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Résumé

Plusieurs facteurs contribuent au développement du diabéte qui est une maladie chronique
complexe se traduisant par une hyperglycémie qui conduit & son tour a des lésions affectant
plusieurs appareils ou systemes ; les facteurs environnementaux et les facteurs génétiques
dont certains genes sont mutés donnent des protéines tronquées, parmi ces genes on a les
génes codant pour les aquaporines qui sont des protéines membranaires intégrales jouant un
role important dans le transport de 1’eau et le glycérol dans les différents organes (ceil, voies
respiratoires,...) et affinent la réabsorption de 1’eau au niveau rénal. Les variations génétiques
mononucléiques (SNP) des genes codant pour ces aquaporines pourraient étre impliquées
dans D’apparition de diabéte. Notre étude in silico repose sur I’utilisation des outils
bioinformatique pour trouver les SNP des génes aquaporines impliqués dans le diabete. Pour
répondre a la problématique de notre étude in silico, nous avons utilisé les séquences
nucléotidiques stockées dans les bases de données a accés libre comme NCBI, et c’est grace
aux outils NCBI, Ensembl, UCSC et Galaxy qu’on a pu obtenir une liste interminable de SNP
des genes AQP2, 7 et 11. Afin de sélectionner seulement les rs qui sont impliqués dans
I’apparition du diabéte on s’est servi de 1’outil LitVar qui nous a permis d’associer chaque rs
avec le type de diabéte qu’il peut provoquer. Nos résultats confirment I’implication des
aquaporines 2, 7 et 11 dans la physiopathologie du diabéte, plus précisément le diabéte de
type 2 et le diabete insipide néphrogénique grace a la présence de huit SNP dans le géne
AQP2 dont cinq sont situés au niveau de I’exon 1 (rs1288385043, rs964170650, rs28931580,
151468828294 et le rs149659001), un SNP situé¢ au niveau de 1’exon 2 (rs104894333) et deux
SNP situés au niveau de 1’exon 4 (rs750321982 et rs104894339) impliqués dans ’apparition
du diabéte insipide néphrogénique, deux SNP dans le géne AQP7 (rs2989924 et rs3758269) et
un seul SNP situé au niveau de I’exon 1 du gene AQPI11 (rs2276415) impliqué dans
I’apparition du diabete type 2.

Mots clés: Aquaporines, genes des aquaporines, diabéte de type 2, diabéte insipide

néphrogénique, SNPs, outil



Abstract

Several factors contribute to the development of diabetes which is a complex chronic disease
resulting in hyperglycemia which in turn leads to lesions affecting several organs or systems;
environmental factors and genetic factors in which some genes are mutated encoding
truncated proteins, among these genes we have the genes encoding aquaporins which are
integral membrane proteins playing an important role in the transport of water and glycerol in
the different organs (eye, respiratory tract, etc.) and refine the reabsorption of water in the
kidneys. The mononucleic genetic variations (SNPs) of the genes encoding these aquaporins
could be involved in the development of diabetes. Our study in silico is based on the use of
bioinformatic tools to find the SNP of the aquaporin genes involved in diabetes. To answer
the problem of our in silico study, we used the nucleotide sequences stored in open access
databases such as NCBI, and with the help of the tools NCBI, Ensembl, UCSC and Galaxy
that we were able to obtain an interminable list of SNPs of the genes AQP2, 7 and 11. In order
to select only the rs which are involved in diabetes, we used the LitVar tool which allowed us
to associate each rs with the type of diabetes that can cause. Our results confirm the
involvement of aquaporins 2, 7 and 11 in the pathophysiology of diabetes, more precisely
type 2 diabetes and nephrogenic diabetes insipidus and that due to the presence of eight SNPs
in the AQP2 gene, five of them are located in exon 1 (rs1288385043 , rs964170650,
rs28931580, rs1468828294 and rs 149659001), one located in exon 2 (rs104894333) and two
located in exon 4 (rs750321982 and rs104894339) involved in the onset of nephrogenic
diabetes insipidus, two SNPs in the AQP7 gene ( rs2989924 and rs3758269) and a single SNP
located in the exon 1 of the AQP11 gene (rs2276415) involved in the onset of type 2 diabetes.

Keywords: Aquaporin, aquaporin gene, diabetes type 2, nephrogenic diabete insipidus, SNP,

bioinformatics tools.
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Glossaire

A

ADH : Initiales du terme anglais AntiDiurétic Hormone, en francgais hormone antidiurétique,
sigle d’une hormone sécrétée par 1’hypothalamus et stockée dans 1I’hypophyse postérieure ;

cette hormone permet la réabsorption de 1’eau au niveau du tube distal du néphron.

AMPc : Sigle de I’acide 3°-5" adénosine monophosphate cyclique. Il a été qualifié¢ de second

messager hormonal.

Annotation génomique : L’annotation génomique est une analyse informatique des
séquences obtenues lors du séquencage permettant d’identifier les séquences informatives des

génomes, ces séquences sont principalement des genes alors on parle de prédiction de géne.

Auto-immunité : n.f. C’est la capacité pour un organisme de déclencher des réactions

immunitaires contre ses propres constituants.

Blast : Il trouve des régions de similarités entre les séquences biologiques. Le programme
compare les sequences nucléotidiques ou protéiques aux bases de données séquentielles et

calcule la signification statistique.

C

Cellules acinaires du pancréas : ce sont des cellules qui produisent et secrétent les enzymes

de la digestion qui sont acheminées vers I’intestin via le systéme des canaux pancréatiques.

Cellules gliales : se situent dans le systéeme nerveux, elles entourent les neurones et

participent au contrdle de 1’environnement chimique et électrique.

Cellule gliale de Muller : c’est la principale cellule gliale de la rétine ; sa forme est allongée

et s’étend sur toute I’épaisseur de la rétine.



FASTA : Le format FASTA est un format texte qui peut représenter des séquences d'ADN,
d'’ARN ou de protéines stockees a l'aide de codes a une lettre. Il est couramment utilisé pour
stocker des séquences génomiques dans des bases de données biologiques. Le prototype du
format permet également d'utiliser des noms de séquence et des identifiants pour chaque

séquence.
G

Geéne : n.m. Nom donné par Johannsen en 1909 aux facteurs mendéliens. Il était consideré
comme une structure individuelle occupant un emplacement déterminé (locus) sur le
chromosome. Aujourd’hui, le géne est une unité élémentaire d’ADN capable de se reproduire

(réplication), susceptible d’une mutation et capable de transmettre un message héréditaire.
Glande sudoripare : est une glande située sous la peau qui secrete la sueur.

Glomérule : Partie du néphron ou un peloton d’artérioles rénales vient au contact de la

capsule du tube urinifere.

Glycémie : Elle indique le taux de glucose du sang. A jeun, elle est normalement de 0,85 g/L

et ne doit pas dépasser 1g/L qu’elle que soit I’alimentation de I’individu.

H

Hormone : n.f. Ce sont les régulateurs chimiques de I’activité d’un organisme. Emises dans

le sang par des glandes endocrines, elles agissent a faible dose sur les cellules cibles.

Hypothalamus : n.m. Zone de I’encéphale située a la base du cerveau, sous le thalamus

(=couches optiques), reliée par un petit pédoncule a I’hypophyse.

Hypophyse : Glande rattaché a la base du cerveau et sécrétant de nombreuses hormones.

Insuline : Hormone élaborée et sécrétée dans le sang par les cellules B du pancréas. Sa cellule

cible est la cellule hépatique.



K

KiloDalton : unité de mesure de masse moléculaire valant 1000 daltons (10° daltons).

M

Mutation : n.f. Modifications soudaine survenant au niveau du matériel génétique.
Lorsqu’une mutation affecte le matériel génétique d’une cellule sexuelle elle est a I’origine

d’un caractére nouveau qui se transmet héréditairement.

O

Ostéoclastes : sont des cellules osseuses responsables de la résorption du tissu osseux, et

participant donc a son renouvellement continu.

R

Récepteur : protéine, généralement située a la surface des cellules, capable de fixer une
molécule informative (médiateurs chimiques, neurotransmetteurs, hormones....) et de
convertir ce message extracellulaire en signal intracellulaire, entrainant une réponse de la part

de la cellule.

S

Syndrome de Sjogren : est une maladie auto-immune systémique qui se caractérise par
I'association de manifestations touchant certaines glandes notamment lacrymales et salivaires

avec une diminution des sécrétions de larmes et de salive réalisant un syndrome sec.

V

Vasopressine : ou hormone antidiurétique c’est une hormone peptidique de neuf acides
aminés synthétisee par les noyaux supraoptiques et paraventriculaires de I'nypothalamus, et
libérée par I'hypophyse postérieure (neurohypophyse). Elle a principalement un role
antidiurétique au niveau du rein, ou elle provoque une réabsorption d'eau via une action sur le

segment distal du néphron lors d'une déshydratation corporelle.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Hormone_peptidique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Noyau_supraoptique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Noyau_paraventriculaire_de_l%27hypothalamus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hypothalamus
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hypophyse
https://fr.wikipedia.org/wiki/Diur%C3%A9tique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Rein
https://fr.wikipedia.org/wiki/N%C3%A9phron
https://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9shydratation_(m%C3%A9decine)

Introduction



Introduction

En 2019, 1 personne sur 11 souffre du diabete dans le monde. Le chiffre rendu public par la
Fédération internationale du diabéte (FID) dans la 9éme édition de son Atlas du diabéte
(2019) représente trés exactement 463 millions de personnes a travers le monde. L’ Algérie a
enregistré, de 2003 a 2017, une augmentation de 80%, alors que la prévalence était de 8,9%
de la population ciblée. Plusieurs études ont démontré I’implication du polymorphisme des
génes AQP dans le diabete et leur contribution dans la progression et le développement de
cette maladie et ses complications telles que la rétinopathie, la néphropathie et la neuropathie,
...etc. (Eddaikra, 2018).

Le diabéte est une maladie chronique, il correspond a une élévation anormale de la glycémie,
définie par le taux de sucre dans le sang (glycémie a jeun est supérieure ou égale a 1,26 g/L)
survenant lorsque la quantité d’insuline n’est plus suffisamment produite et/ou n’est pas assez
active par rapport aux besoins de I’organisme. On distingue deux types de diabéte : le diabéte
de type 1 (maladie auto-immune qui concerne environ 10% des diabétiques) et le diabéte de
type 2 (conséquence de deux anomalies concomitantes : une baisse insulino-sécrétion et une

insulino-résistance, il concerne environ 90% des diabétiques) (Collin de I’Hortet, 1979).

Le diabete insipide néphrogénique congénitale est une autre forme de diabéte héréditaire rare
qui se traduit par I’incapacité des reins a concentrer 1I’urine malgré des taux circulants élevés
d’hormones antidiurétiques car les reins ne réussissent pas a augmenter la perméabilité
hydrique du tubule collecteur pour produire une urine concentrée induisant une polyurie
parfois sévére (Matar, 2014; Morin & Barberis, 2000).

Le polymorphisme des génes AQP qui codent pour les protéines aquaporines (AQP) est I’'un
des facteurs génétiques qui contribuent a I’apparition du diabéte. Il existe 13 aquaporines chez
les vertébres dont on peut distinguer trois groupes : les aquaporines classiques qui permettent
le passage de 1’eau, les aquaglycéroporines qui permettent le passage du glycérol et les
aquaporines subcellulaires (Peter, 2005). Ces aquaporines sont des protéines qui forment des
canaux aqueux qu’on retrouve sur la membrane plasmique des cellules de différents organes

tel que I’ceil, le rein, les voies respiratoires, ... (King, Kozono et Agre, 2004).

Le changement de I’expression génique et de 1’activité des aquaporines contribuent a la

susceptibilité¢ génétique du diabéte. L’étude de 1’association entre les mutations des geénes



Introduction

codants pour les aquaporines et le diabete ouvre la porte vers le développement de nouvelles

stratégies thérapeutiques.

Notre ¢tude s’intéresse a 1’é¢tude du polymorphisme des geénes aquaporines (AQP) chez les
diabétiques et de comprendre la relation qui existe entre le polymorphisme de ces génes et le
diabéte.

Pour cette étude nous avons utilisé des outils bioinformatiques pour répondre a la question
suivante : Quel sont les différents variants polymorphiques (SNP) qui peuvent changer

I’expression de ces genes et inhiber la fonction de ces protéines chez les diabétiques.

Pour pouvoir couvrir tous les aspects de ce théme, la rédaction de notre mémoire a été

structurée en trois chapitres :

v Dans le premier chapitre, nous allons représenter les généralités sur les aquaporines et
leur relation avec la physiopathologie du diabete.

v" Dans le second, on décrira les outils bioinformatiques utilisé et les différentes étapes
utilisées pour répondre a notre problématique.

v' Le dernier chapitre rapporte les résultats obtenus ainsi qu’une discussion a lumiére des

données bibliographiques.
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1. Rappels bibliographiques
1.1 Le gene AQP
Les aquaporines (AQP) sont une famille de protéines des canaux aqueux qui sont trouvees
dans les membranes des cellules plasmatiques de diverses cellules du régne animal et végétal.
Plus de 450 aquaporines différentes sont connues chez les étres vivants dont 13 chez les

vertébrés.

La famille des AQP se divise en deux groupes, en fonction de leurs perméabilités et de leurs
homologies de séquences : les aquaporines sont toutes des AQP uniquement perméables a
I’eau alors que les aquaglycéroporines sont des canaux perméables au glycérol, a I’urée, voire

a d’autres solutés (Peter, 2005) (voir la figure 01).

AQP10

i aaPo

AaQP1

Figure 1 : Classification phylogénétique des 13 AQP humaines (le carré violet représente les
AQP classiques, le vert représente les aquaglycéroporines et le marron les superaquaporines
(Yang, 2017)

1.1.1. Structure et localisation des aquaporines
Le géne AQPO a été cartographié parmi les aquaporines 2, 5 et 6 dans un cluster de génes
potentiels a 12913, il est localise dans la région 12q13.3 et il comporte huit exons, (figure 2).

Chromosome 12 - NC_000012.12
[ S6378831 [ 56513185

LoCienl 28678 TIMELESS SPRYD4 SNORALOSC
HIF df— GLE2 HEPD1P4

Figure 2 : Localisation du gene AQPO au niveau du chromosome 12.

(URL.: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4284)
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Le gene AQP1 est de 13 kb chez la souris, il contient quatre exons avec des limites
introniques correspondant a d'autres genes connus de l'aquaporine. Le gene AQP1 a été

localisé a 7p14 par hybridation in situ, (figure 3).

[307s2135 W

Chromosome 7 - NC_000007.14

[31031031 p

INHT -HINOY 4
LOCL 13748358
HINCY4

AGPL sy LOCLOS53I7S222
GHRHR
LOC10S375221

0SBPL9P6

Figure 3

: Représentation schématique du géne AQP1

(URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/358)

Le géne AQP2 est de 28.14kb et code pour une protéine du canal d’eau, il appartient a la
famille des MIP/aquaporines dont certains membres sont regroupés sur le chromosome
12q13. Le gene AQP2 est localisé dans la région 12q13.12, il comporte quatre exons et trois

introns, (figure 4).

Chromosome 12 - NC_000012.12

[ 42911955 [ 42975555

LOCLOS36a763
LOCL01 927315
FIGP 2 s—-
LOC1121 63598
RAFS

LINCO 2395 LOC10S363764

Figure 4 : Représentation schématique du géne AQP2

(URL.: https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/359)

Le gene AQP3 est localisé dans la région 9p13.3, il comporte six exons, (figure 5). Le site
d’initiation de la transcription est localisé a 64pb en amont du premier codon ATG. La région
flanquante 5” contient une boite TATA, deux séquences SP1 et quelque séquences consensus

y compris les sites AP-2 (Yang, 2017).

Chromosome 9 - NC_000009.12

[ 33290475 [ 33459908 p

AGP3 o= NOL &
LOCLOTAST061
HIRGES1

NF X1 -
LOCLOS3I7E01S LOCL0S37E020

RAPT

Figure 5 : Localisation du géne AQP3 au niveau du chromosome 9.

(URL.: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/360)
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Le géne AQP4 est localisé dans la région 18g11.2, il comporte quatre exons codant pour 127,
55, 27 et 92 acides aminés séparés par des introns de 0.8, 0.3 et 5.2kb (Lu et al., 1996), (figure

6).

Chromosome 18 - NC_000018.10
[ 26822819 [ 27185364 b

LOC10SIT2035 CHST2
LOC440459 ATPEU1ELP2 LOCLOS3I72036

AGP4—AS1
AOP4 g

Figure 6 : Localisation du géne AQP4 au niveau du chromosome 18.

(URL.: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/361)

Le géne AQP5 code pour la protéine aquaporine 5 appartenant a la famille des MIP. Le géne

est localisé dans la région 12q13.12, il comporte cing exons, (figure 7).

Chromosome 12 - NC_000012.12
[ 49942674 b [ 409754494 b

LOC10S36a7a% AQF2 FIGPS s— ABFE
LOC101927318 LOC1 02723963

LOCLOS369764
LOC11 2163598

Figure 7 : Localisation du géne AQP5 au niveau du chromosome 12.

(URL.: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/362)

L’AQP6 est localisé dans la région 12q13.12, il comporte quatre exons, (figure 8).

Chromosome 12 - NC_000012.12
[ S0042395

[ 43951512 b

LOCL 0L B2TILE AGES m—fp RACGAFL
LOCLOSIEaTEE LOC11 21 E380 0
LOCL1 2163598 LOC1 18265435
AGPS
LOC10 2723963

Figure 8 : Localisation du géne AQP6 au niveau du chromosome 12.

(URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/363)

Le géne AQP7 est localisé dans la région 9p13.3, il comporte dix exons, (figure 9). Une
séquence Alu répetitive et des sites de liaison pour différents facteurs de transcription au sein
du promoteur ont été déterminé, y compris un putatif élément de réponse du proliférateur du

peroxysome (PPRE) et un élément putatif de réponse a I’insuline (Yang, 2017).
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Chromosome 9 - NC_000009.12

[ 33288236 [ 33473343 P
LOC10 0562632 LOC1 05376018 LOCLOS376020 AQP3 - MIRESS51
NFL QP S NOL&

Figure 9 : Localisation du gene AQP7 au niveau du chromosome 9.

(URL.: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/364)

Le gene AQP8 est localisé dans la région 16p12.1, il comporte six exons, (figure 10).

Chromosome 16 - NC_000016.10

[25111702 [ 25433785
LCHT1 QP S —— LINCOZ2191
LCHT1-RAS2 ZHICANZ

RNTELSSTP

Figure 10 : Localisation du géne AQP8 au niveau du chromosome 16.

(URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/343)

Le géne AQP9 est localisé dans la région 15921.3, il comporte sept exons, (figure 11).

Chromosome 15 - NC_000015.10

[ 57953424 b [ 58270324
ALDHL A2 HTND4L P23 RPL2EP4 L OC112272598
LOC100 415845 LOC2E3665 HTHDEP23
FIGP 3 ——

Figure 11 : Localisation du géne AQP9 au niveau du chromosome 15.

(URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/366)

Le géne AQP10 est localisé dans la région 1g21.3, il comporte six exons, (figure 12).

Chromosome 1 - NC_000001.11

[ 154295503 p» [ 154379164
RNUE-239P AQPL0 m=p  RNU7-S7P HRPE33P1
RHUE-121P ATPSE2 RPEAPLT7

Figure 12 : Localisation du géne AQP10 au niveau du chromosome 1.

(URL.: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/89872)

Le géne AQP11 est localisé dans la région 11q14.1, il comporte trois exons, (figure 13).
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Chromosome 11 - NC_000011.10
[ 77566935 [ 77646255

RHNUT-S9P P11 —- LOCL0 THS4369
LOCE460 29 CLNSLA
LOC116216155

Figure 13 : Localisation du géne AQP11 au niveau du chromosome 11.

(URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/282679)

Le gene AQP 12 est localisé dans la région 2¢g37.3, il comporte quatre exons, (figure 14).

Chromosome 2 - NC_000002.12

[ 240676415 [ 24050500 P

AGP12E KIF1iA AGHT
LOG255191
AGPL2A

Figure 14 : Localisation du gene AQP12 au niveau du chromosome 2.

(URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/375318)

1.1.2. Fonction des aquaporines
La distribution tissulaire des aquaporines, les études de leur régulation ainsi que la génération
des souris invalidées pour les génes des aquaporines ont permis de connaitre les multiples

roles qu'elles jouent dans les processus physiologiques.

L’AQPO est dotée d’un role structurel comme molécule d’adhésion entre les cellules Sa
fonction de canal d’eau est requise pour ’homéostasie et transparence de la lentille (Matar,

2014).

L’AQP1 joue un rdle important dans les mécanismes de concentration urinaire (Pietrement,
2008), Elle caractériserait certaines cellules en division ou elle jouerait un réle important dans
la transition de la phase G1 a la phase S (Ripoche, 1996), Facilite le mouvement de I’eau a
travers 1’endothélium cornéen et repare les plaies stromales cornéennes et Maintient la

transparence de la lentille .
L’AQP2 affine la réabsorption de I’ecau (Day et al, 2014).

L’AQP3 a un réle dans la fonction des macrophages et des lymphocytes (Verkman, 2013).
Au niveau rénal, elle permet le passage transcellulaire de 1’eau depuis la lumiére tubulaire
jusqu’a l’interstitium (Pietrement, 2008). Elle est Importante pour le transport de I’eau et du

glycerol dans la cellule et la régulation de la teneur en eau fécale (Day et al., 2014). Comme
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elle possede un rdle dans I’homéostasie du corps ainsi que dans la prolifération et la migration

cellulaire et I’hydratation de la peau (Matar, 2014).

L’AQP4 C’cst un canal de sortic de 1’cau a travers la membrane basale des cellules
principales du tube collecteur (Pietrement, 2008). Elle participe au maintien de 1’équilibre
hydrique du cerveau, dans la migration des cellules gliales influencant la formation de
cicatrice et dans la transduction du signal neural et elle contribue probablement a la régulation
de I’osmolarité extracellulaire qui fluctue avec ’activité neuronale (King, Kozono et Agre,

2004; Matar, 2014; Sjéhamn et Hedfalk, 2014).

L’AQPS5 est responsable du mouvement de I’eau a travers I’épithélium cornéen sur la surface
oculaire entrainé par I’hypertonicité du film lacrymal et elle participe a la formation des

larmes et de la salive (Matar, 2014).

L’AQP6 a un role dans la sécrétion des protons et participe au maintien de 1’équilibre
acidobasique de ’organisme (Pietrement, 2008), elle Fonctionne comme un canal anionique
avec une perméabilité élevée pour le nitrate et Elle est impliquée dans la régulation a

médiation cellulaire de Muller des concentrations d’ions synaptiques.

L’AQP7 a un rdle dans le métabolisme des lipides. Dans les adipocytes, ’AQP7 contréle le
mouvement du glycérol dans et hors de la cellule (Matar, 2014; Papadopoulos et Saadoun,
2015).

L’AQP8 Permet I’écoulement transcellulaire de 1’eau de [’espace périvasculaire vers
I’interstitium, dans le canal central et a un role dans la fertilité masculine (King, Kozono et
Agre, 2004; Day et al, 2014).

L’AQP9 Facilite 1’absorption hépatique du glycérol (Verkman, 2013), permet Ia
Différenciation des ostéoclastes et fusion cellulaire (Day et al., 2014) et fournir aux neurones

du cerveau du lactate et glycérol pour le métabolisme énergétique (Tran et al., 2014).

L'analyse fonctionnelle de ’AQP10 a indiqué que les cellules exprimant cette protéine sont
perméables a des quantités relativement faibles d'eau, mais, contrairement a AQP3, AQP7 et
AQP9, ne sont pas perméables a l'urée ou au glycérol (Hatakeyama, S et al, 2001).
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L’AQP11 jusqu’a présent, aucune fonction de transport de soluté n’a pu étre attribuée a cette

protéine.
L’AQP12 est intracellulaire et sa fonction n’est pas connue (Ishibashi, 2006).

1.1.3. Expression des aquaporines

a. Dans les tissus normaux

L’AQPO C’est la protéine dominante dans les cellules fibreuses du cristallin de 1’ceil
(Sjohamn et Hedfalk, 2014). Dans le noyau des lentilles, est présent dans des jonctions
minces de 11 a 13 nm. Elle apparait dans les portions intraoculaires des axons de cellules
ganglionnaires rétiniennes (RGC) dans le diabete, ainsi que son expression dans la couche
interne peu clair et la frontiere entre les couches plexiformes internes et RGC (Schey et al.,
2014), (figure 15).

RPKM

Figure 15 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQPO dans
différents tissus (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4284)

L’AQP1 Elle est présente dans les globules rouges, le poumon, I’ceil, les glandes salivaires,
les plexus choroides, dans certaines cellules endothéliales (Pietrement, 2008). Au niveau
rénal, elle est exprimée de fagon constitutive dans les cellules épithéliales du tubule proximal,
a la partie apicale des bordures en bosse (I’AQP1 représenterait 3 a 4% des protéines de la
bordure en bosse (Ripoche, 1996) ainsi qu’au niveau basolatérale, conférant a cette partie du
néphron une trés grande perméabilité hydrique responsable de 80% de la réabsorption de I’cau
filtrée au niveau glomérulaire. Elle est également présente dans le segment gréle descendant
de I’anse de Henle et dans I’endothélium de vasa recta descendants définissant un lieu de

passage d’une trés grande quantité d’eau depuis la lumiére tubulaire jusqu’a I’interstitium puis

9


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4284

Rappels bibliographiques

dans 1’espace vasculaire (Pietrement, 2008). L’AQP1 est également présente dans
I’épithélium ciliaire et dans celui de ’iris ou elle réglerait 1’osmolarité de 1’humeur (Ripoche
1996). Elle est abondante dans les cellules endothéliales des capillaires et des veinules qui

entourent les voies respiratoires et les alvéoles (King et al., 2004) , (figure 16).
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Figure 16 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQP1 dans
différents tissus. (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/358)

L’AQP2 est exprimée essentiellement dans le rein au niveau du pdle apical des cellules du
canal collecteur au niveau du cortex mais principalement au niveau de la médulla (la partie la
plus hypertonique du rein), Mais on la trouve aussi sur la membrane basolatérale. Van
Balkom et ses collégues ont montré que 1’exposition d’un épithélium rénal (rein du chien
Madin-Barby) a un milieu hypertonique pendant plusieurs jours a entrainer l’insertion
d’AQP2 dans la membrane basolatérale (King, Kozono et Agre, 2004; Pietrement, 2008;
Verkman, 2013), (figure 17).
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Figure 17 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQP2 dans
différents tissus. (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/359)

L’AQP3 est initialement découverte dans le rein, elle est exprimée au niveau de la membrane
basolatérale des cellules principales des canaux collecteurs (King et al., 2004; Ripoche, 1996).
Elle est présente dans I’ceil, la peau, voies respiratoires, colon, cerveau, vessie, trachée,
I’cesophage, I’estomac, 1’ceil, 1’épididyme et le cartilage (Pietrement, 2008; Day et al., 2014;
Matar, 2014). Ainsi que dans la couche basale de prolifération des kératinocytes dans
I’épiderme et dans la couche cornée de la peau (Papadopoulos & Saadoun, 2015; Verkman,
2013). Dans I’ceil I’AQP3 est exprimée au niveau de 1’épithélium conjonctif et 1’épithélium

cornéen (Verkman et al., 2008) ; (figure 18).

RPKM

Figure 18 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQP3 dans
differents tissus. (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/360)
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L’AQP4 est essentiellement présente dans le cerveau et plus particulierement dans les
cellules gliales en contact avec les capillaires sanguins (Pietrement, 2008). C’est ’AQP la
plus dominante dans le systeme nerveux central (Sjohamn & Hedfalk, 2014). elle est
retrouvée de facon constitutive a la membrane basolatérale des cellules principales du tubule
collecteur principalement ceux de la médullaire interne (Pietrement, 2008; Matar, 2014), en
plus elle est également présente dans 1’ceeil, les poumons, la trachée, les neurones des noyaux
supraoptiques et paraventriculaire, les fibres musculaires, les glandes lacrymales, dans la
membrane basolatérale des plasmocytes des cellules pariétales gastrique, la rétine et dans
I’épithélium non pigmenté du corps ciliaire antérieur (Day et al., 2014; King et al., 2004;
Matar, 2014; Papadopoulos & Saadoun, 2015; Ripoche, 1996; Tran et al., 2014), (voir la
figure 19).

RPKM

Figure 19 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQP4 dans

différents tissus. (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/361)

L’AQPS5 occupe une place stratégique a la membrane apicale des glandes sécreétrices telles
que les glandes salivaires (Matar, 2014). Elle est ¢galement présente dans 1’épithélium
alvéolaire pulmonaire, dans les glandes sous-muqueux des voies respiratoires, la trachée, les
yeux, les glandes sudoripares, les cellules épithéliales et les fibres (Barandika et al., 2016;
Day et al., 2014; Sjohamn & Hedfalk, 2014). Les expressions intraoculaires les plus élevées
d’AQPS5 se trouvent dans la cornée. L’ AQPS5 a été localisée dans les membranes apicales des
cellules acineuses lacrymales chez des témoins sains mais aussi dans le cytoplasme chez les
patients atteints du syndrome de Sjogren (Schey et al., 2014). Dans 1’alvéole, ’AQP5 est
présente dans la membrane apicale de pneumocyte de type | (King et al., 2004), (voir la figure
20).
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RPKM

Figure 20 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQPS dans
différents tissus. (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/362)

L’AQP6 a été identifiée exclusivement dans les membranes intracellulaires des cellules
épithéliales rénales (Pietrement, 2008). Elle est localisée prés de la pompe H*ATPase dans les
vésicules intracellulaires des cellules intercalaires de type a du tubule collecteur impliquées
dans la régulation acido-basique rénale (Matar, 2014). Elle est localisée dans les membranes
des cellules gliales de Muller qui entourent les synapses du ruban et s’étendent dans la couche
photoréceptrice (Schey et al., 2014). L’AQP6 est exprimée plus faiblement dans les
adipocytes ainsi qu’au niveau des segments S2 et S3 du tubule proximal dans les vésicules

sous-épithéliales (Pietrement, 2008), (voir la figure 21).

RPKM

Figure 21 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQP6 dans
différents tissus. (URL : https://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/363)
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L’AQP7 a été identifiée en premier lieu dans les testicules et le tissu adipeux (Matar, 2014).
Elle est présente dans la bordure en bosse des cellules épithéliales de la derniére partie, S3, du
tubule proximale (Pietrement, 2008). Des études d’immunohistochimie ont également
démontré le marquage d’AQP7 dans 1I’épithélium du cristallin. L’AQP7 est localisée aux

extrémités des cellules de Muller au niveau de la membrane limite interne. (voir la figure 22)

RPKM

Figure 22 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQP7 dans
différents tissus. (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/364)

L’AQP8 fut clonée en 1997, elle est présente au niveau du foie, pancréas, les glandes
salivaires, ’intestin gréle, le colon, le cceur, les reins et les voies respiratoires (Matar, 2014).
Elle est aussi exprimée dans le rein, retrouvée dans le cytoplasme des cellules épithéliales du
tubule proximal et les canaux collecteurs (Pietrement, 2008)(King et al., 2004). (voir la figure
23).

RPKM

Figure 23 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQPS8 dans
differents tissus. (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/343)
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L’AQP9 a été initialement découverte dans les hépatocytes et dans les leucocytes (Matar,
2014). Elle est également présente au niveau des hépatocytes, des ostéoclastes, des cellules de
la granulosa ovarienne et dans les cellules amacrines catécholaminergiques (Verkman,
2013)(Day et al., 2014). L’AQP9 a été aussi détectée dans les processus astrocytaires
entourant les capillaires rétiniens, dans le cytoplasme des segments internes des
photorécepteurs ainsi que dans les cellules épithéliales des pigments rétiniens (Schey et al.,
2014). (Voir la figure 24).

RPKM

Figure 24 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQP9 dans
différents tissus. (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/366)

L’AQP10 a été retrouvée dans le tractus gastro-intestinal et plus précisément de facon
exclusive au niveau du duodénum et jéjunum (Matar, 2014). (Voir la figure 25)

RPKM

Figure 25 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQP10 dans
differents tissus. (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/89872)
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L’AQP11 est Exprimé spécifiquement au niveau du tubule proximal, non pas a la membrane
cellulaire mais dans le cytoplasme (Pietrement, 2008). Elle est aussi présente au niveau des

testicules, le foie et le cerveau (Matar, 2014). (Voir la figure 26).

RPKM

Figure 26 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQP11 dans
différents tissus. (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/282679)

L’>AQP12 est présente exclusivement dans les cellules acinaires du pancréas (Matar, 2014)
(voir la figure 27).

RPKM

Figure 27 : histogramme représentatif du niveau d’expression des RNA-seq de I’AQP12 dans
différents tissus. (URL : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/375318)
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Figure 28 : Résumé de la distribution des différentes aquaporines dans le rein (King, Kozono
et Agre, 2004).
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Figure 29 : Résumé de la distribution des différentes aquaporines dans la voie respiratoire
(King, Kozono et Agre, 2004).
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Figure 30 : Résumé de la distribution des différentes aquaporines dans I’ceil (King, Kozono et

Agre, 2004).
b. Dans les tissus tumoraux

Type de tumeur Aquaporines Niveau d’AQP
Astrocytome AQP1.4,8,9 éleveé
Cancer dusein AQPS élevé

AQP1 élevé

AQP4 basse
Carcinome cholangio AQP1 basse

AQP1 éleve
Cancer colorectal AQP1.3.5 élevé

AQPS basse
Cancer cervical AQP1, 3 éleve

AQP5 éleve
Tumeur du plexus choroide AQP1 élevé
Hemangioblastome AQP1 eleve
Cancer dularynx AQP1 élevé
Leucémie AQPS élevé
Cancer dufoie AQP3. 5 élevé

AQPS8. 9 basse
Cancer du poumon AQP1,3.5 eleveé

AQP1.4 éleveé
Méningiome AQP4 élevé
Cancer duNasopharynx AQP1 éleveé
Cancer de I’ cesophage AQP3. 5 élevé
Cancer des ovaires AQP1.5.9 élevé
Reénale AQP3 éleve
Peau, SCC AQP3 élevé
Cancer de I’ estomac AQPS élevé

AQP4 basse

AQP3 élevé
Cancer de la thyroide AQP4 eleve (papillaire)

AQP3 4 basse (indifférenciée)

AQPT élevé
Cancer de la longue AQP3.5 éleve (SCC)
Vessie AQP3 basse

Figure 31 : Expression des AQP dans les tumeurs humaine (Papadopoulos & Saadoun, 2015).
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1.1.4. Biosynthese des aquaporines

Prenant I’exemple de biosynthése de ’AQP2 : Les travaux de Knepper et ses collaborateurs
présentent une description détaillée de facteurs de transcription additionnels et certains motifs
qui semblent impliqués dans la synthése de I’AQP2 tels les sites GATA et SP1, un site du
facteur nucléaire des lymphocytes T activés (NFAT) et un site du récepteur rétinoide X
(RXR). Il a aussi été démontré que I’hypertonicité joue un réle dans la transcription de
I’AQP2 et de plusieurs autres geénes via I’interaction entre le facteur de transcription TonEBP

et son ligand TonE qui est présent sur le gene de I’AQP2.

Suite a leur synthése dans le RE, les protéines d’AQP2 traversent le réseau golgi/trans golgi
pour ensuite étre emmagasinées dans des vésicules de stockage, en attente du signal qui
activera leur transport vers la membrane apicale. Ainsi ces amas de particules voyagent entre
la membrane plasmique et les vésicules cytoplasmiques en fonction de la présence et/ou

I’absence de la vasopressine.

Phosphorylation de I’AQP2 et adressage membranaire : Il y a 4 sites de phosphorylation
présente dans la queue terminale (S256, S261, S264 et S269) de ’AQP2, la sérine 256 est la
plus importante dans 1’adressage de I’AQP2.

Outre la PKA, la vasopressine semble controler le degré de phosphorylation par le biais
d’autre protéines kinases (PKC, PKG) qui agissent a différents sites de phosphorylation,
comme les résidus S148, S229 et S231 aussi impliqués dans le processus d’adressage a la
membrane apicale. SP-1 s’avére étre une protéine d’activation de la GTPase Rapl, et
s’associe a I’extrémité C-terminale de I’AQP2 pour guider son trajet vers la membrane
plasmique apicale. Pour atteindre la membrane plasmique apicale, plusieurs acteurs sont mis a
contribution. Les AKAPs sont des protéines d’ancrage dont le r6le est d’attacher la PKA et

d’autres facteurs de signalisation aux vésicules de stockage.

De plus, la dynamique du cytosquelette joue un réle important dans ce systeme en facilitant la

translocation des vésicules d’AQP2 a la membrane apicale en présence de stimulus (AVP).

En effet les études ont déemontré le role de la vasopressine dans la dépolymérisation de
I’actine-F apicale en inhibant indirectement la GTPase RhoA, menant du coup a la migration

de I’AQP2 en apicale. L’implication du calcium dans ce mécanisme d’adressage souléve ainsi
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des points d’interrogation. En effet, certains groupes de recherche ont réussi a détecter une
augmentation de calcium intracellulaire dans les cellules IMCD en réponse a I’AVP et a

démontré son réle dans 1’exocytose de I’ AQP2.

D’autres auteurs stipulent que I’AMPc est suffisante a elle seul pour déclencher la cascade de
signalisation qui mobilisera les vésicules d’AQP2 vers la membrane apicale et leurs

exocytose.

La fusion et I’exocytose de I’AQP2 a la membrane apicale nécessitent I’action des protéines

de la superfamille des SNAREs.

Endocytose et dégradation : Suite au retrait du stimulus adéquat (AVP), I’AQP2 s’accumule
dans des puits recouverts de clathrine puis est internalisée par un processus impliquant

plusieurs protéines : hsc70, clathrine, endophiline et les protéines du cytosquelette.

La protéine hsc70, une ATPase de la cathrine s’est avérée étre importante a ce mécanisme
d’endocytose puisqu’elle interagit directement avec 1’AQP2 en c-terminal et permet de

découvrir les vésicules recouvertes de clathrine.

Apres son passage aux endosomes précoces par la voie de I’IP3 kinase, ’AQP2 se retrouve
dans des vésicules de stockage spécifiques contenant Rabl11 et qui, sous I’effet de I’ADH sont
réacheminées a la membrane plasmique apicale. De plus, les microtubules et les filaments
d’actine agissent de pair avec ces différentes protéines afin d’assurer une coordination

efficace des mécanismes d’endocytose et exocytose (Matar, 2014).

1.1.5. Régulation des aquaporines

La régulation de I’activité des AQP peut se faire sur trois niveaux : synthése de la protéine,
translocation de celle-ci a la membrane ou modification des charges ioniques au niveau du
pore, ce qui a pour conséquence l’augmentation ou la diminution de la permeéabilité de

’aquaporine (Peter, 2005).
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L’AQPO0 est régulée par le clivage du C-terminal, le PH et le Ca2+/calmoduline (CAM).
L’abaissement de la concentration interne du Ca2+ ou I’inhibition de la calmoduline
augmente la perméabilité a 1’eau de 1’AQPO, par contre la liaison a la calmoduline inhibe la

perméabilité a I’cau par allostérie (Yang, 2017).

L’AQP1 peut étre régulée par plusieurs hormones. Dans le systéme d’expression des
ovocytes des Xenopus, la perméabilité a ’eau d’AQP1 a été augmentée par la vasopressine et
diminuée par I’ANP. En outre, la PKC régule positivement a la fois la perméabilité a I’eau et
la conductance ionique des canaux AQP1 par phosphorylation de la Thrl57 et Thr239.
L’AMPc et le GMPc réduisent 1’'ubiquitination de ’AQP1 et augmentent la stabilité de celle-
ci car elle posseéde deux sites d’ubiquitination (lys-243 et lys-267) (Yang, 2017). En plus, le
niveau d’expression de I’AQP1 augmente lorsque la voie de phosphorylation de la protéine

kinase A (PKA) est activée via la forskoline ou I’AMPc (Peter, 2005).

L>AQP2 peut étre régulées par PAVP. L’AVP se lie au récepteur de la vasopressine de type 2
(V2R) présent sur la membrane basolatérale du canal collecteur rénal. Cela induit une cascade
de signalisation impliquant I’activation médiée par les protéines G de I’adénylate cyclase,
I’augmentation de I’AMPc intracellulaire, I’activation de la protéine kinase A (PKA) et la
phosphorylation subséquente de I’AQP2. Ceci conduit a la redistribution de I’AQP2 des
veésicules intracellulaire & la membrane apicale. La stimulation par I’AVP entraine aussi une
augmentation du niveau de Ca2+ intracellulaire via la libération du Ca2+ de la calmoduline
dépendante réserve intracellulaire sensible a la ryanodine qui induisent 1’expression d’AQP2 a
la membrane apicale. Sur le long terme, la vasopressine augmente 1’expression de I’AQP2 en
activant les facteurs transcriptionnels qui stimulent la transcription d’AQP2 au niveau du
promoteur AQP2. Une fois 1I’équilibre de ’eau restauré, les niveaux d’AVP baissent et
I’AQP2 est internalisé par ubiquitination. Poussé par le gradient osmotique transcellulaire,
I’eau pénétre dans les cellules principales par I’AQP2 et passe a travers la membrane

plasmique basolatérale via I’AQP3 et I’AQP4 au sang (Yang, 2017). (Voir la figure 32).
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Figure 32 : Représentation schématique de la régulation de I’AQP2 par I’AVP dans la cellule
épithéliale du tube collecteur (Yang, 2017).

Une des voies de régulation de I’expression de certaines aquaglycéroporines (3, 7 et 9) se fait
par des hormones lipogéniques comme 1’insuline, et lipolytiques (leptine et catécholamines).
L’insuline en contrdlant I’expression de ces AQP sur différents tissus (adipeux, hépatique, et
intestinal), contrble ainsi les entrées et sorties du glycérol et une partie des métabolismes
lipidiques et glucidiques (Liu H et al., 2010).

L’>AQP4 peut étre régulée par la phosphorylation réversible des protéines. Il existe plusieurs
sites de phosphorylation pour la PKA, PKC, PKG, caséine kinase et calcium/calmoduline
protéine kinase dépendantes (CAMK). Le Résidu Serl111 d’AQP4 est un site a la fois pour la
phosphorylation de la PKA et le calcium dépendant CAMKII phosphorylation. La
phosphorylation de la Serl11 par la PKA augmente la perméabilité de 1’eau de 1’AQP4.
Contrairement a la Serll, la phosphorylation de la Ser180 par la PKC régule a la baisse la
perméabilité a ’eau de I’AQP4 (Yang, 2017). L’histidine en position 129 de la boucle C
confére a I’AQP4 la sensibilité¢ au pH. La perméabilité a I’eau est augmentée d’un facteur 1,9

quand le pH devient alcalin (Peter, 2005).
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1.1.6. Protéines du géne AQP

Une protéine d’aquaporine est de taille de 30KDa, elle est composée de 06 segments
transmembranaires constitués d’hélices a d’au moins vingt acides aminés chacun reliées par
05 boucles de connexion qui plongent alternativement a 1’extérieur et a I’intérieur de la cellule
(A-E) (Ripoche, 1996; Pietrement, 2008) Ils contiennent plusieurs motifs conservés dont les
séquences NPA (asparagine, proline, alanine) contenus I’un dans la boucle B et ’autre dans la
boucle E, les 02 hélices B et E orientées en sens inverse sont reliées entre elles par des
interactions proline-proline prés du centre du canal, les 02 asparagines des motifs NPA
projettent leur chaine latérale au centre du canal créant un dipdle positif (Pietrement, 2008).
(\Voir la figure 33).

Les monoméres d’AQP s’assemblent en tétrameére au niveau des membraneS mais chaque
monomere fonctionne seul, il faut savoir que les hélices de chaque monomeére d’AQP
positionné sur la face extérieur du tétramére est hydrophobe tandis que ceux qui sont placés
vers le centre du tétramere sont hydrophile (King, Kozono et Agre, 2004; Verkman, 2013).

La spécificité des AQP pour I’eau est liée au site de constriction arginine aromatique (ar/R),
appelé ainsi en raison de la présence de résidus aromatiques et arginines trés conserves, ce site

est situé du c6té périplasmique a 10 A° des jonctions NPA (Pietrement, 2008).

Des sites présomptifs de glycosylation sont identifiés dans toutes les AQP (Ripoche, 1996).

Extacellulaire

Intracellulaire

Figure 33 : Représentation schématique d’une molécule d’aquaporine (Pietrement, 2008).
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1.2. Le polymorphisme

La notion de polymorphisme repose sur le caractere non pathogene de la variation de
séquence. Un polymorphisme existe si la fréquence de celui-ci est supérieure ou égale a 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.

Le polymorphisme des génes humains peut étre observé sur un ou plusieurs des sites
suivants : (1) le promoteur ou la région flanquante en 5’qui peut affecter la transcription du
gene, (2) le ou les exons ou le gene codant des séquences qui peut étre silencieuse ou affecter
I’expression ou la fonction d’un gene en entrainant des modifications de structure, de liaison
ou du trafic protéique, (3) le ou les introns ou les séquences intervenant du géne pouvant
conduire a des défauts de traitement d’ARN et d’ARNm, (4) la région 3’ non-traduite (3’
UTR) qui affecte I’expression du géne en modifiant la demi-vie de I’ARNm ou en influencant

la traduction ribosomale de ce dernier (Eddaikra, 2018). (Voir la figure 34).

Début de Exons ( Séquences codantes )

transcription / \ \ \
s [ pi——-m. - —°
Région du A '\ T / Région non
promoteur codon Codon traduite

Introns (séquences intermédiaires)

initiateur Stop
@ 2
Diréction de la transcription
Région promotrice Exon Région non traduite
= activité transcriptionnelles « silencieux » demi-vie de 'ARNmM
» L'expression du géne » Traduction ribosomale dARNmM

« fonction des génes

Intron
« Défaut dans le traitement de 'ARN
= Défaut dans le traitement de 'ARNmM

Figure 34 : Structure d’un géne humain, sites de polymorphisme et pertinence fonctionnelle
(Eddaikra, 2018).
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1.2.1. Variations de nucléotides uniques (SNP)

Les polymorphismes mononucléotidiques (SNP) sont des variations simples et uniques
touchant la séquence nucléotidique d’un géne, les SNP sont retrouvés chez plusieurs individus
d’une méme espece et se transmettent de fagon mendélienne. Ils représentent environ 90% de

la diversité génétique humaine connue.

Les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) constituent la forme la plus abondante de
variations genétiques dans le génome humain. Ils représentent plus de 90% de toutes les
différences entre individus. C'est un type de polymorphisme de I'ADN dans lequel deux
chromosomes différent sur un segment donné par une seule paire de bases. Dans deux
génomes humains tirés au hasard, 99,9% de la séquence d'ADN est identique. Les 0,1%
restants contiennent des variations de séquence dont le type le plus commun est le
polymorphisme pour un nucléotide (SNP). Les SNP sont stables, trés abondants et distribues
uniformément dans tout le génome
(http://lwww.edu.upmc.fr/sdv/masselot_05001/polymorphisme/snp.html) .

Un SNP se caractérise par sa position chromosomique, ses alléles et sa fréquence allélique
mineure appelée (Minor Allele Frequency ou MAF). L’association de SNPs dans une région du

génome situee sur un méme chromosome s’appelle un haplotype.
En fonction des modifications nucléotidiques, on distingue deux types de SNP :
a. Les SNP codants

Les SNP codants sont soit des polymorphismes de substitution aboutissants a une
modification de I’acide aminé codé, ou des polymorphismes synonymes lorsque le

changement du codon n’entraine pas une modification de I’acide aminé codé (Eddaikra,

2018).

b. Les SNP non codants

Les SNP non codants sont des polymorphismes touchants les régions 5’ ou 3’ non transcrites,

les régions 5’ ou 3’ non traduites, les introns et les régions intergéniques (Eddaikra, 2018).
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1.3. Association diabéte du géne AQP

1.3.1. Diabete

Le diabéte est defini par une hyperglycémie (une élévation de la glycémie a jeun au-dela de 7
mmol/L (1,26 g/L)) survenant lorsque la quantit¢ d’insuline plasmatique n’est plus
suffisamment produite et/ou assez active par rapport aux besoins de 1’organisme. La
physiopathologie a I’origine de cette carence, complexe et hétérogéne, permet de distinguer
différents types de diabéte parmi eux : le diabéte de type 1 et le diabéte de type 2 (Collin de
I’Hortet, 1979). (Voir la figure 35).

Diabéte gestationel
Diabéte de type 1
Autres diabétes

ExMER e \ <

. Diabéte de type 2 (90%) ’

Figure 35 : Classification du diabete selon I’OMS (Collin de I’Hortet, 1979)

1.3.1.1 Diabéte de type 1

Le diabéte sucré de type 1 est un sous-type de diabéte qui est généralement diagnostiqué a un
jeune age (Li et al., 2017), C’est une maladie chronique appelée diabéte insulinodépendant ou
diabete Juvénile. Il se caractérise par une combinaison de facteurs tels que la prédisposition
génétique, la dérégulation du systtme immunitaire et 1’exposition aux facteurs

environnementaux déclencheurs (Acharjee et al., 2013). (Voir la figure 36).

Prédisposition génétique Facteurs environnementaux Modifications épigénétiques
HLA
INS Médicaments, Méthylation d’ADN
CTLASG polluants Modifications d’histone
PTPN2 PTPN22 alimentation miRNA dysrégulation
IL2RA stress
IFIH1 Agents infectieux
CAPSL IL7R Microbiote intestinal

CLEC16A

Réponse auto-immune et destruction des cellules B
I
~ 5
[ Diabéte de typel ‘

Figure 36 : Facteurs de prédisposition génétiques du diabéte type 1 (Eddaikra, 2018).

Dans I’histoire de la maladie, la perméabilité intestinale serait augmentée et pourrait favoriser
les infections. Cette hyperperméabilité pourrait étre la conséquence des modifications du

comportement alimentaire. La destruction des cellules béta par I’infection libere des antigenes
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qui seront reconnus par les cellules présentatrices d’antigéne (CPA) au niveau des nceuds
lymphatiques pancréatiques. Les lymphocytes T CD4+ activés par les CPA migrent vers les
cellules béta pancréatiques et relachent des chimiokines attirant ainsi les LT CD8+
cytotoxiques. Ces dernieres produisent des cytokines, vont permettre le recrutement des
macrophages et détruire les cellules béta, induisant I’insuline (Collin de I’Hortet, 1979). (Voir
la figure 37).

yrITETTor
Amorgage pancréatiques
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Figure 37 : Physiopathologie du diabete de type 1 (Collin de I’Hortet, 1979)

1.3.1.2 Diabeéte de type 2

Le diabete de type 2 (DT2) est la forme la plus répondue, présentant pres de 90% des formes
diagnostiquées du diabéte. L’étiologie de la maladie est complexe, impliquant a la fois, les

facteurs génétiques et environnementaux (Collin de I’Hortet, 1979). (Voir la figure 38).

Figure 38 : Contribution relative des facteurs génétiques et environnementaux dans le diabete
de type 2 (Collin de I’Hortet, 1979).

Le DT2 est une maladie multifactorielle complexe, causee a la fois par un défaut de
I’insulino-Sécrétion et par une diminution de la sensibilité tissulaire aux effets de I’insuline
appelé insulino-résistance (diminution des effets de 1’insuline sur les tissus insulino-sensibles
(tissus musculaires, tissus adipeux, foie).ce trouble est caractérisé par une hyperproduction de
glucose par le foie, expliquant I’hyperglycémie a jeun et une partie des hyperglycémies
interprandiales. L’insulino-résistance est donc caractérisable au niveau des tissus
périphériques, en particulier, du transport du glucose dans le muscle, dans le tissu adipeux et

de la production hépatiqgue de glucose. Cette insulino-résistance est aggravée par
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I’hyperglycémie et I’excés d’acide gras libre circulants ou de triglycérides stockés en exces
dans le muscle. L’exces de la production hépatique de glucose est aussi majoré par les taux

¢levés d’acides gras circulants (Halimi, 2005)) (Vaxillaire & Froguel, 2003).

L’exces d’apport lipidique et I’insulino-résistance systémique, associés avec 1’obésité,
joueraient un réle clé dans le déclin de la masse et de la fonction des cellules béta.
L’inflammation chronique de faible grade, induite par I’hyperlipidémie contribue a aggraver
I’insulino-résistance et le role diabétogene de 1’obésité. En effet, I’exposition chronique des
tissus insulino-sensibles aux cytokines pro-inflammatoires entrainent une insulino-résistance.
De méme, les cellules béta pancréatiques exposées longuement aux cytokines pro-
inflammatoires sont incapables de sécréter de I’insuline en réponse au glucose et finissent par

mourir par apoptose (Collin de I’Hortet, 1979). (Voir la figure 39).

Prédisposition génétique/facteurs environnementaux

v

Apport calorique excessif/SNC

v

Hyperlnsull némie

Taux sangums AGLetTG eleves depots lipidiques ectopiques

Cellule b

Insuhnoresmtance Compensation par la cellule b
Augmentaﬂon progresswe Altération de I'expression des géenes
de l'insulinorésistance et des facteurs de transcription

de la cellule b

Epuisement de la cellule b

Figure 39 : Mécanisme conduisant au développement du diabéte de type 2 (Vaxillaire Et
Froguel, 2003).

1.3.1.3 Diabéte insipide

C’est une maladie qui se traduit par I’inaptitude du rein a concentrer I’urine, induisant du
coup une polyurie parfois severe (Matar, 2014). Le phénotype d’un patient atteint de DI se
traduit par une diurese élevée (> 30 ml/kg par jour) et une urine hypo-osmolaire (< 250

mmol/kg). On distingue 02 formes majeures existantes :
a. Le diabete insipide central
Le diabéte insipide central (DIC) est défini par une incapacité a retenir de 1’eau libre en raison

d’une carence en hormone antidiurétique (ADH) liée a une atteinte des neurones
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hypothalamiques. 1l se manifeste par une polyurie, y compris nocturne, et une polydipsie
(Kohler Ballan et al., 2012).

b. Le diabete insipide néphrogénique (DIN)

Est une entité rare a caractére héréditaire, dont le trouble essentiel réside, chez les patients
atteints, en une incapacité a concentrer les urines malgré des taux circulants ¢levés d’hormone
antidiurétique (Morin & Barberis, 2000). Dans ce cas I’hypophyse postérieure est bien
stimulée en raison de ’augmentation de I’osmolarité plasmatique et génere une quantité
suffisante d’AVP, mais les reins ne réussissent pas a augmenter la perméabilité hydrique du

tubule collecteur pour produire une urine concentrée (Matar, 2014).

Le DIN acquis survient a la suite de traitement ou de désordres électrolytiques ou rénaux :
médicaments tels les antibiotiques, les antifongiques et les antinéoplasique, I’hypercalcémie
chronique, la nicotine, 1’alcool, I’insuffisance rénale chronique et les néphropathies

interstitielles (Moeller et al., 2013).

Dans le cas du DIN héréditaires, 90% des patients sont des hommes présentant une mutation
sur le géne codant pour le récepteur de I’hormone antidiurétique (V2R) et donc une hérédité
liée au chromosome X. Dans 10% des cas de DIN héréditaire, il s’agit d’une transmission
génétique autosomique récessive ou dominante. Les mutations identifiées touchent le gene de
I’aquaporine 2 (Morello & Bichet, 2001).

1.4. Conséquence physiopathologiques du polymorphisme de I’AQP dans le
diabéte

La maladie rénale, une complication courante du diabete est associée a un mauvais pronostic.

Une étude a montré une association significative entre la variante AQP11 rs2276415 et la
prévalence de tout événement de 1ésion rénale aigue et d’insuffisance rénale chronique (CDK)
chez les patients diabétique mais pas chez les non diabétique. Les patients diabétiques CDK
agés de plus de 55 ans avec I’allele mineur de I’AQPI11 avaient une progression
significativement plus rapide de la baisse du taux de filtration glomérulaire que les patients
avec le génotype de type sauvage. Donc cette étude a identifié le rs2276415 comme un facteur
génétique candidat prédisposant les patients atteints de DT2 a I’insuffisance rénale chronique
(Choma et al., 2016). (Voir la figure 40).
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AQP11SNP Hyperglycémie

\/

LAQP11 est un protecteur de tubule proximal. Uinsuffisance en
AQP11 dans le réticulum endoplasmique (ER) contribue a I'altération
de la capacité fonctionnelle du ER aggravant le stress du ER induit par

I'hyperglycémie dans le tubule proximal.

!

Lésion du tubule proximal

!

Augmentation de |'expression des cytokines pro-Fibrotiques, des
protéases de la matrice extracellulaire, des voies de réponse au
stress du ER et des effecteurs d'apoptose.

!

Risque accru de CDK

Figure 40 : Schéma hypothétique a deux résultats pour I’augmentation du risque de CKD
chez les patients diabétique porteurs de 1’allée mineur AQP11 (Choma et al., 2016)
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Le présent travail a été réalisé au département de physiologie et biologie cellulaire (BPC) de
la faculté des sciences de la nature et de la vie (SNV) de I’'universit¢ SAAD DAHLAB de
BLIDA, pendant une période de 07 mois : du mois de Mars 2020 au mois de Septembre
2020.

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 données des bases de données international et

stockées et publiées dans plusieurs bases de données.

Rappelons que 1’objectif de notre travail est d’étudier le polymorphisme du gene AQP

(aquaporine) chez les diabétiques.

2. Matériels et méthodes

2.1. Matériels

2.1.1. Matériels biologiques in silico

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
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et Ensemble Genome Browser (https://www.ensembl.org).
Ces échantillons ont été obtenus aprés une étude qui avait nécessité des expérimentations a
partir desquelles des molécules biologiques ont été obtenues puis traitées par des plateformes
a I’échelle internationale utilisant la technologie de séquengage a haut débit comme les NGS
(Next Generation Sequencing). En effet, cette derniére nous permet d’obtenir des séquences
d’ADN ou de transcriptome et ceci pour répondre a plusieurs problématiques et thématiques
dans 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, ou aux diversités

des espéces vivantes ou a des phénomeénes biologiques.

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

problématique, nous avons retenus les molécules répertoriées dans le tableau I :
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Tableau I : Description des molécules biologiques.

Nature Numéro ID: Format | Source Nombre | Exons | Début et fin de la
de la | d’accessio | identifian de séguence
séquence | n t paires
de bases

ADN de | NC_0000 | 358 Fasta NCBI 79123 | 4 De 30911853 a
I’AQP1 | 07.14 (GeneBan 30925516

k)
ADN de | NC_0000 | 359 Fasta NCBI 15141 | 4 De 49950737 a
I’AQP2 | 12.12 (GeneBan 49958878

k)
ADN de | NC_0000 | 364 Fasta NCBI 24570 10 De 33383135 a
I’AQP7 | 09.12 (GeneBan 33402682

k)
ADN de | NC 0000 | 368 Fasta NCBI 20721 |3 De 77589635 a
I’AQPI11 | 11.10 (GeneBan 77610356

K)

2.1.2. Outils bioinformatiques
Notre étude a nécessité 'utilisation du matériel informatique (ordinateur portable, tablette,

smartphone) et d’une connexion internet a haut débit.

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 pour le
traitement de nos échantillons moléculaire qui sont des bases de données a acces libre (Open
Source) nécessitant des interfaces web, des logiciels, des softwares et des algorithmes et qui

sont répertoriés dans le tableau I1.
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Tableau Il : Description des outils bioinformatiques utilisés

Base de
données

Commentaire

URL

NCBI

C’est une base de données qui intégre des
informations spécifiques aux génes a partir de
sources de données multiples.

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

gov/

Ensembl

C’est un explorateur de génomes pour les génomes
de vertébrés qui soutient la recherche en génomique
comparative, évolution, variation de séquence et
régulation transcriptionnelle. Ensembl annote les
genes, calcule plusieurs alignements, prédit la
fonction de régulation et recueille les données sur les
maladies. Les outils Ensembl incluent BLAST,
BLAT, BioMart et le Variant Effect Predictor (VEP)
pour toutes les especes prises en charge

https://www.ensembl.org/i

ndex.html

Galaxy

C’est une plateforme qui propose une « constellation
» d’outils pour analyser, manipuler et visualiser des
données génomiques

https://usegalaxy.org/

Varsome

C’est un moteur de recherche, un agrégateur et un
outil d'analyse d'impact pour la variation génétique
humaine et un projet communautaire visant a
partager l'expertise mondiale sur les variantes
humaines.

http://varsome.com/

UCSC

C’est un navigateur de génome en ligne et
téléchargeable hébergé par I'Université de Californie
a Santa Cruz.

https://genome.ucsc.edu/

LitVar

LitVar permet la recherche et la récupération
d'informations pertinentes sur les variantes de la
littérature biomédicale et montre les relations
biologiques clés entre une variante et ses entités
apparentées proches (par exemple, les génes, les
maladies et les médicaments).

https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/CBBresearch/Lu/Dem
o/LitVar/#!?query=
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2.2. Méthodes

Le protocole de notre étude est schématisé par I’organigramme au niveau de la figure 41.

Récolte des informations sur le géne AQP en

/ interrogeant les bases de données \

NCBI ucsc Ensembl Galaxy dbVar
Importer les séquences FASTA _—> Nucléotidique

SNP.1s

l

Trier les rs avec LitVar
i Wi

Association pathologique Variation dans la séquence SIFT/PolyPhen’PRODEAN

1

Figure 41 : Schémas représentant le protocole de recherche des SNP du gene AQP

" Te—

5'UTR

Codante synonyme
Codante non synonyme
3'UTR

NN

2.2.1. Recherche des SNP du géne AQP

Nous allons d’abord commencer par chercher les SNPs des génes AQP2, AQP7 et AQP11
dans les bases de données NCBI, UCSC, Ensembl et Galaxy. Puis nous allons trier les SNPs
trouvés avec 1’outil LitVar qui va nous donner seulement les SNPs impliqués dans le diabete.

Ces différentes étapes sont représentées au niveau de la figure 42.

Liste des snp Identification des rs. Associations pathologiques

Visualisation et recherche des SNP d'un gene

Obtention des informaticons des associations pathologiques avec le rs

Figure 42 : Les outils utilisés pour trouver les SNP du gene AQP

2.2.1.1.1’outil NCBI

On se rend sur le lien https ://www.ncbi.nlm.nih.gov/ qui nous permet d’accéder a la page

d’accueil du site NCBI. Par la suite nous introduisons le symbole de notre gene « AQP2 »
dans I’onglet « recherche », plusieurs possibilités vont apparaitre. Nous allons choisir I’onglet

« géne » puis « AQP2 homo sapiens », une page s’ouvrira indiquant toutes les informations
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sur le géne, puis a droite de notre écran on choisit « SNP » et une liste de variation « rs »

apparaitra . On refait les mémes étapes pour I’AQP7 et I’AQP11. (Voir I’annexe 03).

2.2.1.2.1’outil Ensembl
On se rend sur le lien https ://www.ensembl.org/index.html et on choisit I’espéce humaine

dans le champ des especes puis on insere le symbole du géne « AQP2 » et on lance la
recherche. On clique sur le géne AQP2 de I’espéce humaine, une page apparaitra, a gauche de
cette page il y a plusieurs option, on clique sur « tableau des variant » et une liste de «rs »
apparaitra avec les informations nécessaire. On fait la méme chose avec 1’AQP7 et ’AQP11.
(\Voir la figure 43).

Location: 12 49.950.741-49.958. 881

Gene-based displays
= Summary

Figure 43 : Différentes étapes a suivre pour trouver les « rs » de I’AQP2 avec 1’outil Ensembl

2.2.1.3.L’outil UCSC

On se rend sur le site https ://genome.ucsc.edu/ et on sélectionne 1’espéce, on introduit la
position de notre géne « AQP2 » et on clique sur « Go », une liste de « rs » apparaitra avec
tout a fait en bas des réglages a faire. Pour simplifier 1’affichage on masque toutes les pistes
de donnée en appuyant sur «hide all »puis on activera seulement les pistes qui nous

intéressent comme le montre la figure, une fois terminer on clique sur « refresh ».
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La sélection des SNPs va se faire par la suite en cliquant sur « Tools » puis « table browser »

ou on effectuera différents réglages puis sur « get output », une autre page apparaitra, on fait

encore des réglages et on clique sur « get output ». Une liste de «rs» apparaitra avec les

informations nécessaires. On refait les mémes étapes avec I’AQP7 et ’AQP11. (Figure 44).
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Figure 44 : Différentes étapes a suivre pour trouver les « rs » de I’AQP2 avec 1’outil UCSC

2.2.1.4.1’outil Galaxy

On se rend sur le site https ://usegalaxy.org/ et on clique sur « get data » puis sur « UCSC

Main table browser », une page s
position de notre gene « AQP2 »
autre page ou on fera d’autre régl
quelque secondes pour visualiser
I’AQP11. (Voir la figure 45).

’ouvrira, on remplit les informations nécessaire avec la

et on clique sur « get output » ceci nous conduira vers une
ages et on clique sur « send query to Galaxy ». On attend
la liste des SNP. On refait la méme chose avec 1’AQP7 et
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clade: | Mammal ~ | genome: | Human ~ | assembly: | Dec. 20132 (GRCHh38/hg38) ~ |
group: | vanation ~| track:|GCommon SNPs(151) ~| | add custom tracks | | track hubs |
table: [ snpi151Common ~ | | describe table schema |

region: © genome @ position [chriz 46,650.741-46.958,881 || lookup | [ define regions |

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

filter: [ creats |

intersection: | create |

correlation: | create |

out format: [BED browser oxlonsible data ~ | Send output ta Galaxy [ GREAT
out file: | | (leave blank to keep output in browser)

file returned: @ plain text ¢ gzip compressed

| get output | [ summary/statistics |

Output snp151Common as BED

Include custom track header:

name= | tb_snp151Common

description= |table browser quary on snp151Common _
visibility= [pack |

url=

Create one BED 'iiﬂ ifr:
® Whole Gene

Upsiream by 200 bases
Dieam by 200 bases
Note: i ture is close to the beginning or end of a chromosome and upstream/downstream bases are added, they may be truncated in order to avoid extending past the edge of the chromosome.
Send query to Galaxy
Cancel

Aide ™ Authentification et Envegistrement  Sa8

Tools £ 3 End Name Score  Strand  ThickStart ThickEnd ItemRGB  BlockCount BlockSizes BlockStart: History f5¥ ]
search tools [] . Rechercher des données @ @
o Unnamed history
Get Data 0
. 1 shown, § deleted
llection Operation: B
Collection Operations e 0 5686 KB
GENERAL TEXT TOOLS
i i 51516 4995151 0
Text Manipulation 49951547 o 6 UCSC Main on Human: @ & X
Filter and Sort 1 49951842 rs46 0 snp151Common (chr12:4
9,950,741-49,958,881)
. 49951838 15 0
Join, Subtract and Group N
51913 49951914 51 7 0
Datamash chrl2 49951927 49951928 134119994 0+

Figure 45 : Les différentes étapes et réglages a suivre pour trouver les SNP du gene AQP2

avec I’outil Galaxy

2.2.2. lIdentification d’association pathologique par LitVar

Grace a ce logiciel on pourra identifier les «rs» impliqués dans les différents types de
diabéte. Pour cela on se rend sur le site de LitVar, on écrit dans la barre de recherche le nom
de notre gene « AQP2 » et une liste de « rs » apparaitra chacune avec les pathologies quel
pourra engendrer, parmi elles le diabéte, et on fait la méme chose avec I’AQP7 et ’AQPI11.
(\Voir la figure 46).

Select a variant

Variant Clinical Significance & MAF Diseases Publications

104854330 [.T126M)

Figure 46 : Liste des SNP de I’AQP2 trouvés avec I’outil LitVar
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3. Résultats et discussion

3.1. Resultats
3.1.1. Résultat de la recherche des SNP du gene AQP

Pour trouver les SNP du géne AQP2, AQP7 et AQP11 ont a interroger plusieurs bases de

données qui nous ont donnés des résultats sur le nombre des SNP.
3.1.1.1 L’outil NCBI

Les résultats de la recherche montre que les génes AQP2, AQP7 et AQP11 ont un profil
polymorphique caractérisé par un grand nombre de SNPs. Ces derniers incluent des SNP
codants incluant les SNPs de substitution et les SNP synonymes. Cependant le reste des SNPs

forment la partie non codante.

Le géne AQP2 compte au total 2814 SNPs parmi eux 120 SNPs codants synonymes. Le géne
AQP7 compte au total 6535 SNPs parmi eux 149 SNPs codants synonymes, enfin, le géne
AQP11 compte au total 5733 SNPs parmi eux 95 SNPs codants synonymes.

3.1.1.2 L’outil Ensembl

L’outil Ensembl nous a donné un tableau interminable de variant du gene AQP2 représenté au
niveau de la figure 47, du géne AQP7 représenté au niveau de la figure 48 et du gene AQP11
représenté au niveau de la figure 49, chaque variant (rs) avec ces informations nécessaires
comme sa position, le nombre de pair de base, sa classe, 1’allele concerné, sa source et son
type.

Er— i

DELE o
Coor Poly CAD CTE Mets  muta
a si Phen R L tion

Figure 47 : Résultats de la recherche des variations SNPs du gene « AQP2 » avec Ensembl
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Figure 49 : résultats de la recherche des variations SNPs du géne « AQP11 » avec Ensembl

3.1.1.3 L’outil UCSC

Le navigateur UCSC nous a permis de visualiser les SNP des génes AQP2, AQP7 et AQP11.

Cette derniére montre une piste des « rs » représentées par les numéros d’accessions des SNPs

communs et des SNPs associées a des études cliniques. La piste montre aussi que les SNPs
sont distribués sur toute la longueur des genes AQP2 (figure 50), AQP7 (figure 51) et AQP11
(figure 52) : les rouges sont des SNPs codants non synonymes, les verts sont des SNPs

codants synonymes, les bleus sont les SNPs des régions d’épissage ou des régions non

traduites et les noires représentent les SNPs des régions introniques.
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Figure 50 : Résultats de la recherche des variants SNPs du géne « AQP2 » avec UCSC
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Figure 51 : Résultats de la recherche des variants SNPs du géne « AQP7 » avec UCSC
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Figure 52 : Résultats de la recherche des variants SNPs du gene « AQP11 » avec UCSC
3.1.1.4 L’outil Galaxy

Galaxy nous a permis d’obtenir un tableau des SNPs des génes AQP2 (voir figure 53), AQP7
(voir figure 54) et AQP11 (voir figure 55) ainsi que leurs positions (début et fin) et leurs

scores. Environ 41 SNPs du géne AQP2, plus de 150 SNPs du gene AQP7 et plus de 60 SNPs
du géne AQP11 ont été retrouveé.
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Figure 53 : Résultats de la recherche des SNPs du gene « AQP2 » avec I’outil Galaxy
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Figure 54 : Résultats de la recherche des SNPs du gene « AQP7 » avec I’outil Galaxy
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Figure 55 : résultats de la recherche des SNPs du géne « AQP11 » avec I’outil Galaxy

42




Résultats et discussion

3.1.1. Identification d’association pathologique par I’outil LitVar

Cet outil nous a permis de visualiser seulement les SNPs impliqués dans ’apparition du

diabete. Les résultats de cette recherche sont représentés dans le tableau suivant :

Tableau 111 : résultats de la recherche des SNP impliqués dans 1’apparition du diabéte avec

Litvar
Géne Position base Exon Le rs /Mutation Le diabéte

Diabéte insipide
une transition de C & G a la position 697 (c.697C> néphrogenique
G) dans I'exon 4 (G211R).
une substitution de la guanine en thymine au niveau
du nucléotide 3 (c.3G —=>T). Diabéte insipide

néphrogénique
une substitution de la guanine en adénosine au
niveau du nucléotide 85 (c.85G — A).

AQP2 | Chromosome
12: 15141 pb | 4
49,950,741- . X o . L
49.958 881 mutations ponctuelles & la position nucléotidique diabete |ns_|p|de
R 170 (CAG a CCG; Q57P) et a la position 299 néphrogénique
(GGA a GTA; G100V) dans I'exon 1 du géne
AQP2.

Diabéte insipide
une transition C> T conduisant & une mutation néphrogénique
faux-sens T108M de AQP2 au niveau du nucléotide
323 de I’exon 1.

Une substitution de la Cytosine en Thymine au Diabéte insipide
niveau du nucléotide 785 dans I’exon 4 de ’AQP2 | néphrogénique
(c.785C>T). recessive

Diabéte insipide
Une mutation a la position nucléotidique néphrogénique
NM_000486.5: ¢.374C> T (p.Thr125Met) dans
I'exon 2.

Une mutation & la position nucléotidique Diabete insipide
(NM_000486.6):¢c.211G>A (p.Val71Met) néphrogénique
Chromosome L
AQP7 9: 33,383,179- 24570 pb | 10 (situé au niveau d’un intron) Diabete de type 2
33,402,682 (situé au niveau d’un intron)
AQP1 | Chromosome
1 11: 20722 pb | 3 Diabeéte de type 2
77,589,391- Une substitution de Guanine en adénosine au
77,610,356 niveau de I’exon 1
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https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000167580;r=12:49950741-49958881
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000167580;r=12:49950741-49958881
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https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000165269;r=9:33383179-33402682
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000165269;r=9:33383179-33402682
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https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000178301;r=11:77589391-77610356
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000178301;r=11:77589391-77610356
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000178301;r=11:77589391-77610356
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3.2. Discussion

Rappelons que notre étude a été réalisée pour étudier le polymorphisme du gene aquaporine

(AQP) chez les diabétiques en utilisant les bases de données et les outils bioinformatiques.

D’aprés nos résultats, nous avons trouvé que les geénes qui codent pour les aquaporines
impliqués dans I’apparition du diabéte (AQP2, AQP7 et AQP11) sont caractérisés par un
profil polymorphique caractérisé par un trés grand nombre de SNPs, cependant plusieurs
¢tudes sont venues confirmer I’implication de ces aquaporines dans 1’apparition du diabéte et

dans la progression de ses complications.

o Les SNP du géne AQP2 impliqués dans I’apparition du diabéte

A ce jour 66 mutations distinctes du géne AQP2 ont été décrites (Liberatore et al., 2012).

Nous avons identifié 8 SNPs au niveau du geéne de I’AQP2 tous impliqués dans 1’apparition
du diabéte insipide néphrogénique, parmi eux 5 SNPs sont localisés au niveau de I’exon 1
(rs1288385043, rs964170650, rs28931580, rs1468828294 et le rs149659001), 2 autres SNPs
sont localisés au niveau de I’exon 4 du géne AQP2 (rs750321982 et le rs104894339) et enfin
1 SNP au niveau de I’exon 2 (rs104894339).

Le rs750321982 localisé au niveau de 1’exon 4 de I’AQP2 qui est une transitionde Ca G a la
position 697 (c.697C>G) a été aussi identifié par Raphael D et ses collaborateurs chez une
fillette de deux mois atteinte de NDI, mais une autre mutation a éteé identifié au niveau de ce
géne, il s’agit d’une transversion de C a T en position 601 (c.601C> T) dans I'exon 3
(H201Y), en effet les mutations résultant d’une substitution de la tyrosine pour I’histidine et
de l’arginine pour la glycine alterent gravement la structure de I’AQP2 et perturbent

I’absorption de I’eau (Liberatore et al., 2012).

Une étude portee sur une fille thailandaise de 6 ans atteinte du diabete insipide néphrogéenique
congénital (NDI) a permis d’identifi¢ deux novelles mutations faux-sens hétérozygotes situés
au niveau de I’exon 1 du gene AQP2 : une substitution de G a T en position nucléotidique 3
(c.3G—T) hérité de sa mére (p.M11) et une substitution de la guanine en adénosine au niveau
du nucléotide 85 (c.85G—A) hérité de son pére (p.G29S). La mutation du codon de départ
(p-M1I) peut conduire a I’abolition du site de démarrage de la traduction donc il est possible
qu’un autre codon d’initiation puisse €tre utilisé, ce qui conduira a I’élimination du premier et

une partie du deuxieme domaine transmembranaire donc au mauvais fonctionnement de la

44



Résultats et discussion

protéine AQP2. La mutation (p.G29S) est localisee dans le premier domaine
transmembranaire de I’AQP2, une mutation dans cette partie peut provoquer un mauvais
repliement de la protéine et donc incapacité a se deplacer vers la membrane plasmique
(Sahakitrungruang et al., 2008).

Deux autres variations polymorphiques du géne AQP2 ont été identifiées dans les familles
chinoises responsables du NDI. Il s’agit de mutations ponctuelles a la position nucléotidique
170 (CAG a CCG ; Q57P) et a la position 299 (GGA a GTA ; G100V) dans I’exon 1 du géne

AQP2 ce qui cause un mauvais acheminement de cette protéine (Lin et al., 2015).

Une analyse de séquencage réalisée par Ma et ses colleges en 2020 du géne AQP2 d’un
patient présentant les symptdmes de diabéte insipide néphrogénique congénitale a permis de
trouver une transition C >T conduisant a une mutation faux-sens T108M au niveau de 1’exon1
du géne AQP2. Cette variation de T108M peut entrainer des changements structurels
secondaires, I’AQP2 du patient a sept régions transmembranaires au lieu de six. Ces
découvertes impliquent que le résidu thréonine en position 108 est un site clé pour une AQP2
fonctionnel (Ma et al., 2020).

Une autre variante du gene AQP2 responsable de [D’apparition du diabete insipide
néphrogénique a pu étre identifier, il s’agit d’une mutation homozygote a la position
nucléotidique NM_000486.5 : ¢.374C> T (p.Thr125Met) dans I’exon 2, ce qui a entrainer une
délétion exonique comprenant les exons 2, 3 et partiellement 1’exon 4 de I’AQP2 (Fernéndez
etal., 2019).

Une autre étude a été faite sur une famille consanguine atteinte d’un diabéte insipide
néphrogénique récessif qui a permis d’identifier la mutation C.211G>A dans le géne AQP2,
c’est la premiére mutation de ce géne rapporté en Afrique du Nord. L’analyse du géne AQP2
chez les deux patients a montré une transition homozygote G vers A en position 211 dans
I’exon 1 (C.211G>A), conduisant a une substitution de la valine par une méthionine au niveau
de P’acide aminé 71 dans la deuxiéme boucle intracellulaire du canal d’eau de 1’AQP2

(Lassoued et al., 2008).

e Les SNP du géne AQP7 impliqués dans I’apparition du diabéte
Avec ’outil LitVar nous avons pu identifier au niveau du géne AQP7 deux SNPs (rs2989924
variant G et rs3758269), les deux situés au niveau d’un intron, ces deux SNPs ont fait I’objet

d’une étude chinoise dirigée par Yijin Wang et ses collégues en 2018 qui ont confirmé
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I’implication de ces SNPs dans le diabéte de type 2 dans la population de Han notamment

chez les sujets agés, en surpoids et ceux souffrant d’une obésité centrale (Wang et al., 2018).

e Les SNP du géne AQP11 impliqués dans ’apparition du diabéte

Au niveau de I’AQP11 un seul SNP a été identifié (rs2276415) situé au niveau de 1’exon 1 du
géne AQP11 qui est une transition de G a A a la position nucléotidique 304 donc changement
de I’acide aminé glycine qui deviendra serine ce qui conduira a la formation d’une AQPI11
non fonctionnelle. Cette SNP a fait 1’objet d’une étude chinoise dirigée par Han et ses
collaborateurs en 2019 qui ont confirmé I’implication de cette SNP dans 1’'une des
complications du diabete de type 2 qui est I’insuffisance rénale chronique. En effet quand une
personne est atteinte du diabéte de type 2 et posséde cette SNP cela conduira a un stress au
niveau du réticulum endoplasmique qui menera a une Iésion au niveau du tubule proximal
donc on aura I’intervention de cytokines, des protéases de la matrice extracellulaire et des
voies de réponse au stress ce qui augmentera le risque d’une insuffisance rénale chronique. De
la on comprend que le rs2276415 est un facteur de risque candidat chez les personnes
souffrant du diabéte de type 2 (Han et al., 2019).
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Conclusion

Le diabete est une maladie chronique qui survient lorsque le pancréas ne produit pas assez
d'insuline ou lorsque I'organisme n'est pas capable d'utiliser efficacement I'insuline qu'il
produit. 1l en résulte une concentration accrue de glucose dans le sang (hyperglycémie).

Notre étude est faite sur les aquaporines les plus importantes qui sont impliquées dans
I’apparition du diabéte. Notre objectif de travail est I’étude du polymorphisme du géne
aquaporine (AQP) chez les diabétiques en utilisant des outils bioinformatiques.

On a commencé notre étude par la recherche des différents SNPs des génes aquaporines
(AQP2, AQP7 et AQP11) par I'utilisation des outils bioinformatiques (Galaxy, Ensembl,
UCSC, NCBI). Vu le nombre important d’SNPs existant, on a di les trier et sélectionner
seulement ceux qui sont impliqués dans 1’apparition du diabéte et ceci en utilisant 1’outil
« LitVar » qui a permis d’associer chaque « rs » avec le type de diabéte qu’il peut provoquer.

Au total nous avons pu identifier 8 SNPs au niveau du géne AQP2 (rs1288385043,
rs964170650, rs28931580, rs1468828294, rs149659001, rs104894333, rs750321982 et
rs104894339), 2 SNPs au niveau du géne AQP7 (rs2989924 et rs3758269) et 1 SNP au niveau
du géne AQP11 (rs2276415).

Nous avons aussi utilisé des publications récoltées dans le site bibliographique PubMed pour
confirmer I'implication de ces SNP dans le diabéte, plusieurs étude ont été faite sur le
polymorphisme de ces aquaporines et ont montré qu’il existe des polymorphismes dans ces
génes associés au diabéte de type 2 et au diabete insipide néphrogénique.

L’importance de I’identification et de 1’analyse de ces SNPs contribuent a une meilleure
compréhension de leurs réles et leurs implications dans le diabete, ce qui ouvre une nouvelle
porte vers le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.
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Annexes 1

Les sequences nucléotidiques :

AQP2: >NC_000012.12 :49950737-49958878 Homo sapiens chromosome 12,
GRCh38.p13 Primary Assembly

AQP7: >NC_000009.12 :c33402682-33383135 Homo sapiens chromosome 9,
GRCh38.p13 Primary Assembly

AQP11: >NC _000011.10 :77589635-77610356 Homo sapiens chromosome 11,
GRCh38.p13 Primary Assembly
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Annexe 2

Information complémentaire trouvés sur la plateforme Varsome sur les SNP impliqués dans le diabéte

Gene Chromosome | Nombre de | Nombre | Rs ID Position Séquence | Séquence | HGVS La partie
pb d’exon REF ALT touchée
rs750321982 50349272 | C G (NM_000486.6):¢.697C>G (p.Arg233Gly) Exon 4
[ T (NM_000486.6):¢.697C>T (p.Arg233Cys)
rs1288385043 | 50344616 | G A (NM_000486.6):¢.3G>A (p.Metllle)
Exon 1
(NM_000486.6):¢.3G>T (p.Metllle)
AQP2 | 12 8141 pb 4 rs964170650 50344698 (NM_000486.6):¢.85G>A (p.Gly29Ser) Exon 1
rs28931580 50344783 | A C (NM_000486.6):¢.170A>C (p.GIn57Pro) Exon 1
rs1468828294 50344936 | C T (NM_000486.6):¢c.323C>T (p.Thr108Met) Exon 1
rs104894339 50349360 | C G (NM_000486.6):¢.785C>G (p.Pro262Arg)
Exon 4
C T (NM_000486.6):¢.785C>T (p.Pro262Leu)
rs104894333 50347951 | C T (NM_000486.6):¢.374C>T (p.Thr125Met) Exon 2
rs149659001 50344824 (NM_000486.6):¢.211G>A (p.Val71Met)
Exon 1
(NM_000486.6):c.211G>C (p.Val71Leu)
AQP7 9 19547 pb 10 rs3758269 33403640 | G A Intron
rs2989924 33403470 | T A Intron
AQP11 11 20721 pb 3 rs2276415 77301341 | G A (NM_173039.3):¢.304G>A (p.Gly102Ser) Exon 1
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https://varsome.com/variant/hg19/AQP2(NM_000486.6):c.785C%3ET
https://varsome.com/variant/hg19/AQP2(NM_000486.6):c.374C%3ET
https://varsome.com/variant/hg19/AQP2(NM_000486.6):c.211G%3EA
https://varsome.com/variant/hg19/AQP2(NM_000486.6):c.211G%3EC
https://varsome.com/variant/hg19/AQP11(NM_173039.3):c.304G%3EA
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Annexe 03

Les étapes d’interrogation de la base de données NCBI (Exemple : AQP2)
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AQP2 aquaporin 2 [ Homo sapiens (human) ]

Gene ID: 358, updated on 22-Aug-2020

= Summary =|?
Official Symbol AQP2 oo
Official Full Name  aquaponn 2
Primary source HGNC HGNC 634
See related Ensembd ENSGODOOOIGTSED MIM A0FTYT
Gene type  protein coding
RefSeq status REVIEWED
Organism Homo sagens
Lineage Eukaryola Metazea; Chordata; Craniata; Verlebrata; Evteleostomi; Mammalia; Eutheria; Evarchonteglires, Primates; Haplorhini, Catamhini, Hominidae;
Homo
Also kmown as  AQP-CD, WCH-CD
Summary This gene encedes a waler channal praotein located i the kidney collecting fubule. It balongs 1o the MIF/aquaposn family, some members of which are
clustered together on chromosome 12q13. Mutations in this gene have been linked 10 autosomal dominant and recessive forms of nephrogenic diabetes
insipidus. [provided by RefSeq, Oct 2008]
Expression Restricted expression toward kidney (RPKM 245.3) See more
Orthologs mouse a0
- Genomic context x|
Location: 121312 See AQP2 in Genome Data Viewers
Exon count: 4
Annotabion release Status Assammbly Chi  Location
10920200815 current GRCh3E p13 (GCE_000001405 39) 12 NC_ODDO12.12 (49850737, 40958878)
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Annexe 4

CBI Resources

S=NCBI

National Center for
Biotechnology Information

All Databases v ‘ ‘@

COVID-19 is an emerging, rapidly evolving situation.
Get the |atest public health information from CDC: https://Www.cOronavirus.gov .
@ Get the latest research from NIH: https:/fwww.nih.gov/coronavirus.
Find NCBI SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content: https:/www .ncbi nlm.nih gov/sars-cov-2/.

NCBI Home
Resource List (A-Z)

All Resources

Chemicals & Bioassays

Data & Software

DNA & RNA

Domains & Structures

Genes & Expression

Genetics & Medicine

Genomes & Maps

Homology

Literature

Proteins

Sequence Analysis

Taxonomy

Training & Tutorials

Welcome to NCBI

The National Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to

biomedical and genomic information

About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog

Submit

Deposit data or manuscripts
into NCBI databases
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Use NCBIAPIs and code
libraries to build applications

Download

Transfer NCBI data to your
computer
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Identify an NCBI tool for your
data analysis task

Learn

Find help documents, attend a
class or watch a tutorial

Research

Explore NCBI research and
collaborative projects

Popular Resources
PubMed
Bookshelf
PubMed Central
BLAST
Nucleotide
Genome

SNP

Gene

Protein
PubChem

NCBI News & Blog

GenBank release 238 is available

24 Jul 2020
GenBank release 238.0 (6/19/2020) is
now available on the NCBI FTP site. This

o release has 8 02 frillion hases and 2
Variation

Non-human variation data from EVA now
available in the Genome Data Viewer
23 Jul 2020

‘You can now view SNP variation data for
manv rommanhy <tidied animals and

Page d’accueil de NCBI

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

&) - Search all species
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regulation. Enseml
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SHNIH EHUZ Ewes?ictmiecs ; 2 Genome Browser

Genomes Genome Browser Tools Dow My Data Projects Help About Us

Our tools

m Genome Browser
interactively visualize genomic data
= Coronavirus Data
view SARS-CoV-2 genome and COVID-19-related datasets
= BLAT
rapidly align sequences to the genome
® Table Browser
download data from the Genome Browser database
® Variant Annotation Integrator
get functional effect predictions for variant calls
m Data Integrator
combine data sources from the Genome Browser database
® Genome Browser in a Box (GBiB)
run the Genome Browser on your laptop or server
m [n-Silico PCR
rapidly align PCR primer pairs to the genome
m LiftOver
convert genome coordinates between assemblies
® Track Hubs

import and view external data tracks

m REST API

returns data in JSON format

More tools...

Our story What's new

Page d’accueil d’UCSC

Analyze Data Workflow Visualize > Shared Data~ Help~ Login or Register

Tools X History [5 -;
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Submit Application
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Intervals
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L AP
National Center for Biotechnology Information 7= TUTORIAL

+[WitVar

U.S. National Library of Medicine

Try: A146T, c436G>A, rs121913527 or CFH R1210C

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

Page d’accueil de LitVar

L Sign in

‘varsome Editions -~ About- Community Blog

’ varsome

The Human Genomics Community

VarSome is powered by Saphetor, the Genome Interpreter

Variant, gene, publication, disease, phenotype, transcript, position, ...

Examples

Page d’accueil de Varsome
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