolidation De I'ensemble

des données produites par la

communauté scientifique.

16



https://genome.ucsc.edu

Galaxy C’Est une plateforme de travail En https://usegalaxy.org/
ligne Contenant divers Outils pour
effectuer un grand nombre d’opération
sur des données génomiques

Ensembl C’est un systeme bio-informatique http://www.ensembl.org
d'annotation automatique de génomes.
Permet de filtrer les données des SNP
codants du promoteur\exon du géne

2.2 Méthodes

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

Interrogation des bases de
données

Récolte des informations

NLRP3
NCBI UcscC Ensembl Galaxy
Protéique Importer la séquence FASTA Nucléotidique
SNP, rs
Trier les rs par LitVar
Association pathologique Variation dans la séquence

Figure 6 : Méthode de recherche des SNP du géne NLRP3.
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2.2.1. Outils bio-informatiques

2.2.1.1. Outil NCBI
Principe : NCBI est le centre national de 1’information biotechnologique. C’est aussi
I’institut américain pour l'information biologique moléculaire. a partir de sources de données

multiples, cette source de donnés nous permet d’initie la récolte d’information sur le gene
« NLRP3» (Furey., 2006).

Méthodes

Tous d’abord faut consulter le site (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et insérer le mot clé

caracterisé par le symbole du géne « NLRP3 », on s’assurant que le type d’information que

I’on cherche est sur « GENE », puis et on appui sur « search » (figure.7).

La recherche nous donne une multitude d’ID et nom de géne avec différents especes . et
donc, on appuis sur le nom du géne de I’espéce homo sapiens ( humain ) (Figure 8). Une autre
page s’ouvre, indiquant toutes les informations sur le gene NLRP3 avec les divers outils pour

la suite des recherches.

ces & How To & Signin to NCEI

-
—NCBI [cene | v![nires]

Mational Certer for

—_
Biotechnology Infarmstion I | |

COVID-19 i an emerging, rapidly evalving situation.
Getthe latest public health infarmation from CDG: hitps fhawwe coronavirus. goy
@ Getthe latest research from NIH: hitps:fwwenib. govicoranavirus.
Find MCBI SARS-Co\-2 literature, sequence, and clinical content: hitns fhawesenchinlm.nib.gowsars-cowv-21.

NCBI Home Welcome to NCEI Popular Resources
Resource List (A-2) The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to PubMed

N EEEaiTEes hiomedical and genomic information Baokshelf

Chemicals & Binassays About the MCBI | Mission | Drganization | MCBI News & Blog Publded Central

Data & Software BLAST

DNA & RNA, Submit Download Learn Mucleotide

Dornains & Structures Deposit data or manuscripts Transfar MCEI data to your Find help docurments, attend & Genome

Genes & Expression into WCBI databazes computer class or watch a tutorial SHP

Gengtics & Wedicine Gene

Genomes & Maps Fratein

Homology PubChern

Literature

Prateins NCBI News & Blog
Sequence Analysis Develop Analyze Research Hpg:ted and \mp‘m‘ved collection of

Figure 7 : Plateforme NCBI et recherche sur le géne
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Résultats de recherche
Articles: 1 220 sur 768 Page sur 39 Suivante | Dernier ==

O var egalermnent 8 articles abandonnés ou remplacés.

Mam /1D de géne | La description Emplacement Alias Tl
(] M3 Farnille MLR, dormaine pyrine  Chrormosome 11, AGTAVPRL, All £ AP, Cias1,
ID: 216794 contenant 3 [ Mus muscuils MC_00007 7 & FCAS, FCU, MWS, Mmigl,
[gouris domestigue)] (59541569, 59566955) MALP3, Pypaf
C|MLRP Domaine pyrine de la famille Chromosome 1, AGTAVPRL, All, AP, Claor? E0R416
(NN LT [N contenant 3 | oo MC_000001.11 CIAST, CLR1.1, DFMNA3S, FCAS,
dapiens (humain)) (247416163, 247448823)  FCAST, FCU, KEFH, MWS,
f # MNALP3, PYVRAF1
O Mlrpa Famille MLR, damaine pyrine Chromogome 10, Ciasl
ID: 287362 contenant 3 [ Rattus MC_005109.4

norvegicls (rat de Morvege)) (45884324, 45318290)

Figure 8 : Résultats de recherche et choix d'ID du géne selon I'espéce

2.2.1.2 Outil Ensemble genome browser

Principe: Le navigateur de génome d’Ensembl est un systéme bio-
informatique d'annotation automatique de génomes. C'est un projet conjoint de I'Européen Bio-
informatique Institute (EBI) et du « Welcome Trust Sanger Institute » (Furey., 2006). Il fournit
une multitude de données génomiques librement disponibles et gratuitement accessibles pour
les chercheurs en génétique, en génomique et en biologie moléculaire

(http://www.ensembl.org)
Méthode

Tous d’abord on va vers plateforme ensembl http://www.ensembl.org. On retrouve une
barre bleu claire ou on introduit le géne « NLRP3 » et On choisit I’espéce « homo sapiens »
(figure 9).

Une multitude de résultat nous apparaissent, on appuis sur « NLRP3(Human Gene) »,
ensuite une nouvelle page apparait qui donne un apercu des informations disponibles au niveau
du géne (figure 10), ainsi que le tableau de transcription qui montre chaque variante d'épissage
d'un gene (les transcrits codant et non codant pour les protéines) et le résume avec des liens

vers des bases de données externes.

Par la suite, on se dirige vers « sequence » trouver en haut de « Gene-based displays »

(figure 11). la séquence génomique du géne « NLRP3 » apparait, on peut télécharger la
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séquence en cliquant sur « downlond sequence » puis on appuis sur « configurate this page »

et on a fait les changement (figure 12).

All genomes

Teols BioMart > BLASTIBLAT > Variant Effect Predictor >
All tools Export custorn datasets from Search our genomes for your DA Analyse your own variants and
Enzembl with this data-rnining tool or protein sequence pradict the functional conseguences
of known and unknown variants
Search

Hurnan ~ [for

MLRP3 ©

&.. BRCAZ or rat 5:62797363 63627669 or rs699 or coronary heart disease

Faveurite genomes #

|-- Select a species -

Pig breeds
¥ Pig reference genome and 12 additional breeds

Human
¢ B CRCH32.p13
Still using GRCHh3ITY

[— Mouse

figure 9 : Plateforme Ensembl et lacement de la recherche sur le gene

Géne 2368
Transcription 483
GeneTree 101
ProbeF eature 20
Clones et régions 1
Famille de protéines 93
Humain 100
Souris 507
Poisson zébre 2

Tortue géante de IMe dAhingdon
Singe vert africain 16
Autruche africaine 5]

173 autres espéces .

Par page:

JBLAT | WEP | Outils | Bioha gléch n Aide et documentation | Blog

NLRP3 [ Q

3064les resultats correspondent 4 MLRP3

Youliez-vous dire ... ¥

NLRPS (géne humain)
ENSGO00001627 11 1: 247416156- 247449108 1
Domaine pyrine de la famille NLR contenant 3 [Source: Symbole HGNG; Acc: HGMNC: 16400]

LRE_197 (affichage LRG dans l'enregistrement du géne Ensembl; description: enregistrement de
référence du locus génomigue pour MLRF3 ) est une référence externe appariée au géne
ENSGE00000162711

Table des variantes = Phénolypes = Emplacement = Réf. Externes. » Régulation = Orthologues = Arbre géndtigue

MLRP3-203 (transcription humaine)
ENSTOO0D0366496 1: 247418053-247443817: 1
Domaine pyrine de la famille MLR contenant 3 [Source: Symbole HGNC; Acc: HGMNC: 16400]

R-HSA-B44456 (enregistrement de transcription Reactome, description: I'inflammasorme MLRP3 ) est
une référence externe assortie 4 la transcription ENSTO00003664965

Emplacement » R&f. Externes. » ADMG seq. » Exons e Table des variantes « Protéine seq. » Population

« Résumé des protéines

HLRP3- 204 (transcription humaine)
ENSTOOD00366497 1: 247416156-247449102: 1
Damaine pyring de la famille MLR contenant 3 [Source: Symbole HGMC, Acc: HGMC: 16400]

R-HZA-B44456 (enregistrement de transcription Reactome; description: I'inflammasome MLRP3 ) est
" " 2 !

Figure 10 :

Choix de sélection du géne d'intérét dans Ensembl

20



http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ensembl.org/Human/Search/Results?q=NLRP3;site=ensembl;facet_species=Human

Matériels Et Méthodes

- Secandary Structure Description MLR family pyrin domain containing 3 [Source:H
_”gfnao’ﬁilvfaf;mgf: Gene Synonyms AGTAVPRL, All, AP, Clor7, GIAST, CLRLT, DI
- Gene tree Location Chromosome 1: 247 416 156-247 448 108 forwarn
[ Gene gainfloss tree GRCHE CMDDJEE3.2
- Orthologues
- Paralogues About this gene This gene has 10 transcripts (zplice varants), 10
ed displays — Ensembl protein families phenotypes,
& Gene: NLRP3 enscoooonis2711 ntologies ! Transci
i pts
GO Biological process
‘ BCondary structure Description ] GO: Cellular camponent
B Comparative Genomics GO: Malecular function "
Genaomic alignments Gene Synonyms A Phenatypes Marked up sequence9
Gene tree Location c enetic Variation
Gene gainfloss tree =] F\fariam table
Orthologues Variant image
Paralogues About this gene T Structural variants
Ensembl protein families nt ene expression
& Ontalagiss Transcripts . Pathnay Exons  NLRP3 exons Al exans in this region
GO Biological process Fequlation
E G0: Cellular component Extemal references Markup  loaded
G0 Molecular function Fupparting evidence
I Phenotypes l Showrhide columns (1 hidden) - [ Histary
E- Genetic Variation : L
‘“fariant table Name Transcript ID bp >chromosome: GRCh3E8:1:247415556:247449708: 1
Evariam image NLRP3-204 EMSTOOOOD3EEASY.B 4318 COGTCTCATGAGCTGCAGAGTAGGTCTGTGTGTGTCTCTCCTCAAGC TACTCALGC TGAG
Structural variants NLRP3.205 EMSTOO000391827.3 4242 GCTTTGTGTGCATGCCTGOCACATACCAGCCATTCCGTGAGTGTTAGTGGLACAGGTGRG
— Gene exprassion — TCAATGAGTC AGGGAGTALLATTTGTGCTTTALAAGTAGAACATGTCGGAGAGRACCTGT
b Pathway NLRP3201 EMSTOOOO0336119.6 4187 ACTGCOTTCCAGCCATCTTGCTGTGAGAGGACAGGGCATGGACTCTGGAGTTTGARGGCT
— Regulation GGGTCAGGTCATGC TCTGGATTCTTTACTC ACTCOCATGGCATGTCCTTAGTTTCACTTC
= Ex?emal references HLRP3-203 | ENSTOOO00366496.7 | 3955 CCTCACTCTCAGTGGAGCOGTTGC AGCGGGC AGTGTCAGAGGCALCATCCATTTAGCACT
i~ Supporing evidence NLRP3-206 EMSTOOOOOZS1E25.6 3853 GCCGATTTGACCCCCAGCCCCATCTCATACTGGCCTCCCACCCTGCTTCTGTGGGTGCT
E=- 1D Histor TCAGAGGAGAGCAAGGTGALCCCCAGTATGGAACCGAGACACGGTTTTGAC LACACTGTT
Gene ﬁisml’ NLRP3-202 CHETOOO0O0340089.7 3824 GATCCCATTTGGAARATCCAGC TATGTGATTAACCATTAGTCTCTCTGCCTCTGCTCTGA

TGTAAGTGGAGACCACATCCTTCCTGCCCCTTC TGGGGC TGCGACTGC TATARATTCATT

Figure 11 : accés aux séquences du géne ) . ) ) )
Figure 12 : acces a la configuration de la page de séquences

du géne NLRP3

2.2.2.1 Outil UCSC

Principe : Le navigateur de génome d'UCSC est un navigateur de génome en ligne,
gratuit et telechargeable hébergé par I'Université de Californie a Santa Cruz (UCSC), son site
fournit_un outil graphique permettant de visualiser une région spécifique d'un génome et une
collection de « pistes » d'annotations alignées ainsi qu’aux tables de la base de données MySql
sous-jacent aux annotations du navigateur de génome. Les deux navigateurs prennent en charge
une fonctionnalité de suivi des annotations personnalisée qui permet aux utilisateurs de
télécharger leurs propres données a des fins d'affichage et de comparaison (Karolchik et al,
2010).

Meéthode

le site https://genome.ucsc.edu va nous guider directement vers la plateforme d’UCSC

, ou on appuis sur « Genome Browser », ce qui va nous menez a une nouvelle page ou on
met 1’espéce « homo sapiens », I’assemblage humain « dec.2013(GRch38/hg38) » et le nom
du gene « NLRP3 ». Par la suite une multitude de résultats apparaissent et on sélectionne la
position du géne nous menant vers une nouvelle page, on va simplifier I’affichage en masquant
toutes les pistes de donnée en appuyant sur « hide all », puis on activera les pistes suivantes en
cliguant sur pack dans : Common SNPs \ ALL SNPs \ Flagged SNPs pour variation, et Old
UCSC genes \ UCSC all évents pour Genes. Puis on clique sur actualiser (refresh). Ensuite, on
clique sur « Tools » et on tape sur « table browser » pour trier les « rs », puis « output », « done

with selections » et « send query to galaxy » (figure 13).
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Tools  Mimors mioass MyData  Projects

Table Browser

Use this program to refrieve the data associated with a track in text formet, to calcutate intersections between tracks, and to refriewe DA sequence covered by a track. For help in using this
application see Using the Table Broveser for a description of the controls in this form, and the User's Guide for general information and sample queries. For more complex queries, you may want

touse our public S rver. To examine the biological function of your set through annotation enrichments, sand te dataf AT Refer to the Credits page for the list of
contributors and usage restrictions associated with these data. All tables can be downloaded in their enfiraty from the Sequence and Annotation Dovinkoads page.

clade: Mammal v/ genome: |Human v| assembly: Dec 2013 (5RCHSMg3E) v

group: Varation | track:| Comman SNPs(151) v| | add custom tracks || frack hubs

table: | snpi5iCammon v | | descrbe table schema

Note: Most dbSNP tabies are huge. Trying fo download them through the Table Browser usually leads to a imeout.
Please see our Data Access FAQ on how to dovmload dbSNP data

region: O genome ® position | chrl 247 416186247 448,108 Inokup || define regions:

identifiers {namesiaccessions): | pzste list || upload list

filter: | create
intersection: | create

cormelation: | create

output format: [BED- bwserextensibedata | Send outputto B Galaxy
outputfie:[ | {leaveblankto kesp oupputin browssr]
file type returned: ® plaintext O gep compressed

gt autput || summary/statistcs

To reset all user cart setings (incusng custom wacks), cick ers

Figure 13 : Recherche des SNP « rs » par I’outil UCSC

2.2.1.3 Outil Galaxy

Principe : Galaxy est une plate-forme Web open source pour la recherche biomédicale
intensive en données. C’est de flux de travail scientifique, d'intégration de données, de
persistance et de publication de données et danalyses qui vise a rendre la biologie
computationnelle accessible aux chercheurs qui n'ont pas d'expérience en programmation
informatique.

Méthode

le site https://usegalaxy.org/ va nous menez a la plateforme Galaxy , ou on trouvera le
résultat de notre recherche sur UCSC dans « history » et cela on appuient sur « vieu data » qui
est symbole par un eil. (figure 14)
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Tools
Galaxy is an open source, web-based platform for data intensive biomedical research. If you are

search tools (x] new 10 Galaxy start here or consult our help resources. You can install your own Galaxy by following
the tutorial and choose from thousands of tocls from the Tool Shed
Get Data

Collection Operations
GENERAL TEXT TOOLS

James Taylor (1979-2020) believed that

scientific progress can best be sustained

through the mentoring of students and
junior faculty.

Text Manipulation

Filter and Sort

To ensure implementation of this vision, the Galaxy
community has established a foundation—Junior

Join, Subtract and Group

Datamash Trairing and Eucational Conrections Hotspot (JTech).

GENOMIC FILE MANIPULATION Tech's mission is to (1) assist graduate students to
articipate in computational biology and data science

FASTA/FASTQ perice ! o

conferences, and (2) organize and host mentoring
sessions between senior and junior faculty members
3t hich-orofile meetings,

FASTQ Quality Control

History =X -]
Rechercher des dorinées e 0

Unnamed history

1 shown

2675K8 1

1: UCSC Main on Human: 9‘ X
snpl151Common (chri:24
7,416,156-247,448,108)

Figure 14 : Recherche des snp « rs » par plateforme Galaxy

2.2.1.4 outil DISGENET

Principe : DisGeNET est une plate-forme de découverte compléte congue pour répondre a

diverses questions concernant le fondement génétique des maladies humaines. DisGeENET

contient plus de 380 000 associations entre plus de 16 000 genes et 13 000 maladies, ce qui en

fait 'un des plus grands référentiels du genre. il offre I’'une des collections les plus complétes

d’associations gene-maladie humaines et un ensemble précieux d’outils pour étudier les

mécanismes moléculaires sous-jacents aux maladies d’origine génétique, congus pour répondre

aux besoins de différents profils d’utilisateur, notamment les bioinformaticiens, les biologistes

et les professionnels de la santé (Pifiero et al ., 2015).

Méthode

Afin d’effectuer la recherche sur DISGENET , il suffit d’entrer au site http://www.disgenet.org.

La plateforme DisGeNET s’ouvre et on introduit simplement le nom du géne « NLRP3 »

(figure 15).
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Accuell A propos Chercher Mavigateur APl Téléchargements Cytoscape RODF disgenet2r  Aldez-moi Covid-189

®les
maladies genes warlantes

NLRP3 8

Exemples: APP, PO4B37, histone deésacétylase 1

Maintenes la touche "t pour sélectionner plusieurs génes

Liens généraux

¢ Résumé de toutes les iations de

* Toutes les preuves soutenant les associations de maladies géniques.

Figure 15 : Recherche de I’association géne maladie par la plateforme DISGENET

2.2.1.5. Outils LIT VAR
Principe

LIT VAR permet la recherche et la récupération d'informations pertinentes sur les
variantes dans la littérature biomédicale et montre les relations biologiques clés entre une
variante et ses entités proches (par exemple, les genes, les maladies et les médicaments). Les
résultats LitVar sont automatiquement extraits (avec des mises a jour regulieres) de plus de 30
millions d'articles Pub Med ainsi que des articles en texte intégral applicables dans Pub Med
Central.

Meéthode

le site web https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Lu/Demo/LitVar/# nous permet

d’accéder a la plateforme puis il surfait d’introduire le nom du géne dans la barre de recherche

puis appuyer sur « entrée » (figure 16).

ta: L APl

# DIDACTICIEL

# [MitVar

NLRP2

Essayez: A146T, cA366> A, 15121913527 ou CFHRIZ19C

Figure 16 : Recherche par LiT VAR des associations polymorphiques
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Résultats Et Discussion

3. Résultats et discussion

Rappelons que notre étude est une étude in silico qui utilise des outils bio-informatique pour

comprendre et étudier 1’association du polymorphisme du géne NLRP3 dans le développement du

diabete.

3.1. Résultats

3.1.1. Résultats de ’OUTIL NCBI

La plateforme NCBI nous a fourni le résultats d’annotation du géne NLRP3, ou on vois les
11 différents transcrits codant ( en vert ) dans la direction 5> UTR , ainsi que le transcrit non codant

(enviolet) .
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Figure 17: Résultats de 1’outil NCBI du géne NLRP3

3.1.2. Résultats de I’outil Ensembl

Ensembl nous a fourni un tableau des différents transcrit indigant leur noms, I’ID du transcrit,

nombre de pair de bases, nombre d’acide aminé dans la protéine, la translation et le biotype

(transcrit code pour une protéine ou pas) (figure 18).
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lShowﬂhide colurnns (1 hidden)

Name Transcript ID bp Protein Biotype CCDS & UniProt RefSeq Match
NLRP3-204 EMSTOOOO0SEG497 .6 4316 97%a | Protein coding CCOS44346 % QEEP20E -

NLRP3205 CMSTOODO0391G27.3 4242 9772z | Protein coding - Q9EP20E [
NLRP3-201 EMSTOOOOO335119.8 4187 1034as i QBP0 biA_O01243133 260 TELA  GEMCODE hasic  APPRISP1 MAME Selactvl 9
NLRP3203 EMSTOONON3GG4SE 7 3395 9772z P
NLRP3 206 ENSTOOOO0391528 5 3853 103422 | Protein co ing - D9EP20 &

COBPI0 & - TSL1  GENCODE hasic

FPRIS P1
NLRP3202 ENSTOOOO0348069.7 3824 920az | Protein coding - QEpP20 & - TSL:1  GENCODE hasic
NLRP3.210 ENSTOO000G432342 3207 1014aa | Protein coding - QOEP20E - GEMCODE hasic
NLRP3207 ENSTOOOO0A74752 2 2524 F17aa  |Pmtein coding - DOEP20E
NLRP3209 EMSTOOO00642259.1 3630 67222 DMonsense mediated decay - ADAZREYVEGT &

NLRP3208 ENSTOOOO0S320531 573 Mo protein | Retained intran

Figure 18 : Résultats des transcrits par Ensembl

Ensemble nous a fourni aussi la région en détail du gene NLRP3 par rapport aux autre génes, au

niveau du chromosome 1 ; ou il est marqué en vert (figure 19).
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Figure 19: Résultats de la localisation du géne NLRP3 dans le chromosome 1

Cette plateforme nous a aussi fourni la séquence nucléotidique du gene NLRP3 avec un marquage
des séquences variantes au niveau du gene par exemple les variation synonyme (celle dont la
mutation ne méne pas au changement d’acide aminé) elle sont marqué en vert. Les mutations qui
meéne a un codant stop sont marqué en rouge, les site d’épissage en orange (variation non

synonyme) (Figure 20).
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Figure 20: Localisation des polymorphisme snp « rs » sur la séquence nucléidique du gene NLRP3

3.1.3. Résultat de I’outil UCSC

La plateforme UCSC nous a fourni un tres grand nombre de SNP avec leurs numéros a I'écran
qui apparaissent montrent la diversité du polymorphisme du géne NLRP3, dont :

les rouges sont des SNPs codants non synonymes

les verts sont des SNPs codants synonymes

les bleus sont les SNPs des régions d’épissage ou des régions non traduites

les noirs représentent les SNPs des régions ironiques (figure 21).

28



http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?db=core;g=ENSG00000162711;r=1:247415116-247459205

Résultats Et Discussion

UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly
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Figure 21 : resultats des differents rs du géne NLRP3

3.1.4. Résultats de ’outil GALAXY

GALAXY nous a fourni le nom des différents rs ainsi que leur localisation et la variation qui

constitue chaque rs . Sachant qu’un lien dans la plateforme Galaxy peut nous fournir les mémes
résultats que UCSC (figure 22).
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DISGENET nous a donné un tableau qui représente toute les maladies qui peuvent étres

associer a chaque variante du gene NLRP3, par la suite nous avant filtrer les résultats obtenu pour

avoir toute les association possible , des different rs du gene NLRP3 avec le diabéte (tableau I11).
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Table 111 : Résultats de recherche de SNP associer au diabéte
variant maladie | scor | Type origi preuve PMID Année
e d’associ | nal PMID
ation BD
rs1213790 | diabete | 0.01 | Genetic | BEF | Enconclusion, on 2678238 | 2015
L sucré |0 | Variation | REE | PropOse que le 7
polymorphisme de -
non- NLRP3 rs10754558
insulino- contribue au
. développement du
dépenda DT2, mais que les
nt variants rs7512998 et
rs12137901 ne sont
pas associés a une
sensibilité a cette
maladie
rs7512998 | diabete | 0.01 | Genetic | BEF | Nous avons mené une | 2678238 | 2015
sucreé 0 Variation | REE | étude cas-témoins 7
non- pour étudier le role de
insulino- trois polymorphismes
dépenda courants (rs10754558,
nt rs7512998 et
rs12137901) de la
famille du gene NLR,
domaine pyrine
protéine 3 (NLRP3)
dans le développement
du diabete sucré de
type 2 (T2DM).
rs1204821 | diabéte 0.01 | Genetic | BEF | Les polymorphismes 2211265 | 2011
5 sucré 0 Variation | REE | rs2027432 et 7
non- rs12048215 pourraient
insulino- étre utilisés comme
dépenda estimations de risque
nt pertinentes pour le

développement de la
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septicémie et du
syndrome MOD chez
les patients présentant
un traumatisme majeur,
dans lequel rs2027432

pourrait étre un SNP

T2DM, mais que les
variants rs7512998 et
rs12137901 ne sont
pas associés a une
sensibilité a cette

maladie.

fonctionnel.
rs3582941 | diabete | 0.01 | Genetic | BEF | Enrevanche, nous 3091532 | 2019
9 , L. n‘avons trouvé aucune
fs'ucr(_a 0 Variation | REE | esociation de NLRP3 | 2
insulino- et rs35829419 et
dépenda CARDS rs2043211
ot avec le
développement du
DT1, de la MC ou des
deux maladies
ensemble
rs1075455 | diabéte 0.02 | Genetic | BEF | En conclusion, nous 2678238 | 2015
<] sucré 0 Variation | REE | proposons que le 7
insulino- polymorphisme NLRP3
dépenda rs10754558 contribue
nt au développement du

3.1.6. Résultants de ’outil LITVAR

LITVAR nous a fourni un ensemble d’information sur certains rs ¢tudier ,ainsi que leur

association au diabéte. Apreés filtration des données ; montrent Just les variant associer au diabéte.

on entrant dans chaque variant (rs) en vois les autres maladies ou pathologies dont il peu etre
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associer le méme rs , ainsi qu’une citation montrant ou il a été indiquer et le résultats de I’étude de

I’association de la pathologie avec le variant ( figure 23).
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Figure 23 : résultats des SNP et leur association au diabéte
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3.2. Discussion

Dans I’évolution du diabéte, les cellules B pancréatiques sont soumises a un Processus
d’infiltration de cellules immunitaires qui ne sont pas sensé¢ y étre ainsi. L’infiltration par les
lymphocytes T au niveau des ilots de Langerhans va conduire a un apoptose puis une insulite
jusqu’a en arriver complications du Diabete (Vasumathi et Klaus ,2014).

Il a été rapporté que NLRP3 était impliqué dans la reconnaissance de plusieurs modeles
moléculaires associés a des agents pathogeénes, induisant I'assemblage d'inflammasomes,
I'activation de la caspase-1 et la sécrétion de la cytokine pro-inflammatoire IL-1pB, ainsi que de

jouer un réle dans le résultat réponse immunitaire innée (Gross et al., 2011).

les résultats final Forni par GALAXY nous montre non seulement le nom de chaque SNPs
du gene NLRP3 mais aussi sa localisation et type de mutation et en contribution avec les résultats
précedant présenté par DISGENET et LIT VAR .

Ainsi I’analyse des différents subtilité d’association du polymorphisme du gene NIrp3 avec
la pathologie du diabéte par les preuves donné par ses deux plateformes, il a été trouve que seul le
polymorphisme rs10754558 été associer au diabéte de type 2 avec un score de 0.020 , suggérant
que des mutations dans NLRP3 sont impliquées dans la sensibilité a cette maladie , mais que
rs7512998 et rs12137901 ne le font pas (Benetti et al., 2013).

Il est bien connu que la résistance a l'insuline est le principal mécanisme conduisant au
développement du DT2, et de nombreuses cytokines inflammatoires, comme I'lL-1, jouent un role

important dans la perturbation de la signalisation de I'insuline (Stienstra et al., 2010).

Les différente preuve fourni par DISGENE a partir des différents études méne sur I’étude des
difféerent polymorphisme du gene NLRP3 montre que le polymorphisme rs7512998 , rs 12137901
, 1s 1307114721 , rs35829419 ,12048215 et rs2027432 ne sont pas associer au diabete (Zhang et
al., 2011) . Cependant, le rs10754558 était significativement associé a une résistance a l'insuline
et a un risque accru de DT2 (Wang et al., 2015;Benetti et al., 2013).
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Et en effet, plusieurs études ont montré qu’il existe bien une association entre le
polymorphisme rs10754558 et le développement du diabete puisque l'allele G multiplie par 1,3
I'expression de NLRP3 par rapport a I'alléle C. Contrairement au autre variant, dont 1’association
maladie. Il est bien connu que la résistance a l'insuline est le principal mécanisme conduisant au
développement du DT2, et de nombreuses cytokines inflammatoires, comme I'lL-1p, jouent un réle

important dans la perturbation de la signalisation de l'insuline.
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3.3. discussion

In the devloppement of diabetes, pancreatic B cells go through an infiltration process by
immune cells that are not supposed to be so. Infiltration by T lymphocytes in the islets of
Langerhans will lead to apoptosis and then insulitis, leading to complications of Diabetes
(Vasumathi, Klaus ,2014).

NLRP3 has been reported to be involved in the recognition of several molecular patterns
associated with pathogens, inducing the assembly of inflammasomes, activation of caspase-1 and
secretion of the pro-inflammatory cytokine IL-1p, as well as playing a role in the innate immune

response outcome (Gross et al., 2011).

The final results Forned by GALAXY show us not only the name of each SNPs of the
NLRP3 gene but also his location and type of mutation and in contribution with the previous results
presented by DISGENET and LIT VAR.

Thus, the analysis of the different subtlety of association of the polymorphism of the Nlrp3
gene with the pathology of diabetes by the evidence given by its two platforms, it was found that
only the rs10754558 polymorphism was associated with type 2 diabetes with a score of 0.020,
suggesting that mutations in NLRP3 are involved in susceptibility to this disease, but that
rs7512998 and rs12137901 do not (Benetti et al., 2013).

It is well known that insulin resistance is the primary mechanism leading to the development
of DT2 and many inflammatory cytokines, such as IL-1B, play an important role in disrupting

insulin signaling (Stienstra et al., 2010).

The different evidence provided by DISGENE from the different studies conducted on the
study of the different polymorphism of the NLRP3 gene shows that the polymorphism rs7512998,
rs 12137901, rs 1307114721 and rs35829419 are not associated with diabetes but that the
polymorphism rs 12048215 and rs2027432 could be used as relevant risk estimates for the
development of sepsis and MOD syndrome in patients with major trauma, in which rs2027432
could be a functional SNP (Zhang et al., 2011) . and that, rs10754558 was associated with insulin
resistance and an increased risk of DT2 (Wang et al., 2015; Benetti et al., 2013).
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Résultats Et Discussion

And indeed, several studies have shown that there is indeed an association between the
rs10754558 polymorphism and the development of diabetes, unlike the other variant whose
association is not significant. Stienstra et al., 2010 suggesting rs10754558 are involved in
susceptibility to this disease. It is well known that insulin resistance is the primary mechanism
leading to the development of DT2, and many inflammatory cytokines, such as IL-1B, play an

important role in disrupting insulin signaling.
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Conclusion
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Le diabete est une maladie métabolique caractérisée par un niveau de sucre trop élevé dans
le sang et 1’altération de la production d’insuline et Compte tenu des énormes effets négatifs du
diabete sur la personne et la société, a la fois DT1 et DT2, due aux complication majeure de la
maladie. L'inflammasome NLRP3 fournit une plateforme de signalisation, qui conduit a la
production de puissante cytokines pro-inflammatoire ; tell qu’IL-1p et IL-18 qui Se sont avéré

ayant un réle dans la résistance a I’insuline et la progression du diabete.

Notre étude est faite sur le polymorphisme du gene NLRP3, celui-ci conduit a la formation
de I’inflammasome NLRP3 dont ses produits semble étre un élément déclencheur du diabéte. notre
objectif est d’étudier les différents variant du gene NLRP3 et leur association avec le diabéete en

utilisant des programme bio-informatique.

La recherche des mutations polymorphique du géne NLRP3 par I’utilisation des données des
publications récolté dans les site bibliographique Pub Med et les différents outils bio-informatique
nous a permet de trouver les différentes variantes du gene NLRP3 ainsi que s’eux qui sont
susceptible d’étre associer au diabéte comme le rs12048215, rs35829419, rs2027432, rs10754558,
rs 7512998 et rs 1307114721. Et apres filtration des donnés récolté par DISGENET et LIT VAR,
on est arrivée a la conclusion que seul le rs10754558 est significativement associer avec la
résistance a I’insuline ; le principal mécanisme conduisant au développement du DT2 .et de
nombreuses cytokines inflammatoires, comme [I'IL-1B, jouent un rdle important dans la

perturbation de la signalisation de l'insuline.

Les études de polymorphisme génétiqgue du gene NLRP3 sur des cohortes de patients
appropriées pourraient aider a déterminer la signification fonctionnelle des données d'expression
des protéines. D’ou la nécessité d’études supplémentaire ; Tell que I’étude de la protéinique de ce
variant pathogéne ainsi que les différentes interactions qu’elle peut avoir cette protéine avec le
diabéete et méme avec d’autre pathologie. Enfin, I'identification d'outils pharmacologiques sélectifs
et de nouvelles thérapies potentielles capables d'affecter I'expression et / ou l'activité de cette

nouvelle voie et enfin mettre a jour des traitements potentielle de cette pathologie.
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