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Résumé

Ces dernieres années, la pertinence des polymorphismes de longueur des fragments de
restriction du géne du récepteur de la vitamine D (VDR) pour divers types de cancer a été
étudiée par un grand nombre d'études. On a émis I'nypothese que les polymorphismes VDR
peuvent influencer a la fois le risque d'apparition de cancer et le pronostic.

Notre étude in silico repose sur 1’utilisation des outils bio-informatiques pour étudier les
polymorphismes du géne VDR (récepteur de la vitamine D3) dans le cas du Cancer. Aussi de

comprendre la relation de ces derniers avec les conséquences physiopathologiques.

L’analyse des séquences d’ADN révele des polymorphismes génétiques qui expliquent en
partie, les différences d’un individu a ’autre. Les polymorphismes du VDR les plus
fréquemment analysés correspondent aux sites de clivage d’endonucléases Apal, Bsml, Fokl,

et Taql.

Nous avons réalisé 1’analyse in silico sur les plateformes « UCSC, Ensembl, Disgenet » en
évaluant I'association entre les polymorphismes de géne du récepteur de la vitamine D et le

risque de cancer et certaines maladies.

Cette analyse a été réalisée dans le but de donner un apercu a jour de toutes les données

concernant la pertinence des polymorphismes VDR pour le cancer.

On peut résumer que les données indiquant une association de polymorphismes VDR et de
risque de cancer sont les plus fortes pour le cancer du sein (Bsm1, Fok1), le cancer de la prostate
(Fokl) et le mélanome malin (MM) (Fokl), adénome colorectal (Fokl), carcinome a cellule

rénale, cancer de tractus reproducteur féminin, cancer de la vessie, tumeurs pédiatriques.

Ainsi que plusieurs types de maladies physiopathologiques qu’ils ont une relation avec le
polymorphisme du géne VDR, parmi les pathologies les plus courantes; 1’obésit¢ (Bsml),

cardiopathie génotype (bb), insulinoresistance (Apal, Bsm1l, Taql).

Mots Clés :
Récepteur de la vitamine D, polymorphisme genique, cancer, outils bio-informatiques, in
silico.



Abstract

In recent years, the relevance of vitamin D receptor (VDR) gene restriction fragment length
polymorphisms for various types of cancer has been investigated by a great number of studies.
It has been hypothesized that VDR polymorphisms may influence both the risk of cancer

occurrence and prognosis.

Our study in silico is based on the use of bioinformatics tools to study polymorphisms of the
VDR gene (vitamin D3 receptor) in the case of Cancer. Also to understand the relationship of
these with the pathophysiological consequences.

Analysis of DNA sequences reveals genetic polymorphisms that partly explain the differences
between individuals. The most frequently analyzed VDR polymorphisms correspond to the

sites of cleavage of endonucleases Apal, Bsml, Fokl, and Taql.

We performed in silico analysis on the "UCSC, Ensembl, Disgenet." platforms,
assessing the association between vitamin D receptor gene polymorphisms and cancer risk

and certain diseases.

This analysis was performed with the intent of giving an up-to-date overview of all data

concerning the relevance of VDR polymorphisms for cancer.

It can be summarized that data indicating an association of VDR polymorphisms and cancer
risk are strongest for breast cancer (Bsml, Fokl), prostate cancer (Fokl) and malignant
melanoma (MM) (Fok1), colorectal adenoma (Fokl), renal cell carcinoma, female
reproductive tract cancer, bladder cancer, pediatric tumours.

As well as several types of pathophysiological diseases they have a relationship with the
polymorphism of the VDR gene, among the most common pathologies; obesity (Bsml),
genotype heart disease (bb), insulin resistance (Apal, Bsml, Taqgl).

Keywords :

Vitamin D receptor , gene polymorphisms, cancer , bioinformatics tools ,in silico .
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Introduction

INTRODUCTION

La vitamine D, considérée comme une véritable hormone, est essentielle au maintien de
I’homéostasie phosphocalcique de 1’organisme. Sa biosynthése, tout comme sa dégradation,
sont assurées par des enzymes de type cytochromes P450. La régulation de ces enzymes fait
intervenir des hormones qui répondent a des variations de 1’homéostasie calcique et des
facteurs, appelés récepteurs nucléaires, qui modulent leur expression génique (Tissandié et
al., 2006).

La vitamine D est nécessaire au bon fonctionnement de nos cellules et de nos organes.

Les laboratoires s'intéressent donc a cette vitamine pour comprendre quel est son circuit dans

notre corps et surtout comment nous l'assimilons et l'utilisons. Une équipe francaise de

I'Institut de génétique et de biologie moléculaire et cellulaire (IGBMC) vient d'ailleurs de
faire une découverte importante.

On suspecte méme que I'absence de vitamine D serait un facteur déclenchant de nombreuses

pathologies parfois graves, comme les maladies cardio-vasculaires, le cancer et les maladies

neurodégénératives.

Et ce n'est pas en mangeant mieux que nous pallierons notre carence car nous fabriquons la
vitamine D grace aux rayons du soleil, les rayons UVB. Notre peau fabrique elle-méme la
vitamine D, qui fonctionne plus comme une hormone qu'une vitamine. Elle circule ensuite
dans le sang et nourrit nos différentes cellules. Et comme nous nous exposons de moins en
moins au soleil pour de trés bonnes raisons puisque nous nous protégeons du cancer de la

peau, nhous manquons de vitamine D.


https://www.allodocteurs.fr/actualite-sante-exces-de-soleil-ca-chauffe-pour-notre-peau-_101.html
https://www.allodocteurs.fr/actualite-sante-exces-de-soleil-ca-chauffe-pour-notre-peau-_101.html&IdBloc=3
https://www.allodocteurs.fr/actualite-sante-exces-de-soleil-ca-chauffe-pour-notre-peau-_101.html&IdBloc=3

Introduction

Compte tenu du rdle important que joue de la vitamine D dans la régulation du métabolisme du
calcium, il serait intéressant d’étudier la variation génétique au niveau du gene du récepteur de la
vitamine D, et de mettre en évidence d’éventuelles associations, entre cette variation génétique et

des pathologies qui seraient dues a ’altération de la régulation des cascades métaboliques faisant

intervenir le vdr .
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1.1. Legene VDR

1.1.1. Structure et localisation

Le géne VDR est localisé au bras long du chromosome 12 bandes 13-14(12g13-14)
(figure01). Ce géne code pour le récepteur nucléaire ( facteur de transcription) de la vitamine
D et régule I’action de cette derniére au sein de la cellule (Faraco et al., 1989) .

Le géne VDR a une longueur de 75Kb et contient 14 exons , 6 exons constituent la région non
codante (exons 1A-1F), et les 8 exons supplémentaire codent la composante structurelle du
VDR (Kdstner et al. 2009).

Le géne VDR se compose de plusieurs régions promotrices (A — C) (Khan et al. 2014)
capable de générer plusieurs transcrit spécifique au tissu. Cette région est caractérisé par
I'absence d'un initiateur de boite TATA, sa nature riche en GC et la présence de sites de
liaison putatifs pour le facteur de transcription SP1 et une variété de facteurs de transcription.
(Miyamoto et al. 1997).

La région 5’ non traduite du VDR est codée par I’exon 1 composé lui-méme de 3 séquences
formant les exons 1A, 1B, 1C impliqués dans la synthése de 4 transcrits différents du VDR.
Les motifs en doigt de zinc du domaine de liaison sont codés par les 2 exons 2 et 3, la zone
charniére est codée par les exons 4 et 5 et la région LBD par les exons 5 a 9. Le transcrit de
I’ARNm du VDR est composé de 4628 bases et code pour un polypeptide de 427 acides
aminés avec une masse moléculaire de 48KDa (Miyamoto et al. 1997) .

Chromosome 12

1F  1E1A1D 1B 1C 2 3 4 5 6 7. & 9

Figure01 : la structure du géne VDR humain
1.1.2. Fonction

Le gene VDR fournit des instructions pour fabriquer une protéine appelée récepteur de la

vitamine D (VDR), qui permet au corps de répondre a la vitamine D. Cette vitamine peut étre
3
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acquise a partir des aliments dans I'alimentation ou fabriquée dans le corps avec l'aide de
I'exposition au soleil. La vitamine D est impliquée dans le maintien du bon équilibre de
plusieurs minéraux dans le corps, dont le calcium et le phosphate, qui sont essentiels a la
formation normale des os et des dents. L'un des principaux roles de la vitamine D est de
Contrdler I'absorption du calcium et du phosphate des intestins dans la circulation sanguine.
La vitamine D est également impliquée dans plusieurs processus sans rapport avec la
formation des os et des dents (En & Bien, 2020).

1.1.3. Expression

Le VDR est un récepteur de haute affnité et ayant un poids moléculaire d'environ 48-55 kD.
Le VDR est exprimée dans la majorité des tissus humains (figure02). Mais certaines cellules
ont une expression VDR diminuée ou inexistante, y compris les globules rouges, les muscles
cardiaques et squelettiques matures et les cellules de Purkinje cérébelleuses (Eyles et al.,
2005)

+ Project title: HPA RNA-seq normal tissues

« Description: RNA-seq was performed of tissue samples from 95 human individuals representing 27 different tissues in order to determine tissue-specificity of all
protein-coding genes

+ BioProject: PRJEB4337

+ Publication: PMID 24309598

+ Analysis date: Wed Apr 4 07:08:55 2018

25

RPKM
]

Samples

Figure02 : le niveau d’expression du VDR dans les différents tissus .

1.1.4. Régulation du géne VDR

Le promoteur hVDR contient un ensemble de sites de liaison putatifs pour les facteurs de

transcription qui médient les activités de multiples voies qui servent a transduire une variété

4
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de signaux extracellulaires. Le VDR est regulé a la fois par les voies PKA et PKC qui a leur
tour sont connues pour converger sur plusieurs facteurs de transcription spécifiques.

La présence de cing boites GC immediatement en amont du site de départ de la transcription
suggere un role fondamental pour le facteur de transcription SP1 dans I'activation de ce gene.
SP1 est connu pour interagir a la fois avec un certain nombre de promoteurs cellulaires et

viraux ainsi qu'avec d'autres facteurs de transcriptions tels que NFkB (Miyamoto et al., 1997)

1.1.5. Protéines du gene VDR

1.1.5.1 Le récepteur de la vitamine D

Comme tous les récepteurs nucléaires, présente une organisation modulaire plus au moins
conserveée. Il comporte entre autre deux domaines (figure03).

Un domaine liant I’ADN, DBD (DNA Binding Domain) ou domaine C du coté N-terminal de
la protéine, contient deux motifs en « doigt de zinc »qui permettent la reconnaissance entre
VDR et I’élément régulateurs de I'ADN.

Un domaine nécessaire a la translocation du VDR dans le noyau et un domaine liant le ligand,
LBD (Ligand Binding Domain) ou domaine E responsable de I'affinité de liaison au ligand et
ou se localise la zone de liaison sélective au RXR.

Le LBD du VDR comprend 13 hélices alpha organisées en sandwich et 3 feuillets beta,
structure canonique conservée dans la famille de récepteurs nucléaires. le VDR présente une
extension unique parmi les récepteurs nucléaires , localisée entre 1’hélice 1 et I’hélice 3 cette
boucle flexible semble étre fonctionnellement silencieuse car son absence dans la forme
deletée du VDR ne perturbe pas la fonction du VDR (C,HERAUD, 2016).

(NLS pourNuclear Localization Signal) qui interagissent avec I’importine ¢ . L’un de ces signaux
est situé entre les deux doigts de zinc du DBD, entre les résidus 67 et 108 (Hsieh et al., 1998).
Dans la région charniére ou domaine D se situe une autre séquence de localisation nucléaire
(NLS) afin de facilité la translocation du VDR dans le noyau (Michigami et al., 1999).
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Domaine de Domaine de
fixation a I'ADN fixation du ligand
(DBD) (LBD)

Fonction de Fonction de
transactivation ligand- transactivation Iigand-J
. dépendante AF-2

indéependante AF-1

Figure03: la structure de recepteur du vitamine D (VDR)

1.1.5.2. Localisation du VDR

Au niveau tissulaire : la présence de VDR est marquée dans les reins, ’intestin, les glandes
parathyroide et 1’0os et dans des nombreux autre tissus qui n’intervenant pas dans
I’homéostasie minérale tels que les cellules B pancréatiques, les kératinocytes, les cellules
immunitaires, les cellules épithéliales bronchiques, les glandes prostatique et mammaires.

Au niveau cellulaire le VDR est présent essentiellement dans le cytoplasme et dans la zone

péri-nucléaire, et en faible quantité au niveau membranaire :

Au niveau nucléaire ou cytosolique : le VDR présent dans le cytosol est capable de traverser
la membrane nucléaire. La fixation du ligand sur le LBD induit une translocation nucléaire
massive du VDR déplagant alors 1’équilibre du VDR présent dans le cytosol et dans le noyau.
C'est une voie directe puisque le récepteur et le facteur de transcription ne sont qu'une seule et
méme proteéine.

Au niveau membranaire : le VDR est situé au sein de structures de la membrane cellulaire
nommé caveoles. Au niveau de ces fractions enrichies en cavéoles membranaires, le calcitriol
affiche les mémes affinités de liaison relatives au VDR nucléaire. En réponse a la

Fixation du ligand, une série de messagers secondaires comme I’AMPc, ou les ions Ca2+ par
Exemple, permettent la transduction du signal grace a une cascade de phosphorylations /
Déphosphorylations (C. HERAUD, 2016)



Rappels bibliographiques

1.1.5.3. Mode d’action du VDR :

L’inecalcitol (analogue de vitamine D) se lie au récepteur de la vitamine D (VDR) qui lui-
méme se lie alors au récepteur rétinoide X (RXR). Ce complexe inecalcitol/VDR/RXR se fixe
ensuite sur des séquences d’ADN, appelées éléments de réponse a la vitamine D, qui stimulent
ou inhibent I'expression de certains genes (figure04). Les nombreux genes régulés sont
impliqués dans de multiples fonctions biologiques de la vitamine D : régulation du calcium,
mais aussi prolifération et différentiation cellulaires, apoptose, inflammation et

immunomodulation .

Le complexe formé par I’inecalcitol avec le VDR différe par sa conformation de celui formé
par la vitamine D. En conséquence, I’ensemble inecalcitol/VVDR/RXR ne se fixe pas a tous les
éléments de réponse a la vitamine D, ou avec des affinités différentes de celles de complexe
naturelle vitamine D/VDR/RXR. Ainsi, 1’inécalcitol agit beaucoup plus fortement sur les
genes impliqués dans la prolifération et la différentiation cellulaires, I’apoptose et I’immuno-
modulation, et beaucoup moins sur ceux responsables de la régulation du calcium dans le sang
(calcémie) (Jehan & A, Voloc, 2014).

INECALCITOL

RECEPTEUR X DES

ﬁ RETINOIDES #

(RXR)

RXR —
Surexpression de Surexpresion
genes de . des génes
Différenciation Diminution de Diminution de SurexPress\on de dmmunomodulation
[expression de génes  Iexpression de génes génes de
de Prolifération de lnflammation [Apoptose

Figure04: mode d’action du VDR
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1.1.5.4. La régulation du VDR :

L’activité du VDR peut étre régulée au niveau des différentes étapes de son métabolisme a
savoir 1’accessibilité¢ du ligand au VDR, le contenu cellulaire en VDR, les modifications post
traductionnelles du récepteur et la disponibilité des co-activateurs nucléaires (Haussler M et
al. 1998).

Les concentrations de VDR dans une cellule cible sont régulées par les concentrations de
1,25(0H) D et de ses métabolites (régulation homologue) mais aussi par d'autres hormones ou
facteurs de croissance qui ne se lient pas au VDR (up-régulation hétérologue). (Costa E et al.,
1986 ; Pols H et al.,1988).

Les effets génomiques médiés par VDR consistent en I'activation et la répression de la
transcription génique, qui comprend la formation de complexes multi protéiques avec des

protéines Co régulatrices (figure05).

En absence de la vitamin D, la concentration du VDR est en equilibre entre le cytosol et le
noyau. Il a ete prouve que la fixation du ligand sur le LBD du VDR du cytosol induit une
translocation nucléaire massive du VDR ce qui déplace 1’équilibre (Yasmin et al., 2005) .
D’autre part en absence de ligand, le VDR présent dans le noyau interagit avec son partenaire
RXR et le complexe VDR/RXR se fixe sur un élément de réponse mais il est maintenu dans
un état « silencieux » (Shaffer & Gewirth, 2002) par plusieurs corépresseurs tels que SMRT
(Chen & Evans, 1995), NCoR qui déacétylent les histones(Nagy et al., 1999) . Cela maintient
la chromatine dans un état compacté qui la rend inaccessible a la machinerie
transcriptionnelle.

La fixation du ligand sur le complexe VDR/RXR induit un changement conformationnel, ce

qui entraine le départ des corépresseurs puis la fixation des divers Co activateurs.
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Figure 05: la regulation du recepteur de la vitamine D (VDR )

1.2.Polymorphisme

Les SNP sont des variations de la séquence d’ADN d’une seule paire de base a un locus
donné dans un endroit particulier du génome(dans un gene ), les SNPs peuvent étre un

facteur protecteur ou un facteur de risque .

1.2.1. Variations de nucléotides uniques (SNP)
Les polymorphismes dans les séquences non codantes sont plus fréquents que dans les

seéquences codantes, et les polymorphismes silencieux sont plus fréquents que les
polymorphismes non silencieux dans les séquences codantes cela revient a la redondance du

code génétique (Jocelyn céraline, 2012).
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Les polymorphismes qui se trouvent dans les régions codantes et régulatrices sont les plus
étudié et intéressant pour réaliser la cartographie des maladies multifactorielles.

Dans des régions codantes ou non d’un gene, il peut y avoir une substitution d’une paire de
bases par un nucléotide appelée Single Nucléotide Polymorphisme (SNP). Différents SNPs
influencent le statut en vitamine D. lls peuvent concerner les génes codant pour les enzymes
intervenant soit dans la synthése ou soit dans le catabolisme de la 25(OH)D et de la
1,25(0OH)D, et peuvent ainsi influencer les concentrations sériques de vitamine D.

Les polymorphismes ou variant genétiques sont secondaires a des modifications de la
séquence d’ADN. On distingue les SNP (Single Nucleotide Polymorphism) qui correspondent
a la substitution d’un nucléotide par un autre (figure06), les délétions d’ADN répétitifs

(séquences répétées en tandem ou microsatellite) et les insertions-délétions de bases.

Parmi ces polymorphismes, les SNPs sont les plus fréquents comptent environ 90% des
variations génétique chez I’homme et sont mieux adaptés & la recherche du fait de leur
stabilité. Les SNP sont majoritairement bi-alleliques. lls permettent de différencier 3
génotypes : I’homozygote fréquent, I’hétérozygote et I’homozygote rare. Si les sites alléliques
sont trés proches physiquement ou s’ils sont situés dans une région qui combine peu, il peut y
avoir désequilibre de liaison, c'est-a-dire que des alleles situés a deux loci ne se transmettent

pas de facon indépendante.

Le déséquilibre de liaison est li¢ a un nombre d’haplotype observé dans une population
inférieur au nombre théorique évalué par le PIC(Polymorphism Information Content) qui
correspond au pourcentage d’homozygotes pour chaque alléle étudié (Jehan & A,Voloc,
2014).

Figure 06 : la variation de nucléotide unique.
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1.2.2. Polymorphisme du géneVDR

L’analyse des séquences d’ADN révele des polymorphismes génétiques qui expliquent en
partie, les différences d’un individu a l’autre. Les polymorphismes du VDR les plus
fréquemment analysés correspondent aux sites de clivage d’endonucléases Apal, Bsml, Fokl,
et Taqgl (figureQ7).

Le polymorphisme FoklI est localisé au niveau de 1’exon 2 et consiste en une transition T/C.
Ils’agit d’une substitution d’un nucléotide T (Thymine) en C (Cytosine) au niveau des deux

sites potentiels d’initiation de la traduction(Baker et al., 1988; Arai H et al.,1997 ).

Il en résulte une protéine VDR plus courte de trois acides aminés. Ce polymorphisme a un
role fonctionnel majeur dans I'activation transcriptionnelle du géne du VDR (Whitfield GK et
al., 2001).

Le polymorphisme Bsml est localisé au niveau de I’intron 8 et consiste en une substitution

d’un nucléotide A (Adénine) en G (Guanine) (Morrison et al., 1992).

Le polymorphisme Taql est localisé au niveau de 1’exon 9 et consiste en une substitution d’un
nucléotide T en C au niveau du codon 352 mais ce SNP ne modifie pas la séquence de VDR
(Morrison NA et al.,1992).

Le polymorphisme poly (A) (rs17878969) est situé dans la région non traduite en 3 'du géne
VDR et affiche un nombre variable de répétitions A . Ce polymorphisme a été suggéré pour
affecter la stabilitt de I'ARNm. De nombreuses études se sont intéressees a étudier
I'association entre le polymorphisme poly (A) et le risque de cancer, notamment le cancer du
sein et le cancer de la prostate (Huang J et al.,2013).

En définitive, les polymorphismes génétiques du VDR constitueraient un facteur important de
Susceptibilité individuelle aux effets biologiques de la vitamine D.

11
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FigureQ7: Sites des polymorphismes principaux du gene codant pour le VDR (Reis AF et al,

2005).

1.3 Association cancer et polymorphisme du gene VDR

Les SNPs dans le gene codant pour le VDR peuvent influencer

le risque de cancer (Duffy

MJ et al, 2017) . De nombreuses enquétes ont analysé les SNP affiliés au VDR ; cependant,

leur association générale avec la cancérogenése reste controversée

Des associations significatives entre VDR polymorphismes et cancer du sein (Fok 1, Bsm 1,

Apa 1), de la prostate ( Fok 1, Bsm 1, Taql), colorectal ( Fok 1, Bsm 1, Taq 1) et le cancer de
la peau (Fok 1, Bsm 1, Taq 1) ont été signalés (Gandini S et al, 2014).

La présence de ces polymorphismes est associée a un risque accru de cancer. Cependant, ces

relations peuvent varier avec I'age, I'origine ethnique et la race.

12
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Vitamin D

receptor

Figure 08: association entre les polymorphisms du VDR et le risque de different cancer
LLA: Leucémie lymphoblastique aigué, AP: polypose adénomateuse, CRC: cancer colorectal,
NSCLC: cancer du poumon non a petites cellules, RCC: carcinome a cellules rénales

1.3.1. Adenome colorectal

Des études sur I'association entre les polymorphismes VDR et les adénomes colorectaux ont
montré une réduction de 20 a 80% du risque d'adénome colorectal chez les personnes ayant
les alléles B Bsm1, f Fok1 et u Tur91(Kim et al., 2001; Ingles et al., 2001).

Toutes les études n'ont pas observé de risque réduit avec le polymorphisme Fok1 (Kim et al.,
2001) . Des associations similaires ont été observées pour le cancer colorectal et le gene VDR

comme pour les adénomes ( Slattery et al., 2001 ; Martha L et al., 2004).

Il'y a des suggestions dans la littérature que les polymorphismes au 3'-UTR du géne et ceux
de la région 5'-UTR peuvent étre associés différemment au cancer du colon et rectal. Comme
pour les associations rapportées pour les adénomes colorectaux et le Fokl VDR

polymorphismes, les découvertes ne sont pas universelles.

Des études examinant les haplotypes et le cancer colorectal ont observé que I'halotype BLF

augmentait le risque de cancer du célon mais pas de cancer rectal (Sweeney et al., 2006).

13
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1.3.2 Cancer du tractus reproducteur féminin

Le polymorphisme VDR a été associé au cancer de la reproduction chez la femme, y compris
le sein, l'ovaire, le col utérin, cancer de I'endométre, de l'utérus et du vagin (Mun MJ, Kim
TH, 2015) .

Une expression accrue de VDR a été trouvée dans le cancer du sein et inversement liée aux
caractéristiques agressives de la tumeur, y compris la grande taille de la tumeur, la négativité
des récepteurs hormonaux (HR), le sous-type triple négatif [récepteur des cestrogeénes (ER)
négatif, le récepteur de la progestérone(PR) négatif, et le récepteur 2 du facteur de croissance

épidermique humain (HER2) négatif], et I'expression du marqueur prolifératif.

De méme, diverses études cas témoins ont suggéré que l'association en polymorphisme VDR
et le risque de cancer du sein pouvait dépendre de la race et de l'origine ethnique (Al-Azhri et
al., 2017).

De plus, ces études ont également montré des résultats incohérents, certains suggérant
I'association du polymorphisme VDR avec le cancer du sein, tandis que d'autres suggéraient
un manque d’association,aucune association entre les polymorphismes VDR et le risque de
cancer du sein n'a été trouvée. Cependant, I’examination de l'impact des polymorphismes du
géneVDR Fok 1, Bsm 1, Taq 1, Apa 1 et poly(A) sur le développement du cancer du sein de
1996 a 2015 et a suggéré qu’en raison des résultats incohérents des études diverses, aucune
preuve concluante n’associe le risque de cancer du sein avec polymorphisme VDR (Shaikh F,
2016).

1.3.3.Cancer de prostate

Le cancer de la prostate est la tumeur maligne la plus courante chez les hommes agés a travers
le monde. L’incidence du cancer de la prostate est mondiale tandis que 1’origine ethnique,
I’histoire familiale, statut hormonal, structure alimentaire, age et faibles taux de vitamine D

sont des facteurs de risque de cancer de la prostate (Galunska B et al , 2015).

14
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En outre, des études ont signalé 1’association entre le polymorphisme VDR et un risque accru
de cancer de la prostate (Cheteri et al, 2004 ;Oh JJ et al , 2014) .

Les associations entre les polymorphismes VDR et le cancer de la prostate sont similaires a

celles rapportées pour le cancer colorectal.

(Ingles et al., 1997) ont rapporté un risque multiplié par 4 de cancer de la prostate chez les
hommes avec plus de 20 répétitions du génotype poly (A); cependant, Andersson et
al.(Andersson et al., 2006) ont rapporté un risque multiplié par 4 chez les personnes ayant de

courtes répétitions.

(Cicek et al., 2006) ont observé que les polymorphismes dans les régions 5-UTR et 3’-UTR
des génes étaient associés a une réduction de 40% a 70% du risque de cancer de la prostate et

que I'haplotype fbaT était associé a une réduction de 50% du risque de cancer de la prostate.

(Xu et al.,, 2003) ont montré que le génotype ff de Fokl était associé a des tumeurs
prostatiques plus agressives. Certaines études n'‘ont pas montré d'association entre les

polymorphismes VDR et le cancer de la prostate (Chokkalingam et al, 2001;L.i et al., 2007)

1.3.4. Cancer de la peau

L'effet protecteur de la vitamine D contre les dommages de I'ADN induits par le rayonnement
ultraviolet et le développement du cancer de la peau et le réle protecteur de la vitamine D
dans la réduction du cancer de la peau ont été discutés. Cependant, I'association entre la
vitamine D et le risque de cancer de la peau, y compris le mélanome et le carcinome des

kératinocytes, n'est pas encore clair.

L'apport en vitamine D a été positivement associé au risque de carcinome baso-cellulaire et
de mélanome, tout en réduisant de maniére non statistiguement significative l'incidence du

carcinome épidermoide et du mélanome (Park et al, 2016 ; van der Pols JC et al, 2013).

Les principaux facteurs de risque associes aux cancers de la peau sont I'exposition au soleil et

le phototype cutané, les effets anti carcinogénes et pro carcinogenes de la vitamine D.
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Avec ces facteurs, le polymorphisme VDR est également impliqué dans la pathogenése du
cancer de la peau et peut augmenter la sensibilité aux tumeurs malignes (VON Schuckmann
et al, 2016).

L'association des polymorphismes Fok 1, Taq 1, Apa 1 et Bsm 1 avec le cancer de la peau, y

compris les études jusqu'en 2014, a été discutée par (Ombra et al,2017).

Des études récente sont suggeré le polymorphisme VDR comme facteur de risque de tumeurs
malignes de la peau (Lee YH et al, 2015; VON Schuckmann et al, 2016).

Une méta-analyse a montré que le polymorphisme VDR est associé au risque de cancer des
kératinocytes, tandis que les génotypes récessifs rs2228570, rs 927650 et rs1544410 sont

associes a un risque réduit de carcinome épidermoide.

Les génotypes récessifs VDR rs7975232 et rs739837 étaient également associés a un risque
réduit de carcinome basocellulaire (VON Schuckmann, 2016).

une autre étude a trouvé une association du polymorphisme de Bsml avec le mélanome en
Europe (Lee et al , 2015).

Ces résultats suggerent la nécessité d’approfondir la recherche.

1.3.5. Cancer du sein

(McCullough et al., 2007) ont examiné le géne VDR et le cancer du sein, observant un risque
réduit de 20% chez les femmes ayant un alleéle B du polymorphisme Bsm1.

(Ingles et al., 2000) ont rapporté une augmentation significative du risque de cancer du sein
chez les femmes latines dans une cohorte multiethnique avec le génotype SS par rapport au
LL poly (A) et une association inverse avec le génotype bb du polymorphisme Bsm1.

D'autres ont signalé un risque accru de cancer du sein chez les Caucasiens pour les génotypes
aa (vs AA) et TT (vs tt) (Curran et al., 1999; Dunning et al., 1999) .

16
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1.3.6. Carcinome a cellules rénales RCC

La vitamine D et le VDR sont impliqués dans la division cellulaire, I’adhésion cellulaire et la
Fonction cellulaire. Une fonction rénale normale est necessaire au métabolisme de la vitamine
D. Le role de la vitamine D, du VDR et du récepteur rétinoide-X dans I'inhibition des cellules
de la prolifération et I'angiogenese et I'induction de la différenciation et de I'apoptose, et dans
la pathogenése du carcinome a cellules rénales (RCC) ont été discutées.

Les niveaux faibles et élevés de vitamine D circulante ont été associés a un risque plus élevé
de décés quelle qu'en soit la cause parmi les cas de RCC (Muller DC et al , 2016) .Cela
indique que les niveaux de vitamine D peuvent affecter la pathogenése du RCC et que le VDR

pourrait étre impliqué dans la cancérogenese du RCC.

Des études cas-témoins récentes de Yang et al, 2016 , suggerent I'association d'un risque
accru de RCC avec le polymorphisme VDR.

1.3.7. Cancer de la VESSIE

(Mittal et al, 2007) ont observé un risque multiplié par 2 de cancer de la vessie chez les

personnes porteuses du génotype FF.

Il existe des preuves Expérimentales et épidémiologiques que la vitamine D a un r6le
protecteur contre le cancer de la vessie, cependant, la relation causale n'est pas claire. L'étude

des polymorphismes VDR peut élucider la relation causale du cancer de la vessie.

Récemment, Ben Fradj et al, 2016 suggeérent que le génotype ff et l'allele f du
polymorphisme Fokl sont associés a un risque accru de cancer de la vessie urothéliale. En
outre,les associations des polymorphismes Apa I, Bsm I, Fok let Tagl avec RCC et cancer de

la prostate, Fok 1 avec cancer de la vessie (Krajewski W et al, 2016).

Les résultats des études suggerent que les polymorphismes VDR peuvent étre des facteurs de

risque de cancer urologique. Cependant, en raison du nombre limité d'études, les preuves
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d'une association claire entre le cancer urologique et le polymorphisme VDR ne sont pas

concretes et des études épidémiologiques supplémentaires sont nécessaires.

1.3.8. Tumeurs pédiatriques

La vitamine D joue un réle crucial dans la régulation de I'homéostasie cellulaire et de la
prolifération. Le role de la vitamine D dans la pathogenese de divers types de cancer a été

discuté dans la littérature par rapport au sein, de la prostate, de 1’estomac et du colon, etc.

Dans une population pédiatrique, aucune association de polymorphisme VDR et de
lymphome de Hodgkin n'a été trouvée (Tekgunduz SA et al , 2017).

Cependant, dans le cas de tumeurs solides pediatriques, une faible association entre le
génotype CT et CC de Fok I avec un risque réduit de survenue d'un cancer solide pédiatrique
a été signalée (Bienertova-Vasku J et al, 2016).

Le niveau de vitamine D et I'expression du VDR peuvent également servir de prédicteurs de
I'apparition et de la survie globale des tumeurs solides dans la population pédiatrique
(Bienertova-Vasku J et al , 2003; Tekgunduz SA et al, 2017).

Les effets des polymorphismes VDR sur la tumorigénese et d'autres paramétres indiquent la
nécessité d'une recherche plus approfondie sur le réle des polymorphismes VDR et leurs

effets sur le métabolisme de la vitamine D se rapportent a la physiologie humaine.
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2.Matériels et méthodes

Notre travail est une étude in Silico Bioinformatique réalisée au sein du département de biologie et
physiologie cellulaire de la Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie (FSNV) de I’université
SAAD DAHLAB-BLIDA-1, Pendant le mois de Mars et durant le confinement a cause de la
pandémie du Covid-19 Pendant une période de 5mois du mois d’Avril 2020 au Septembre 2020.

Divers outils bio-informatiques s’offrent a nous pour ce travail, en utilisant les données de bases de
données internationales, stockées et publiées dans plusieurs bases de données.
Rappelons que notre objectif principale est 1’étude du polymorphisme du gene VDR (récepteur de la
vitamine D3) et ses associations aux cancers et pathologies chez ’homme

Ce présent travail est une thématique proposée par Mme Eddaikra qui s’est déroulé par
visioconférence pendant la période de confinement lier a la pandémie covidl9 du mois d’Avril

jusqu’au mois de juillet 2020.

2.1. Matériels

2.1.1. Materiel non biologique

Rappelons que notre étude est une étude in Silico, qui a nécessité¢ 1’utilisation du matériel
informatique (ordinateur portable) et d’une connexion internet a haut débit.

Aussi, nous avons utilisés des outils bio-informatiques pour le traitement de nos échantillons
moléculaire et 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 répertorié dans le tableau I ci-aprés :

Tableau I: Bases de données open source utilisés

Base de URL
données
NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Ensembl https://www.ensembl.org/index.html
Geénecard www.genecards.org
UCSC https://genome.ucsc.edu/
Alfred https://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp
Disgenet http://www.disgenet.org
Genemania http://www.genemania.org
swissmodel https://swissmodel.expasy.org/
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2.1.2. Materiel biologique
Les variations de séquences au niveau des genes sont le plus souvent responsables de troubles

fonctionnels des protéines concernées menant a 1’apparition de nombreuses maladies.

Pour répondre a plusieurs problématiques ou thématiques dans le souci de comprendre le lien entre
les polymorphismes du géne VDR et différents cancers et pathologies in silico. Nous avons utilisé
les séquences nucléotidique et protéique stockés dans des bases de données a acces libre (Open
NCBI

(https://www.nchi.nlm.nih.gov/) et Ensemble Genome Browser (https://www.ensembl.org).

Source) comme (NationalCenter for Biotechnology Information)

. Aprés une sélection des molécules biologiques, nous avons retenu les molécules dont les

références sont répertoriées dans le tableau ci-apres :

Tableau II : Description de molécules biologiques utilisées

Nature Numéro ID :iden- | Format Source Nombre | Nombre | Début et fin de

des d’accession tifiant de paires exon la séquence
séquences de base
ADN NG-008731 | NG- Fasta NCBI 70495pb | 14 De CTGGGG
008731.1 (GenBan a GCATGG
K)

Sequence | NM- NP- Fasta Ensemble | 427 aa De MEAMAA
protéique | 000367.1 000367.1 A EGNEIS
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2.2.  Meéthode

Le protocole de notre étude est schématisé par 1’organigramme par la figure 7 ci-dessous.

Interrogation des bases de données

Récolte des informations

vdr

(- -
— /
T —
= EJEnsembl L vaar
h \ /
Interactions o~
moleculaires - Protéique Importer la séquence FASTA Nucléiotidique
GENEMANIA
+
Modélisation Protéique Snp ,Is
Structure 3D

!

"6~ SWISS-MODEL

Association pathologique

W DingiE[;'!'v"

-

Trier les « rs »

Variation dans la séquence :
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- Codante synonvme

- Codante non synonvme
- 3prim UTR

Figure 09: Méthode de recherche des SNP du géne VDR
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2.2.1. Outils bio-informatiques

Differents outils bio-informatiques étaient a notre porté afin d’atteindre notre but, nous les avons
utilisées pour le traitement de nos échantillons moléculaire stockés dans des bases de données a
acces libre (Open Source). Ces bases de données sont des plateformes utilisent la technologie de
séquencage a haut débit comme les NGS (Next Generation Sequencing) a 1’échelle internationale.
Ces outils nous permettent la sélection des variants polymorphiques des différents SNPs (single
nucléotide polymorphisme) et les références snip (rs) que nous avons utilisés pour notre étude. Dans
ce travail nous avons utilisé plusieurs navigateurs et bases de données, pour avoir les informations

nécessaires et pour obtenir les résultats souhaités que nous allons présenter ci-dessous.

GeneCards

- Principe
Gene Cards est une base de données consultable et intégrative qui fournit des informations

completes et conviviales sur tous les génes humains annotés et prédits (www.genecards.org). Elle
integre automatiquement des données centrées sur le géne provenant d'environ 150 sources Web, y
compris des informations génomiques, transcriptomiques, protéomiques, génetiques, cliniques et
fonctionnelles.

- Protocol de recherche
-Nous avons soumis notre requéte du mot clé « VDR » dans le champ de recherche sur la page
d'accueil de Genecards
-La page résultat de la recherche affiche une liste fermée de minicartes, montrant le symbole du
géne, la description, la catégorie, ID et le score.
- Nous sélectionnons le gene que nous souhaitons explorer davantage, la Genecard apparait avec
toutes les données concernant ce gene.

Les étapes de notre recherche sont décrites dans la figure 10 ci-aprés

22


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&pto=aue&rurl=translate.google.com&sl=auto&sp=nmt4&tl=fr&u=http://www.genecards.org/&usg=ALkJrhiwKC7fRXyFxnAvmuANMOfGCKDXmA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&pto=aue&rurl=translate.google.com&sl=auto&sp=nmt4&tl=fr&u=http://www.genecards.org/&usg=ALkJrhiwKC7fRXyFxnAvmuANMOfGCKDXmA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&pto=aue&rurl=translate.google.com&sl=auto&sp=nmt4&tl=fr&u=http://www.genecards.org/Guide/Search&usg=ALkJrhjU93gSExfVsQTiOmv7veZDEMpQ8g#get
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&pto=aue&rurl=translate.google.com&sl=auto&sp=nmt4&tl=fr&u=http://www.genecards.org/Guide/Search&usg=ALkJrhjU93gSExfVsQTiOmv7veZDEMpQ8g#get

Matériel et méthode

ﬁﬁgngﬁamsﬁ\g Walscuds  UilMapDicowry Pathlwdt Toer Vi Génahnshti  GenthlaCart Lkeble

Phenotype-Driven NGS Interpretation

TGex- GeneCarde-povered NGS Analysis & Reporting Platlm  LEANMORE

Showing 25 of 4,177 Results for vdr

3' Symbol

Home  UwGuoe  AnisTose  NewpAndView  Aout My Gerws Login / Sigalp

GeneCards " The Human Gene Database 0 GeneCardsSu ‘ e
GeneCards is a searchable, integrative database that provides comprehensive, user-friendly NGS Analysis Tools

information on ol nnatated and predicted human génes, The knowledgebase automatically
integrates gene-centric data from ~150 web sources, including genomic, transcriptomic,
peoteomi, genetic, linieal and functional information.

Explare a Gene Affiliated Databases

' ‘n (53
Jump to section for this gene: m

Mg Diordes Dompey  Drug Eigretgion Funcion _ Genoia

beode Show:
Showing 25 of 4,177 Results for vdr

" Symbol Description Category OlFs Gid Score ¥

i D Receptor

R [ o Dooains g Emrssin Fuion  Genmics  Locaimion  Ortiogs
) Panlogs Pathways Products Proteins Publications Sources Summaries Trnscripts Variants

Figurel10: Utilisation de Genecards

www.genecards.org

NCBI

- Principe
Base de données du National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) est une division du National Institutes of Health (NIH,

institutions nationales pour la recherche médicale et biomédicale des Etats-Unis).NCBI
integre des informations diverses sur les génes d’un grand nombre d’espéces. Cette derniére
conduit des recherches dans la bioinformatique, développe des logiciels pour analyser des
données de génome et fournir des informations biomédicales (Azencott, 2016).
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- Protocol de recherche
1. Nous entrons le géne VDR dans le champ de recherche.
2. Nous cliqueons sur le gene souhaité. Ainsi, Plusieurs possibilités vont nous permettre d’accéder
au polymorphisme du gene d’intérét « VDR » plus particulierement les SNPs.

Les étapes de notre recherche sont décrites dans la figure 11 Ci-apreés
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Figure 11: Etapes de recherche dans le site NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
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UCSC
- Principe

Un navigateur UCSC (https://genome.ucsc.edu/) est un outil de visualisation graphique que textuel

des données qui sont stockées dans ce lui c’est. Il permet la visualisation des éléments génomiques
(genes, ARNmM, séquences répétées...etc..), de leurs annotations, (Tagu et al., 2010), c’est aussi un
outil Web populaire pour afficher rapidement une partie demandée d’un génome a n’importe quelle
échelle, accompagné d’une série de « pistes » d’annotation alignées. Ces annotations générées
montrent les prédictions de geénes, 'ARNm et les alignements de séquences exprimés, les
polymorphismes nucléotidiques, les données d’expression et de régulation, les données de
phénotype et de variations, les données génomiques comparatives sur les espéces... etc (Karolchik
etal., 2009).

- Protocol de recherche
- Nous avons effectués une recherche directement a partir de cette page principale UCSC en tapant
le symbole du géne « vdr »dans la barre de recherche et en choisissant 1’espéce humaine.
« Homosapiens »
-nous avons activés un certain nombre de pistes de données. Dans ce cas certains réglages sont
nécessaires pour afficher les pistes que nous souhaitons.
- Nous avons activés par la suite des pistes : common SNPs \ ALL SNPs \ Flagged SNPs, Old
UCSC genes \ UCSC all évents. Puis on clique sur actualiser (refresh).
-On obtient alors, un trés grand nombre de SNP avec leurs numéros a I'écran, 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 et les noirs représentent les SNPs des
régions introniques.
-La sélection des SNP se fait par la suite en cliquant sur tools puis sur table browser.
-Chaque« rs » que nous avons obtenu va nous permettre d’interroger les autres navigateurs comme
dbvar.

Les étapes de notre recherche sont décrites dans la figure 12 ci-aprés
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Figure 12 : Etapes de recherche des SNPs dans UCSC
https://genome.ucsc.edu/

Ensembl genome browser

- Principe

Ensembl est considéré comme un moteur d’interrogation de bases de données

(http://www.ensembl.org/), C’est une ressource intégrative des annotations (pipeline

d’annotation) de génomes elle permet aux utilisateurs de visualiser un chromosome entier
d’une espece ainsi que les marqueurs physiques et des informations générales comme les

génes connus, les pourcentages de GC...ect. (Tagu, D., Risler, 2010).

- Protocol de recherche
-Nous avons effectués une recherche directement a partir de cette page principale en tapant
« vdr »dans la barre de recherche et en choisissant 1’espéce humaine.
- Nous avons cliqués ensuite sur homosapiens pour passer directement a la page d’accueil
spécifique a I’espece humaine.
-Par la suite une page s’affiche avec toutes les informations concernant le géne VDR : description,
synonyme du gene, localisation du gene, et les transcrit du géne.
-Dans la liste des liens a gauche, nous avons cliqués sur « séguence », pour obtenir la séquence
FASTA nucléotidigue ou protéique.
- Pour obtenir les exons ou des séquences codante synonyme et non synonyme, des introns, 5prim
UTR, et 3prim UTR. Dans ce cas une configuration est nécessaire dans 1’onglet « configure this

page »
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- En cliquant sur «table variant », nous pouvons obtenir un tableau des rs (références snip) des
SNPs associés ou non a des pathologies. Ce dernier est enregistré sous format « csv ». Cela nous
permet de trier les données des SNP.

- Par la suite en cliquant sur le variant image, s’affiche une image des différentes descriptives de
notre requéte.

Les étapes de notre recherche sont décrites dans la figure 13 ci-aprés
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Figure 13 : Etapes de recherche sur Ensembl
http://www.ensembl.org/
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ALFRED

- Principe
ALFRED: allele frequency database (https://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp) est une

compilation gratuite, accessible sur le Web et organisée de données sur la fréquence des alléles sur
les polymorphismes de séquences d’ADN dans des populations humaines définies
anthropologiquement. ALFRED est distinct de bases de données telles que dbSNP, qui catalogue la
variation de séquence. ALFRED se concentre sur les fréquences des alleles dans diverses
populations anthropologiquement définies. Il ne s’agit pas d’un recueil de polymorphismes de
I’ADN humain, mais de fréquences de polymorphismes choisis en mettant 1’accent sur ceux qui ont
été étudiés dans de multiples populations. Toutes les données d’ALFRED sont considérées comme

¢tant du domaine public et disponible pour la recherche et I’enseignement.

- Protocol de recherche
- Nous avons mis dans le champ de recherche le symbole du géne « VDR », puis nous avons lancé
la recherche.
- Par la suite une page va s’ouvrir indiquant les résultats de la recherche, en cliquant sur I’icone (+)
une autre page s’affiche sous forme de tableau des « rs ».
— un simple clic sur chaque « rs » génére 1’affichage des informations des « rs » de notre requéte.

Les étapes de notre recherche sont décrites dans la figure 14 ci-apres
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ALFRED
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Figurel4 : les etapes de recherche des «rs» sur Alfred

https://alfred.med.yale.edu/alfred/index.asp

Disgenet

- Principe

- Disgenet (http://www.disgenet.org) est une plateforme de découverte contenant I’une des plus

importantes collections de génes et de variantes accessible au public associées aux maladies
humaines (Pifiero et al. 2019 ; Pifiero et al. 2016 ; Pifiero et al. 2015). Disgenet integre des
données provenant de dépbts organisés par des experts, de catalogues GWAS, de modéles
animaux et de la littérature scientifique. Les données Disgenet sont annotées de fagon homogéne
par des vocabulaires controlés et des ontologies communautaires. De plus, plusieurs mesures
originales sont fournies pour faciliter la priorisation des relations génotype-phénotype.

- La version actuelle de Disgenet (v7.0) contient 1.134.942 associations de maladies géniques
(Gdas), entre 21.671 génes et 30.170 maladies, troubles, traits et phénotypes humains cliniques
ou anormaux, et 369.554 associations de maladies variantes (Vdas), entre 194.515 variantes et
14,155 maladies, traits et phénotypes
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Matériel et méthode

Protocol de recherche

-Nous insérons le symbole du géne VDR dans le champ de recherche et nous activons le lien

« summary of Gene-diseases association» (dans I'image ci-dessous),

-Par la suite une page s’affiche générant un tableau contenant un ensemble d’informations

concernant les associations pathologiques. Aussi, il est possible d’insérer une référence de snip « rs

» pour avoir la pathologie associé.

Les étapes de notre recherche sont décrites dans la figure 15 ci-apres
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Figure 15: Etapes de recherche des pathologies associées au SNP sur Disgenet
http://www.disgenet.org
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Matériels et méthodes

Genemania

- Principe
Genemania (http://www.genemania.org) est une interface Web flexible et conviviale pour

génerer des hypotheses sur la fonction des génes, analyser les listes de genes et hiérarchiser
les génes pour les tests fonctionnels. Etant donné une liste de requétes, Genemania étend la
liste avec des genes fonctionnellement similaires qu'il identifie en utilisant les données de
génomique et de protéomique disponibles. Genemania signale également des pondérations qui

indiquent la valeur prédictive de chagque ensemble de données sélectionné pour la requéte.

- Protocol de recherche
1- Nous insérons dans la plate-forme « Genmania » le symbole du géne VDR dans le champ
de recherche et nous activons le lien puis nous sélectionnons 1’organisme souhaité «homo
sapiens ».  Les résultats de Germania vont apparaitre sous forme d’image.

Les étapes de notre recherche sont décrites dans la figure 16 ci-apres

Figure 16: Etapes de recherche par I’outil Genemania
http://www.genemania.org
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Matériels et méthodes

SWISS-MODEL

- Principe
SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/), est un serveur d’homologie-modélisation

de structure protéique entierement automatisé, accessible via le serveur Web ExXPASy ou
depuis le programme DeepView (Swiss Pdb-Viewer). Le but de ce serveur est de rendre la
modélisation des protéines accessible a tous les chercheurs en sciences de la vie dans le

monde.

- Protocol de recherche

-Pour lancer la recherche, nous insérons la séquence protéique ou bien le numéro d’accession
et nous lancons la recherche.

-Lorsque la recherche de modeles est terminée, une page -s’affiche avec une liste des modeéles
disponibles classés en fonction de la qualité attendue des modéles résultants évalué par
GMQE (Global Model Quality Estimation) qui varie entre (0-1). Ce score de qualité nous
permet de choisir le ou les bons modeles. Nous pouvons observer alors qu'ils partagent tous
une identité de séquence élevée avec la cible requéte. Ces modelés sont affichés dans la
visionneuse 3D en cliquant sur le lien «build a model » Ces modeles sélectionnés

représentent la modélisation de la proteine cible.
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Figurel? : Etapes de modélisation 3D du récepteur VDR sur SWISSMODEL

https://swissmodel.expasy.org/
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Résultat et discussion

3. Résultats

Dans cette partie, nous allons présenter les résultats de nos analyses bio-informatiques

ultérieures.
Résultats de gene card

Les résultats obtenus sont sous forme d'informations dans une carte génétique :

En haut de la carte se trouvent des liens vers autres endroits

3.1. NCBI

Requéte a la recherche sur ncbi nous a permis d’obtenir les informations associées au géne
vdr « humain » (Tableau I11). A travers notre recherche les résultats ont montrés que le gene
vdr humain est caractérisé par un profile qui incluent des SNP codants incluant les SNPs

synonymes et non synonymes. Cependant, le reste des SNPs forment la partie non codante.
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Résultat et discussion

NCBI

Nature Nucléotide
Source Homo sapiens (humain)
Organisme Homo sapiens
Locus

NC_000012
Bp 63486
RNAmM Linéaire
Accession NM_000376.3
Version (Séquence Reference de NG_008731.1

NCBI)

Cytogénétique localisation ou map 12913.11
synonyme NR1I1; PPP1R163
Nom vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor

Alias symbole (HGHC: HUGO
Gene Nomenclature commette)

protein phosphatase 1, regulatory subunit 163
1,25- dihydroxyvitamin D3 receptor

Gene groups Nuclear hormone receptors

Protein phosphatase 1 regulatory subunits

Nombre d’exons 12

Nb des SNPs 16896

Nb des SNPs non codants 15451

Nb des SNPs codants non 548
synonymes

Nb des SNPs codants synonymes 371

Tableaulll : Références Genbank « NCBI » du gene humain VDR
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Résultat et discussion

Les résultats obtenus de la recherche sur NCBI montrent que le géne « vdr »a été transcrit en 7

variantes, qui different par leurs tailles nucléotidiques, leurs produits de transcriptions en fonction

de la longueur du variant, le nombre d’exons, les exons codants et leurs emplacements Tableau 1V :

Variantesde Transcript ID Longueur de | Nombre | Exons Emplacement
transcription variantes d’exon | codantes

Variante 1 ENST00000229022.9 3,404 bps 8 8 Chromosomel2;
VDR-201 47,842,628-47,879,115
Variante 2 ENST00000395324.6 4,762 bps 10 8 Chromosome 12:
VDR-202 47,841,537-47,943,048
Variante 3 ENSTO00000546653.5 | 937 bps 7 5 Chromosomes 12 :
VDR-203 47,855,634-47,905,016
Variante 4 ENST00000547065.1 | 1,782 bps 9 1 Chromosome 12 :
VDR-204 47,844,470-47,905,022
Variante 5 ENSTO00000548664.1 | 596 bps 6 3 Chromosome 12 :
VDR-205 47,857,661-47,905,040
Variante 6 ENST00000549336.6 4,616 bps 10 8 Chromosome 12 :
VDR-206 47,841,537-47,904,994
Variante 7 ENST00000550314.5 | 562 bps 4 3 Chromosome 12 :
VDR-207 47,857,648-47,882,935

TableaulV : les variantes de transcription du géne VDR de NCBI
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Résultat et discussion

» lIsoformes du géne vdr

Les résultats obtenus de la recherche sur NCBI montrent que le gene « vdr » présente

8 isoformes.

L’isoforme présentant la plus longue chaine d’acides aminées et le plus volumineux en fonction du

poids moléculaire (55.234 g/mol )est I’isoforme VDRA

Isoformes Nombre de résidus Protéine ID
Isoforme VDRB1 477 NP 001017536.
Isoforme X1 450 XP 024304946.
Isoforme VDRAX 494 NP 001351014.
Isoforme VDRA 427 NP 001361590.
Isoforme VDRA 427 NP 001361591.
Isoforme VDRA 427 NP 000367.1
Isoforme VDRA 427 NP 001017535.
Isoforme X2 427 XP 011537022.

Tableau V : les isoformes de la protéine
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Résultat et discussion

> Résultats d’alignement Blastn

L’alignement par ’outil blast pour le géne « vdr » débutant par la récolte de la séquence FASTA,
puis Blast n, nous a donné un champ vaste des résultats bruts. Les résultats sont representés par
Tableau IV et figure 18

L’identifiant de notre requete Alignement est ID : NG_008731.1 chez ’homme pour le géne
vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor « vdr ».

L’alignement de la sequence nucleotidique a généré une longueur de 70495 avec 126 hits de
Blast contre 100 sequences d’ especes differentes. Nous avons retenus que ceux qui ont un
score de similitude de 99% faisant reference a 2 hits de Blastn

(https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi ).

Wax Total Uuery ™ E Fer.

Descripion Score Score  Cover value Ident Accession
Homo sapiens vitamin D recaptor (VOR), RefSeqGene on chromosome 12 1.302e+05 1357e+05 100% 0.0 100.00% NG 0087311
Homo sapiens vitamin D (1,25-diydraxyvitamin D3) receptor (VOR) gene, complate cds 1237e+05 1209+05 95% 0.0 99.96% AY3424011
Homo sapiens 12 PAC RPCI5-1057120 (Roswell Park Cancer Institute Human PAC library) complete sequence 95262 1.032e+05 73% 0.0 100.00% ACO04466.1
Homo sapiens 12 BAC RP11-89H19 (Roswell Park Cancer Institute Human BAC Library) complete sequence 38562 32 30% 00 99.98% AC1213386
Homo sapiens vitamin D receptor gene,_promoter region and exons 1e, 1a 1d _and 1b 17583 17583 13% 0.0 99.87% AY827085.1
Homo sapiens vitamin D receptor gene._exon 9 and partial cds 6848 6848 5% 0.0 99.97% AYG27087.1
Homo sapiens vitamin D receptor (VDR), transcript variant 2 mRNA 6412 9251 % 00 99.97% NM 0010175352
Homo sapiens vitamin D receptor (VOR), transcript variant 5,_mRNA 6412 8867 7% 0.0 99.97% NM 0013746621
Homo sapiens vitamin D receptor (VOR), transcript variant 4, mRNA 6412 9815 8% 00 9997% NM_001374661.1
Homo sapiens vitamin D receptor (VDR), transcript variant 3_mRNA 6412 EIEY % 00 99.97% NM 0010175362
Homa sapiens vitamin D receptor (VDR), transcript variant 1_mRNA 6412 9023 7% 0.0 99.97% NM 0003763
Human vitamin D receptor mRNA, complete cds 6257 6257 4% 0.0 99.20% J032561
Homo sapiens gene for vitamin D receptor, complete cds 6248 8864 7% 00 99.22% AB002168.2
L/ PREDICTED: Pan paniscus vitamin D receptor (VDR), transcript variant X4 _mRNA 6126 9593 8% 0.0 98.43% XM 0349359681
(| PREDCTED: Pan paniscus vitamin O receptor (VOR). transcript variant X3, mRNA 6126 8829 7% 0.0 9843% XM 0349359671
(] PREDICTED: Pan paniscus vitamin D receptor (VDR), transcript variant X2, mRNA 6126 2951 % 00 9843% XM 008951121.2
[} PREDICTED: Pan paniscus vitamin D receptor (VDR), transcript variant X1, mRNA 6126 909 7% 00 98.43% XM 0038257772
(] PREDCTED Pan troglodytes vitamin D receptor (VOR), transcript variant X6, mRNA 6120 8630\ TPooy \0.0,,/9840% XM _024347889 1

Tableau VI : représentation global des résultats
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Résultat et discussion

Distribution of the top 126 Blast Hits on 16 subject sequences

1 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000

Figurel8 : représentation graphiques

» Variants NCBI

La recherche du polymorphisme du géne humain VDR sur dbVVar NCBI résulte 228 variants (

on peut selectionné le statut phenotype ). Tandis que seulement 36 études sont associées

gene VDR chez I’homme .
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Tableau VIl : Nombre d’étude cliniques des variants du géne vdr chez I’homme.

au

39



Résultat et discuss

UCSC genome browser
Pour rechercher et visualiser les snp du géne « vdr», nous avons utilisé 1’outil UCSC (The
University of California Santa Cruz) Genome Browser Database. Cette derniére nous a permis de

visulaliser un trés grand nombre de snip avec leurs nUMeéros « rs ».

La figure represente une piste des « rs » rs montre aussi que les SNPs codants non synonymes
(rouge) et les SNPs codants synonymes (verts) et les SNPs des régions ironiques (noir) sont

distribuées sur toute la longueur du gene « vdr »

Nous observons aussi une piste cosmic , le "Catalogue des mutations somatiques dans le
cancer". Cette piste montre des mutations somatiques trouvées dans le cancer humain,
représenter par des numéros d’accessions en rouge sont distribués sur toute la longueur du

géne« vdr ».

Nous constatons une piste de OMIM qui est un recueil de génes humains et de phénotypes
génétiques. Les apercus en texte intégral référencés dans OMIM contiennent des informations

sur tous les troubles mendéliens connus et plus de 12 000 genes.

Nous constatons au niveau de la piste UniProt/SwissProt un variant T3621 . Cette piste montre
les positions génomiques des variantes d’acides aminés naturels et artificiels dans la base de
données Uniprot/Swissprot. Les données proviennent de publications scientifiques réalisées

par le personnel d’Uniprot.

Nous constatons une piste de transcription montre les niveaux d’expression d’ARN pour chaque
tissus , I'expression de chagque élément génomique (gene / transcription) est représentée par un
graphique a barres de couleur, ou la hauteur de chaque barre représente le niveau d'expression

médian sur tous les échantillons d'un tissu et la couleur de la barre indique le tissu.
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Résultat et discussion

SNPs codants synonymes SNPs codants non synonymes SNPs des régions introniques
Tonle BE Bhie { "o
e :a‘:k”:'c”u'lvn'-:.o"v“:v'“‘cnon‘vu“v‘v‘o‘o-cuo ea."cc von-’“oce -cn-v';-u"oc:u: nrct'"‘o(-:ec':“:'n"a‘ut.n':"’?'v"odeoen:?'m‘o.'-."nan
TR B 5y

LRl i)
e

LRSI |
Eataiaman of Bomit i MAA ien W Canoer W
(ooveamann ' omizste comizzan @ courim ] comecsds i)

Loy teat e Eieled
comaes it 20wy m3ge? tommaranis ] coomiserie
ZuMer et
LM Y
COmadi 197
Cotmedt |57
Comean| WY
|
(o-n»v’
O X9
Cowmeren |

oA lad nmg ’ ' '
i le muc oot wie Povmoron ime 1510 Foure s oe 18 oF b en

T ML IACE e P iren e (W 00 )
L | ' w EELLRLIE] | .u)n')wn' IR ) el l -Jn:, Rl | rvuum»’
. 1] e m RULTTT U T e e | | eesang SETRIEY R -vnuuu[ e
TesaIn =3 iy | TR @ T m W oTsion " otestarary TS
" >3 = EREEER ] AR vmen @ umu- AT PRI
12 st @ v - FHIT
" B b - EEREREEEEEEY |

e

U POt ST EIPTOT AR RO A8 Bt (DUt s

OO IS (101 4 308 Bapet e L ek Qe
Gere Darennion w30 Y00A Cancer T anes (0CNE W)

Figure 19: Résultats de la recherche des variations SNPs du gene « vdr» du
navigateur de génome d'UCSC (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks)

» Lesilots CpG

Les resulats obtenus apres configuration des pistes en dessous de la piste

UnitProt/SwissProt.
llots NbCpG | %CpG | NbC+NbG | %CouG | RatioCpG Taille
CPG12q13.11 genomique
chrl2:479 | 69 15.5% 538 | 60.3% 0.85 892
04863-47905754

Tableau VIII : Résultats des Tlots CpG
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Résultat et discussion

Les résultats de notre recherche montrent que le géne « vdr » présente 15.5% d’Tlots CpG. Les

flots CpG sont généralement communes prés des sites de début de transcription et peuvent

étre associées aux régions promoteurs. Normalement une base de C (cytosine) suivie

immédiatement d’une base de G (guanine) ,la regulation de la transcription pourrait s’exercer

différemment selon qu’un geéne soit ou nn associé a un ilot .lIs peuvent etre méthylés

anormalement dans certains cellule cancereuse . La méthylation de ¢ dans cet arrangement

joue un role important dans la régulation et I’expression génique .

» HUGO(Gene Nomenclature committe)

HGNC est un comité de la Human Genome Organization (HUGO) qui établit les normes de

nomenclature des genes humains . Ce dernier nous permet de visualiser les références

snip «rs » liées au géene «vdr » (figure20). Aussi la figure2l visualise la distribution des

alleles ancestraux et des alleles dérivés pour chague rs.

Overview of chriz
ot 10M Z0n Z0M 40M 50M &OM FOM oM S0M 100M 110M 120M 130M

[ N = 0 5)

46510k 4E5 20k 46530k, 46540k 46550k, 46560k, 46570k 46560k 46550k 46600k

Entrez genes

NH_O00376

WOR: witamin D (125-dihydroxywitamin 03) receptor
MM _0od01 7535

WOR: witamin O (125-dihydroxywitamin 032 receptor
Genotyped SHPs

rsl27e136d ra707343 11074077 rafiodd]l re2239186  re2230130  raddZi2es E7 299460 ra7132324 ravEel
rel0753215 re7I57152 rEZ2391582  rs2189450 r‘3225%210 red334059 & r‘34516035‘ P81ﬁ68302
re7965955 re159d44410 re2l07301 re3519545 2853964  r=d4237595 4 rEfaTn
re20z25046 2239154 rE2283342 red7E064E rell574026 4
rE2529045 2239151 4 rel11574027
ra831383 1540339 rE3590733
11574143 rE2239179 4
PE7IETETS 4
53?3983?
Fst 5
3
o . % . o s - .
a L) P A b ENY ) LN

iHS Continent
Red:Bantu Yellow:America Green:E.Asia Elue:Mideast Black:S.Asia Turguoize:Oceania Orange :Europe

Figure20: Les différentsSNPsdu lien HUGO (http://hgdp.uchicago.edu/cgi-
bin/gbrowse/HGDP/)
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Résultat et discussion

SNP: rs881383
Ancestral Allele: A*
Derived Allele: G

Derived allele is in orange unless starred.

Figure21: Distribution des alleles ancestraux et des alléles dérivés du rs 881383
http://hgdp.uchicago.edu/cgibin/alfregs.cqi?pos=44601162&chr=chrl7&rs=rs7224888

&imp=false

» Variante de la piste COSMIC

La configuration de la piste cosmic d’UCSC nous a conduits vers un lien

(https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/search?g=vdr ).

Les résultats montrent que 417mutations font références aux mutations codantes chez 37635

échantillons testés
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Résultat et discussion

Ensemble Genome Browser :

les résultats obtenus par le navigateur Esemble genome browser Human Assembly nous a

permis de rassembler les information représentées par le tableau et les figures 22

Tableau IX : les variantes de transcription du gene « vdr »

Name Transcript 1D bp  Protein = Biotype CCDS

VDR-202 ENST000003953246 4762  427aa |.E'.[!;!Igi[]mgqﬂi"r]g. CCOSE757
VDR-206 ENST00000549336.6 4616  427aa |.E'.[!;!Igi[]mglqﬂi._r]g_ CCDSE757 e
VDR-208 ENST00000550325.5 3925  477aa I.E'.[!?I.‘?.iﬂ.EE'.ﬂ.iﬂﬂ CCDS55620¢¢

VDR-201 ENST000002290229 3404  434aa |F'r|:|tein+:nding_

VDR-203 ENST00000546653.5 937  250aa |F'rntein+:nding_

VDR-205 ENST00000548664.1 596  101aa |F'rntein+:nding_

VDR-207 ENST00000550314.5 562  106aa |F'rc+teinc|:+ding

VDR-204 ENST00000547065.1 1782  49aa I Nonsense mediated decay

Transcript: VDR-201 ensTo0000229022.9

Description vitamin D receptor [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC: 12679 &]

Gene Synonyms NR1I1, PPP1R163

Location Chromosome 12- 47 842 628-47 879 115 reverse strand.

About this transcript This transcript has 8 exans, is annotated with 89 domains and features, is associated with 10135 variant alleles and maps to 541 oligo probes.
Gene This transcript is a product of gene ENSG00000111424 12 EESINTREGEWTVRELES

Summary @

M 4

<\DR-201

pretein coding
—iReverse strand 3649 kb
Statistics Exons: 8, Coding exons: 8, Transcript length: 3,404 bps, Translation length: 494 residues

Figure22 : Structure du géne « vdr » selon Ensemble génome browser.
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Résultat et discussion

» ALFRED (The Allele Frequency Database)

Les résultats de la recherche des SNP du gene « vdr »par le navigateur ALFRED , nous a permis de
visualiser une liste des sites «rs », Ces rs ont deux lien : le premier vers le navigateur ALFRED et
le second vers le navigateur dbSNP. ces derniers sont classés dans le locus récepteur de la vitamine
D( 1,25-dihydroxyvitamine D3) par leur position chromosomique dans la construction 37.3 NCBI
présentés par la figure 23 :

ALFRED

The Al lele FREquency Database

ATLFRED 1s a resource of gene frequency data on human populations
supported by the Yale Center for Medical Informatics.

= Home » Ethics = Search
00

= Summaries = Documentation = Contact Us

= Register

Locus Information

| Name |ALFRED UID |Lm:us Symbol |Chromosome |B:md Position
[Vitamin D (1.25- dihydroxyvitamin D3) receptor [LO010717Q  [VDR [12 [12q13.11
Synonyms:

Sites List: See Sites List

External Resources: Entrez Gene Locus Information

References: See References

Locus Description: vitamin D (1_25- dihydroxyvitamin D3) receptor

Sites within this locus ordered by their chromosomal position in the 37.3 NCEBI build:

. it .thN? L .. # Populations
(Navigates to ALFRED |(Navigates to dbSNP |Chr-Position [Status

description) reference page) typed
lrs12721364 Irs12721364 148231430 || | 75
lrs10783215 lrs10783215 148231898 | | 102
rs7968585 rs7968585 148232093 | | 76
rs2525046 rs2525046 148232747 || | 75
rs2525045 rs2525045 148233020 | | 75
rs881383 rs881383 148233487 || | 75
rs11574143 rs11574143 l48234917 || | 75
rs7967673 rs7967673 48237248 || | 75

Figure23 : Résultats des SNP du géne « vdr » de la base ALFRED.
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Résultat et discussion

Disegenet
L’interrogation de la base de données DISGENET nous a permis d’obtenir un tableau VII qui

représente les pathologies associés au géne « vdr ».

Disease ¢ Types  Disease Class+ Semamictpes DOChsss  HPOTems  Num.geness Num SNPs?
Neoplasms o Neoplasms Neoplastc Process 2dsease of cellda..."Neoplasm 10161 184
Malignart Neaplasms qoip  Neaplesms Neoplastc Process Mdisease of cellda..."Neoplas B 1841
Prmary malignant neoplasm qup  Negplesms Neoplastc Process 2 dsease of cellla.. i 1974
Malignant neaplas of bregst disease  Neaplasms; akin and Connective Tis...» Neaplasti Process Ydisease of anat... ) A U7
Breast Carcinama disease  Neaplasms; akin and Connective Tis...» Neaplasti Process Ydisease of anato... MNeaplasm; Abna... *g776 i
Tumar Cal nvasion ohenciype Neoplastc Process » BE%6 18d
Neoplasm Metastasis dhenciype Pathological Condiions, aigns:and ... 3 Neaplastc Process » A5 7
Carcnogenesis ohenctype Pahological Condtons, Sgnsand .. ¥ Neoplstic Process B4 i
Lover carcinom disease  Digesiive System Diseases; Neaplas...» Neaplastc Process Ydiease of anato.. Abnomnaliy ... 25705 4

Tableau X : Pathologies associées aux génes « vdr »

GeneMania :
A D’aide de la fonction GeneMania, nous effectuons une recherche sur un ensemble de données
biologiques accessibles aux publiques (open source) pour trouver I’interaction entre les génes, et les

résultats se présentent comme suit :
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Résultat et discussion

Physical Interactions @

Co-expression

Predicted @
Co-localization @ [@\

Pathway

Genetic Interactions e @
Shared protein domains i

Figure 24: schéma représentatif des interaction géniques avec le gene « vdr »
( https://genemania.org/search/homo-sapiens/VDRY/)

Les résultats montrent 20 genes différents qui interagissent avec le géne « vdr » avec septs
niveaux d’interactions :

La premiere couleur rose presente 10 interactions physiques protéines -protéines par des
domaines protéiques.

La deuxiéme couleur violet presente 7 interactions de co-expression et qui sont similaires
d’une condition a I’autre associ¢ a des publications.

La troisieme couleur orange presente 8 relations fonctionnelles prévues entre les geénes,

souvent des interactions protéiques.

La quatrieme couleur mauve presente une seule interaction de Co-localisation, c’est des

Genes exprimés dans le méme tissu ou protéines trouvées au méme endroit.

La cinquieme couleur bleu presente 8 interactions pathway qui sont deux produits geniques

liés s'ils participent a la méme réaction au sein d'une voie.
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Résultat et discussion

La sixieme couleur verte presente une seule interaction génétique entre deux génes qui sont
fonctionnellement associés si les effets de la perturbation d'un géne se sont avérés modifiés

par des perturbations d'un second geéne.

La septieme couleur grise presente 3 interactions de shared protein domains entre deux

produits géniques sont liés s'ils ont le méme domaine protéique.

Prédiction in silico de la structure 3D du « vdr » :

Le serveur web de bioinformatique structurale ( swissmodel ) permettent de prédire in silico la
structure 3D des protéine . La connaissance de la structure d’une protéine est une étape importante
pour mieux comprendre la fonction du proteine etudier . nous avons utilisé le navigateur SUISSE

MODEL basé sur la modélisation comparative de protéine VDR .
Au total, 2235 modeles ont été trouvés pour correspondre a la séquence cible (séquence protéique

VDR). Cette liste a été filtrée par une méthode heuristique jusqu’a 50. Le principal modele retenu

est celui de vdr avec un pourcentage de recouvrement de 100% par rapport a la séquence cible
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Résultat et discussion

e Oligo-State Ligands GMQE  QMEAN
Monomer 1x0C0°% v 068  -291%
1% (15.3R.5Z,7E. 14BETA, 17ALPHA 23R)-23-(2-HYDROXY-
; 2 2-METHYLPROPYL)-20,24-EPOXY-9,10-SECOCHOLA-5,7,10-TRIENE-1,3-
Y DIoL ¥
b 5
— Global Quality Estimate Local Quality Estimate Comparison A

50|Vati0n-:::[l 0.35 Reskiue Numier Protein Size (Reskes)
torsion el . . . B-3.10

Template Seqldentity Coverage Description

Model 01~ ey [T T M 201
structure CEr -:::[:l‘ﬂf"g .
Assessment M
anatom B . . 081

3cs6.1.A 100.00% | I vitamin D3 receptor v

Structure-based design of a superagonist ligand for the vitamin D
nuclear receptor

Model-Template Alignment A

ﬂ-Hﬂ-dEl_ﬂl MEAMARSTSLPDPGDFDRNVPRICGVCGDRATGFHFNAMICEGCKGFFRRSMKRKALFICPFNGDCRITE 70

Model 01 DNRRECQACRLKRCVDIGMMKEFILTDEEVQRKREMILKRKEEEALKDSERPRESEEOORITASIIDARS <<

3086 LAl == = e e e e DSLRPKLSEEQQRIIAILLDARE 27
v23e1_71 KBYDRTYSDECGERPRVRVIDGGGSHR SRPNSRATPSFSGDS § SCSDACITS SDMUDS SSFSHLDLSEE =i
3c86.1.AKDYDPTYSDECHFREPVRVNDGEGES -~ -~ - - = === === === === mm oo 52

Model 01 280
Jcag.1.Af------ WTLELSQLSMLPELADLVSYSIQKVIGFAKMI PT{SE DOIVLLESSAIEVIMLR SHE]!EJ!, 116

3c36.1.ALIEAIQDRLSNTLQTY IRCRHPPPGSHLLYAKMIQKLADLRSLNEERSKQYRCLYFQPECSMELTPLVLE 256

Model 01 JBNELS 427
3c36.1.AVEGNELS 268

Figure25 : Modélisation comparative de protéine « vdr » par SUISSE MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/interactive/GErMF8/models/)
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Résultat et discussion

Figure26: Structure 3D de la protéine »vdr »visualisé par swissmodel.

Le variant T362I est un polymorphisme indique le changement de résidus de la thréonine (T)
a I’isoleucine (I) a la position 362, ce polymorphisme est identifier par rs11574115 sur

ensembl et dbSNP, sa structure générée par le navigateur swissmodel .

Figure 27 : visualisation 3D de la structure générée par swissmodel du rs11574115
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Résultat et discussion

COSM939713 est une mutation somatique et Les résultats de la recherche montrent que ce variant a

été retrouvé dans un échantillon de cancer de I’endométre.

Oligo-State @ Ligands & GMOE® QMEAN@
Manomer None 00d 806
(matching

prediction)

Global Quality Estimate Local Quality Estimate Comparison A

ey, O R
0gelll =

o BT Jir -
Smetre - guyvyey LI KR M
solvation.I:]-ZGO m PrtinSizn e
oson [ .| 040

Template  Seq Idenfity Coverage Description

2a021.C 36.36% IMetallocarboxypeptidase inhibitor v
Crystal structure of C19A/C43A mutant of leech carboxypeplidase
inhibitor in complex with bovine carboxypeptidase A

Assessment

Model-Template Alignment A

Figure 28 : visualisation 3D de la structure générée par swissmodel du COSM939713.
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Résultat et discuss

Discussion :

La vitamine D3 peut avoir un impact sur pas loin de 2 000 génes différents dans I'organisme
et a un impact direct sur beaucoup d'aspects de la santé. Les récepteurs de vitamine D se
trouvent dans chaque cellule, et quand la vitamines D est détectée, cela va actionner le

récepteur et cela implique des changements au niveau cellulaire.

Il faut rappeler que le récepteur de la vitamine D ( VDR ) a été identifié dans de nombreux
types de cellules, tissus et organes, y compris ceux qui ne sont genéralement pas associes a
I'noméostasie calcique et au métabolisme osseux, ce qui indique que la vitamine D peut
également étre impliquée dans des processus biologiques importants au-dela de I'noméostasie
calcique. La 1,25-dihydroxyvitamine D3 [1,25 (OH) » D3] se lie au VDR et le VDR activé

régule le taux de transcription des génes sensibles a la vitamine D.

Rappelons aussi, que notre étude a été réalisé pour étudier le polymorphisme du géne VDR

(récepteur de la vitamine D3) et ses associations aux cancers et pathologies chez 1’homme

D’aprés les résultats d’un nombre croissant d’études épidémiologiques indiquent que la
vitamine D aurait un effet protecteur contre plusieurs cancers, notamment le cancer de la
prostate, du célon et du sein. Inversement (en revanche) dans notre étude nous avons
remarqué que les polymorphismes du récepteur de la vitamine D peuvent causer une

perturbation dans la cellule.

Les données ont été extraites a partir des revues et de bases de données différents , on
adoptant la recherche sur le navigateur ucsc ,nous avons remarqué la présence des mutations
somatiqgue nommeées aussi COSMIC (catalogue des mutations somatique du cancer), ces
mutations dans le vdr causent différents cancer prenant 1'exemple de COSM3355956 c’est une
mutation codante non synonyme une substituions de G en A dans la position 371.Cette
substitution resulte I’altération de I’acide aminé Arginine (R) en histidine (H) causant un

carcinome endométrioide chez une femme ageée de 53 ans.
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Résultat et discuss

IIs existe divers SNPs au longue la séquence génomique du vdr , les variants non synonymes
codants signalés en rouge dans UCSC génome browser qui change une ou plusieurs bases,
résultant en une séquence d'acides aminés différente mais dont la longueur est préservée, les
variants synonymes signalés en vert sont des variants de séquence dans lequel il n'y a pas de
changement résultant de I'acide aminé codé ensuite en remarque des variants intronique

signalé en noir un variant de transcription se produisant dans un intron.

En effet, au cours de notre travail, nous avons observé grace a I’utilisation des outils
bioinformatique plusieurs types de maladies physiopathologiques qu’ils ont relation avec le

polymorphisme du gene « vdr ».

Plusieurs études chez I’homme se sont intéressées aux polymorphismes du VDR, d’abord
dans des pathologies osseuses chez le diabétique puis dans des situations d’insulinorésistance

ou de syndrome métabolique.
La sécrétion insulinique, régulée par la vitamine D, varie en fonction de certains

polymorphismes du VDR. Ainsi, une association entre les polymorphismes Apal, Bsml Taqgl
et I’insulinosécrétion a ét¢ décrite dans des populations indiennes, indépendamment du statut

vitaminique D .

D’autre part, certaines études ont clarifié que I’incidence de 1’obésité est aussi liée aux
polymorphismes du VDR
L’¢étude de Filus et al, rapporte une association entre les polymorphismes Bsml et I'IMC

(indice de masse corporelle) avec un IMC plus élevé chez les sujets porteurs du génotype BB

Une autre étude réalisée dans une population chinoise a mis en évidence une association
significative entre le polymorphisme rs7975232 (Apal) et I'IMC chez des femmes en post

ménopause

Les études sont peu nombreuses et toujours rapportées au déficit en vitamine D lié a
des polymorphismes génétiques du « vdr » .Ces polymorphismes semblent associés a des

profils cardiovasculaires différents d’un individu a ’autre.

Ainsi, F.J.Van Schooten évoque le rble predictif des polymorphismes de Bsml dans la

survenue d’une cardiopathie, avec une baisse des concentrations de la 25(OH)D associée a ce
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polymorphisme. En dépit du faible échantillon étudié, il a trouvé une association entre le

génotype bb et la présence d’une cardiopathie sévere .
Dans notre travail, I’utilisation d’outil de visualisation des interactions semble étre utile pour

amplifier notre réseau d’interaction physique, les co-localisations, et les voies de Co-expression
I’activation ou I’inhibition d’un géne par rapport a un autre, aussi I’étude de leurs participations a
des voies de signalisations entre le géne « vdr « et les autres differents genes .

A la fin de ce travail, on a pu visualiser la structure 3D du récepteur VDR grace au navigateur
swissmodel, Le principal modele retenu est celui de vdr avec un pourcentage de recouvrement de
100% par rapport a la séquence cible .

Ensuite on a appliqué les mémes étapes pour visualisé la structure 3D d’une séquence qui
comporte un polymorphisme T3621 résultant un changement d’acide amine thréonine (T) a
I’isoleucine (I) a la position 362,sa séquence a €té extraite de la base de données Ensembl sous
le format fasta puis elle a été transcrite par EMBOSS Transeq ,puis on a copier cette séquence sur
swissmodel pour permettre la visualisation de sa structure 3D et le model retenu est celui de
Metallocarboxypeptidase inhibitor avec un pourcentage de recouvrement de 36,36% par
rapport a la séquence cible.
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Discussion anglais :

Vitamin D3 can affect up to 2,000 different genes in the body and has a direct impact on
many aspects of health. Vitamin D receptors are in each cell, and when vitamin D is detected,
it will activate the receptor and it involves changes at the cellular level.

It should be noted that the vitamin D receptor (VDR) has been identified in many types of
cells, tissues and organs, including those not generally associated with calcium homeostasis
and bone metabolism, indicating that vitamin D may also be involved in important biological
processes beyond calcium homeostasis. 1,25-dihydroxyvitamin D3 [1,25 (OH) 2 D3] binds to

the VDR and activated VDR regulates the transcription rate of vitamin D-sensitive genes.

Our study was carried out to study the polymorphism of the VDR gene (vitamin D3 receptor)
and its associations with cancers and pathologies in humans.

A growing number of epidemiological studies indicate that vitamin D may have a protective
effect against several cancers, including prostate, colon and breast cancer. Conversely, in our
study we found that polymorphisms of the vitamin D receptor can cause a disturbance in the
cell.

Data were extracted from journals and different databases, Adopting the search on the ucsc
browser, we noticed the presence of somatic mutations also called COSMIC (catalog of
somatic cancer mutations), these mutations in the vdr cause different cancers taking the
example of COSM3355956 it is a coding mutation not synonymous a substitution of G in A in
position 371. This substitution results in the alteration of the amino acid Arginine (R) to
histidine (H) causing endometrioid carcinoma in a 53 year old woman.

There are various SNPs along the genomic sequence of the vdr ,non-synonymous variants
coding variants signaled in red in UCSC genome browser that changes one or more bases,
resulting in a different amino acid sequence but whose length is preserved, synonymous
variants signaled in green are sequence variants in which there is no change resulting from the
amino acid subsequently coded noting intronic variants signaled in black a transcription

variant occurring in an intron.
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Indeed, in the course of our work, we have observed through the use of bioinformatics tools
several types of pathophysiological diseases that are related to the polymorphism of the "vdr"
gene.

Several human studies have focused on VDR polymorphisms, first in bone pathologies in
diabetics and then in situations of insulin resistance or metabolic syndrome.

Insulin secretion, regulated by vitamin D, varies according to certain VDR polymorphisms.
Thus, an association between Apal, Bsml Tagl polymorphisms and insulin secretion has been
described in Indian populations, regardless of the vitamin D.

On the other hand, some studies have clarified that the incidence of obesity is also related to
VDR polymorphisms.

The study by Filus et al, reports an association between Bsml polymorphisms and BMI (body
mass index) with a higher BMI in subjects carrying the BB genotype.

Another study conducted in a Chinese population showed a significant association between
rs7975232 (Apal) polymorphism and BMI in postmenopausal women.

Studies are few in number and still report vitamin D deficiency related to genetic
polymorphisms of "vdr", which appear to be associated with different cardiovascular profiles
in different individuals.

Thus, F.J.Van Schooten evokes the predictive role of Bsml polymorphisms in the onset of
heart disease, with a decrease in 25(OH)D concentrations associated with this polymorphism.
Despite the small sample size studied, he found an association between the

bb genotype and the presence of severe heart disease.

In our work, the use of interaction visualization tools seems to be useful to amplify our
physical interaction network, co-locations, and co-expression pathways the activation or
inhibition of one gene relative to another, as well as the study of their participation in
signaling pathways between the "vdr" gene and other different genes.

At the end of this work, we were able to visualize the 3D structure of the VDR receptor
thanks to the swissmodel browser. The main model retained is that of vdr with a percentage of

100% overlap with respect to the target sequence.
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Then the same steps were applied to visualize the 3D structure of a sequence that has a T3621
polymorphism resulting in a change from threonine amino acid (T) to isoleucine (I) at
position 362.

its sequence was extracted from the Ensembl database in fasta format and transcribed by
EMBOSS Transeq , then we copied this sequence on swissmodel to allow the visualization of
its 3D structure and the model retained is that of Metallocarboxypeptidase inhibitor with a

percentage of overlap of 36.36% compared to the target sequence.
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Conclusion :

Un certain nombre d’études se sont intéressées aux polymorphismes pouvant étre associés au
cancer de la prostate .Plusieurs de ces polymorphismes touchent des genes impliqués dans les
régulations hormonales, la réparation de I’ADN et dans les processus de détoxification, trois
fonctions indispensables a 1’adaptation de 1’individu a son environnement. Ainsi, face a une
exposition donnée, le risque de développer un cancer peut varier d’un individu a I’autre a
cause de ces polymorphismes. Cette notion de polymorphisme est donc capitale pour une
meilleure évaluation de I’influence de I’environnement sur 1’incidence du cancer de la

prostate.

Notre étude est faite pour mieux comprendre les polymorphismes du géne « vdr » impliqués

dans certains cancers . A cet effet on a utilisé le programme bio-informatique.

Au cours de notre étude, par ’utilisation de trois outils bioinformatique Alfred, Ensemble,

UCSC ,on a trouvé les différents polymorphisme majeure qui sont associer a certains cancers .

Dans I'étude que nous avons conduite, le géne VDR confererait un risque accru de développer
des pathologies. Ces pathologies seraient le plus souvent lié a des polymorphismes
génétiques, qui seraient associées a 1’altération de la cascade métabolique faisant intervenir le

récepteur de la vitamine D. Ces associations ont été exposé par Disgenet.

Pour la recherche des interactions entre différents génes et le géne « vdr » on a utilisé 1’outil

GeneMania pour chercher les différentes interactions geniques, physique, Co expression.

A la fin de cette étude la structure 3D de la protéine saine du « vdr » et du variant « T3621 » ont

éte réalisés par 1’outil SwissModel.

En résumé, la VDR semble étre importante pour plusieurs cancers. Il est important de noter,

cependant, que tous les polymorphismes ne semblent pas avoir la méme association avec le
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Cancer, et le site du cancer peut en outre dicter quels polymorphismes pourraient étre les plus
importants. Compte tenu de ces associations, il est important d'examiner la relation entre
d'autres polymorphismes dans d'autres domaines du géne VDR et du cancer. Etant donné que
le VDR est potentiellement impliqué dans de nombreuses voies, il est important d'évaluer les
associations entre le VDR et d'autres facteurs liés au régime alimentaire, au mode de vie et a
I'environnement en ce qui concerne le cancer. Un élément clé de la recherche future consiste a

mieux comprendre la fonctionnalité du gene VDR .

Durant notre étude on a utilisé des outils purement bioinformatiques, seront tres intéressantes pour

mieux comprendre la relation entre les polymorphismes du géne « vdr » et cancer.
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Annexes

Annexesl

La séquence nucléotidique du géne vdr :

>NG 008731.1 Homo sapiens vitamin D receptor (VDR), RefSegGene on
chromosome 12
CTGGGGCTTGAGGATGTGGGAGCAGGTGGGAAAGACAAATACCAAAAGCCCCGAGGAAGAAGACATGAGC

TGGGCTACTGGGAATGGAGCCCTGGAGCCAGATGGATTTGGAGTGAATAACTGGTGGTGCCCTACTCTTT
CTAGGGCAGGCTGAGTCTGTGTGCATTCACTTCTCATGGCATTGCACAGGACTCCTTGGAGCTGTTCTGT
TCTGTTCTGGAGCAGTCAAGATTTCTGAGATGCCATAGGCATCATGAGGCTAAAAGAACCCCCCAAACCT

GAGGATGCTGGCGTCATGTGCTTCTGTTGATCTGTAGGGCAGAATGGCCACTAACTTGACATCATATGGA
AGTGCTATAGGGAACATCCTCCCCTTACAATGGGCTATGCCACACCTGGGGTAGTTCGAATGAGTCTGCT
TCTTAAAAGAGACATAAAGCAAAAACACTGCACAGACCATGGGGTTGATAGGCTCAAAGCATCATGTGGT
ATAAATAGCTCACTGGTGTGCTAGGAGTATTGATTCCTTTAGCCCTGGAGCAAGCAAACAGGGCCTGCCA
GGAGTGACCACAGCCCTTCAATTTCCCCAGCTTCTACCAGGCTCCTTGCAGGCTGCCTGTGCAGTGCAGG
TCGGTCTGCCTGCCCCATGGTCCCTGCAGATGACAAGAAGGATGGATGCTGTCTGACACCTCCAGCATGG
CCAAG

- La sequence fasta nucléotidique du géne vdr est une longue sequence contenant 70495 pb ,
cette sequence est disponible sur la base de donnée NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/209447082 )

66


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/209447082

La sequence péptidique du recepteur de la vitamine D « vdr » :

sp|P11473|VDR HUMAN Vitamin D3 receptor OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=VDR
PE=1 Sv=1

MEAMAASTSLPDPGDFDRNVPRICGVCGDRATGFHEFNAMTCEGCKGFFRRSMKRKALETC
PEFNGDCRITKDNRRHCQACRLKRCVDIGMMKEFILTDEEVQRKREMILKRKEEEALKDSL
RPKLSEEQQRITATLLDAHHKTYDPTYSDFCQFRPPVRVNDGGGSHPSRPNSRHTPSFESG
DSSSSCSDHCITSSDMMDSSSESNLDLSEEDSDDPSVTLELSQLSMLPHLADLVSYSIQK
VIGFAKMIPGFRDLTSEDQIVLLKSSAIEVIMLRSNESEFTMDDMSWTCGNQDYKYRVSDV
TKAGHSLELIEPLIKFQVGLKKLNLHEEEHVLLMATICIVSPDRPGVQDAALIEATIQDRLS
NTLQTYIRCRHPPPGSHLLYAKMIQKLADLRSLNEEHSKQYRCLSFQPECSMKLTPLVLE VFGNEIS
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Annexes |1

BLAST :

C’est une base de données qui permet d’aligner une séquence et la recherche de similarité

entre les sequences.

BaSIC Local Allgnment searCh Too' BLAST+2.10.1 is released - Fix for TBLASTN Multi-Threading issue.

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program This version supports pulling databases from our FTP site as well from
compares nuclectide or protein sequences to sequence databases and cloud providers or our BLAST+Docker solution.
calculates the statistical significance. Learn more
Thu, 18 June 2020 12:00:00 EST More BLAST news...
Web BLAST

AUy

l |

BLAST Genomes
‘ Enter organism commeon name, scientific name, or tax id m
Human Mouse Rat Microbes

Page d’accueil de BLAST .
( https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi )

EMBOSS Transeq :

EMBOSS Transeq traduit les séquences d'acide nucléique en leurs séquences peptidiques
correspondantes. Il peut se traduire par trois trames avant et trois trames inversées, et produire

plusieurs traductions d'images a la fois.
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EMBOSS Transeq

LSl Web services | Help & Documentation | Bioinformatics Tools FAQ ® Feedback | <SShare

Tools > Sequence Translation » EMBOSS Transeq

EMBOSS Transeq

EMBOSS Transeq translates nucleic acid sequences fo their corresponding peplide sequences. It can translate fo the three forward and three reverse frames, and
output multiple frame translations at once.

STEP 1 - Enter your input sequence

Page d’accueil de EMBOSS Transeq

( https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/ )
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