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Résumé

Le rétinoblastome est une tumeur rare qui touche la rétine du jeune enfant.
L’inactivation bi-allélique du géne rétinoblastome 1 (RB1) est a 1’origine du développement
tumoral. Ce dernier est un antioncogéne de 200Kb, composé de 27 exons et code pour un
messager de 4,7Kb. Il est localisé sur le chromosome 13q14.2.

L’objectif de cette étude été de contribuer a la compréhension des mécanismes
moléculaires a I'origine du déficit de la protéine pRb. Ainsi les effets délétéres de trois
mutations en utilisant un protocole d’étude in silico constituée de différents logiciels (ESE
Finder, HSF, I-Mutant 2.0, Polyphen-2, Align GVGD, Project HOPE). La modélisation

moléculaire des structures 3D a été réalisée par le logiciel Swiss Pdb Viewer.

L’analyse in silico nous a permis de déterminer 1’effet délétére de trois mutations
délétéres : une mutation intronique qui siége au niveau de I’intron 12 qui est responsable de
I’abolition du site donneur d’épissage, ce qui va entrainer le saut d’exon 12. La deuxiéme
mutation de type faux sens se trouve au niveau de I’exon 19, elle est prédite comme étant un
polymorphisme. La troisieme mutation de type faux sens touche I’exon 20, elle est
responsable d’un changement de conformation de la protéine pRB et elle a un autre effet sur

le site d’épissage, causant son altération, ce qui va engendrer le saut d’exon 20.

A long terme ces résultats pourront contribuer a une meilleure compréhension des
mécanismes moléculaire responsable du développement du rétinoblastome permettant ainsi le

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Mots clés: Rétinoblastome ; RB1 ; in silico ; protéine pRb ; structure 3D.



Abstract

Retinoblastoma is a rare tumor that affects the retina of young children. The biallelic
inactivation of the retinoblastoma gene 1 (RB1) is at the origin of the tumor development. It’s
an oncogene of 200Kb, with 27 exons and encodes a messenger 4,7Kb. It is located on

chromosome 13q14.2.

The objective of this study was to understand the molecular mechanisms underlying
the deficit in the pRb protein. And the deleterious effects of three mutations identified in a
subsequent study were predicted using an in silico study consists of different software
protocol based on analytical methods (ESE Finder, HSF, I-Mutant 2.0, Polyphen-2, Align
GVGD, Project HOPE). Molecular modeling of 3D structures was conducted by the Swiss
Pdb Viewer.

In silico analysis helped us identify three deleterious mutations: an intronic mutation
who sits at the intron 12, which is responsible for the abolition of the splice site, which will
lead to exon 12 skipping. The second type mutation type missense is located in exon 19; it is
predicted to be a polymorphism. The third mutation type missense is located in exon 20; it’s
responsible for a change in conformation of the protein pRb and has a different effect on the

splicing site, causing spoilage, which will cause exon 20 skipping.

Hereafter these results could contribute to a better understanding of the molecular
mechanisms responsible for the development of retinoblastoma enabling the development of

newer therapeutic strategies.

Keywords: Retinoblastoma; RB1; in silico; protein pRb; structure 3D.
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Avant-propos



Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormalement
importante au sein d’un tissu normal de 1’organisme et qui peut toucher d’autres organes

formant ainsi des métastases.

Le rétinoblastome est une tumeur cancéreuse de 1’ceil assez rare qui touche les
cellules de la rétine. Il affecte les nourrissons et les jeunes enfants avant 1’age de cinq ans [1].
Le géne muté responsable du développement de ce cancer est le géne suppresseur de tumeur
Rétinoblastomal (RB1). Ce gene est considéré comme premier modéle décrit de

prédisposition géenétique a un cancer.

Le rétinoblastome se présente sous deux formes : sporadique et héréditaire. Cette

différence de présentations cliniques et familiales a été inspirée par la théorie de Knudson [2].

Plusieurs équipes de recherche se sont intéressées a I’étude du géne RBI dans
plusieurs populations. En Algérie, 1’étude moléculaire du géene RB1 a été réalisée par
Madame Boubekeur.A. Cette étude, premiére du genre dans la population Algérienne, a

permis de mettre en évidence deux nouvelles mutations jamais décrites auparavant [3].

Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressées a 1’étude in silico des
fonctionnalités des mutations du géne RB1 mises en évidence par Madame Boubekeur.A au
niveau protéique par ’utilisation de différents logiciels de prédiction et de modélisation
moléculaire en 3D. Les effets délétéres des mutations sur 1’épissage, la structure/fonction de
la protéine pRb ont été prédits en utilisant plusieurs logiciels de prédiction : I-Mutant 2.0,
Polyphen-2, Align GVGD, et Project HOPE. Par la suite, les structures 3D des protéines
contenant ces mutations ont été construites par modélisation moléculaire en utilisant le

logiciel Swiss Pdb Viewer.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Maladie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Prolif%C3%A9ration_cellulaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Tissu_biologique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Organisme_(physiologie)
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1 Définition et épidémiologie

Le rétinoblastome est considéré comme une tumeur hautement maligne des cancers
intraoculaires [4]. Il représente environ 5% de tous les cancers pédiatriques avec une
incidence de 1/15.000 a 1/20.000 naissances vivantes [5]. Il s’agit d’une tumeur d’origine

neuro-épithéliale qui affecte les nourrissons et les jeunes enfants avant 1’age de cinq ans [6].

Dans les circonstances normales, une population de cellules impliquées dans le
développement de I’ceil appelées « rétinoblastes » arrétent leurs croissances et se différencient
en cellules rétiniennes nerveuses et photo-réceptrices responsables de la transformation de
I’influx lumineux en influx nerveux [7]. Dans le cas du rétinoblastome, ces rétinoblastes ne
peuvent pas se différencier et donc continuent a se diviser formant ainsi la tumeur de la rétine
[8].

En absence de traitement, cette tumeur est responsable d’un décollement de la rétine
qui détruit progressivement la vision. Elle risque par la suite de se développer vers 1’orbite, le
nerf optique et le cerveau, voir de se disséminer dans 1’organisme ce qui conduit & une

métastase mettant la vie de I’enfant en péril.

1.1 Rappel anatomique

La topographie de la rétine est variable selon les régions tant au niveau de la

structure des neurones que de la vascularisation.

La rétine : est la membrane la plus profonde du globe oculaire, transparente

s’étendant de la papille jusqu’a I’oraserrata, richement vascularisée.

On lui distingue 2 zones topographiques: la rétine centrale et la rétine périphérique
[9].
La rétine centrale : de 5-6 mm de diamétre située au pdle postérieur entre les

branches temporales supérieures et inférieures de I’artére centrale de la rétine englobant la

papille et la région maculaire.
La rétine périphérique : elle est subdivisée en 4 zones par Duke-Elder

- Péripherie proche qui prolonge la région centrale de 1.5 mm.
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- Périphérie moyenne mesure 3 mm.

- Périphérie éloignée étendue de 9-10 mm en temporal et 16 mm en nasal.

- L’oraserrata, I’extréme périphérie, de 2.1 mm en temporal et 0.8 mm en nasal. Le

festonnement de I’oraserrata marque la fin de la rétine en périphérie.
Le nerf optique : comprend 3 portions :
e La portion préliminaire débute par la papille et se termine a distance du canal scléral.
e La portion laminaire est située au niveau de la lame criblée.

e La portion rétro laminaire, c’est le début de myélinisation des fibres optiques et le
point de départ du nerf optique qui est entouré de ses gaines méningées : la pie mere,la
dure mere qui se continue avec la sclére et entre les deux se trouve 1’espace SOUS-
arachnoidien dont le cul de sac se situe juste en arriere de la lame criblée. Cet
espaceest directement en contact avec le cerveau et la moelle épiniére par

I’intermédiaire deliquide céphalorachidien.

La vascularisation de la rétine provient de 2 réseaux avec une ligne de partage dans

lacouche nucléaire interne.

La circulation rétinienne vascularise la couche des fibres optiques jusqu'au 2/3

interne de lacouche nucléaire interne.

La vascularisation choroidienne assure I’irrigation du reste des couches externes
jusqu’a I’épithélium pigmenté. La région maculaire dépourvue de vaisseaux rétiniens est prise

encharge par la vascularisation choroidienne.
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2 Aspect clinique

2.1 Signes cliniques

La leucocorie et le strabisme sont les signes révélateurs les plus fréquents du
rétinoblastome. Ces signes doivent impérativement faire pratiquer un examen du fond d’ceil

apres dilatation.

La leucocorieou reflet blanc dans la pupille est visible au début que sous certains

éclairages et dans certaines directions du regard [5]. Elle deviendra par la suite permanente.

Le strabisme est un signe d’appel précoce permettant parfois de faire le diagnostic de

petites tumeurs se développant dans la région musculaire [10].

D’autres signes plus tardifs sont également retrouvés tels que: la buphtalmie,

I’hétérochromie irienne, le pseudohypopion [11].

E
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Figurel:Premiers signes cliniques du rétinoblastome : leucocorie (A) et strabisme (B) [5].

2.2 Diagnostic du rétinoblastome

Le diagnostic du rétinoblastome repose essentiellement sur un examen du fond d’ceil
sous anesthésie générale. Ce dernier est complété par une échographie oculaire, une Imagerie

par Résonance Magnétique (IRM) et/ou une tomodensitométrie [5].

Le rétinoblastome endophytique apparait comme une tumeur blanche richement
vascularisée se developpant vers la cavité vitréenne avec de nombreux flocons blanchatres
flottant dans le vitré [12]. Les formes exophytiques se présentent sous forme d’un
décollement de la rétine derriére lequel on apercoit les masses saillantes parfois calcifiées en

partie blanches avec dilatation angiomateuse des vaisseaux.

Deux tiers des cas de rétinoblastome diagnostiqués correspondent a des tumeurs
unilatérales et le tiers restant a des tumeurs bilatérales. L’age médian du diagnostic des formes

unilatérales est de 2 ans et de moins de 12 mois pour les formes bilatérales [5].

2.3 Traitement durétinoblastome
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Dans le cas d’un rétinoblastome unilatéral, 1’énucléation est réalisée chez 80% des
patients [2]. L’absence d’envahissement du nerf optique ou des enveloppes oculaires permet
d’éviter un traitement adjuvant. Le recourt a la radiothérapie en cas d’envahissement est
aujourd’hui évité en raison des risques de séquelles liées a ’irradiation. Une chimiothérapie

associéee a une curiethérapie orbitale est préférée.

Chez les patients avec un rétinoblastome bilatéral, le traitement conservateur de 1’ceil
est privilégié et repose sur la chimiothérapie, la radiothérapie, la photocoagulation, la
cryothérapie ou la protonthérapie [13]. Toutefois, un traitement conservateur de I’ceil est

également envisageé si la tumeur est unilatérale, petite, et épargnant la macula.

3 Aspect genetique du retinoblastome

3.1 Aspect cytogénétique

En 1983, Godbout et Cavenee apportent la preuve incontournable que 1’oncogenése
du rétinoblastome suit un mode autosomique dominant dont la pénétrance est de 90% et 10%

un mode récessif sous la forme d’une perte d’hétérozygotie dans la tumeur [14].

L’identification des remaniements du chromosome 13 chez des patients atteints du
rétinoblastome a permis de suggérer que le géne de prédisposition au rétinoblastome est
localisé dans cette région chromosomique 13q14 [15]. Chez 5 a 10% des enfants atteints de
rétinoblastome, il est possible de mettre en évidence, par I’é¢tude du caryotype sanguin, une
délétion chromosomique constitutionnelle et éventuellement transmissible touchant la bande
13q14 [16].

Trois mécanismes distincts d’inactivation sont recensés dans le cadre de
réarrangements chromosomiques [17]. De facon prépondérante, le géne peut étre
physiquement délété chaque fois que la bande 13914 est manquante, beaucoup plus rarement,
on observe une cassure génique en cas de translocations autosomiques balancées ou

d’inversions péri ou para-centriques du chromosome 13. Enfin, il existe quelques cas de
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délétions fonctionnelles aprés translocation du bras long du chromosome 13 sur le

chromosome X inactive chez des patients de sexe féminin.

Dans 25 % des cas environ, le remaniement chromosomique est hérité d’un des
parents [17]. Dans les autres cas (75 %), ces aberrations chromosomiques sont dites de novo

en vertu d’une analyse caryotypique parentale normale (90 %) [18].

3.2 Aspect moléculaire

L’identification du géne RB1 en 1986 a permis de valider le modéle de Knudson sur
le plan moléculaire. Par la suite, de nombreux génes suppresseurs de tumeurs ont été
rapidement identifiés par une approche classique de clonage positionnel dans les formes

familiales de rétinoblastome [19].

Les altérations moléculaires a 1’origine de la transformation cancéreuse, observées
dans une tumeur quel que soit son type, peuvent étre classées en trois catégories : activation
des proto-oncogénes; inactivation des genes suppresseurs de tumeurs ou inactivation des
geénes de réparation de I’ADN [20].

3.2.1 L’hypothése de Knudson

Knudson a proposé en 1971 un modéle mathématique qui rendait compte de la
fréquence élevée des formes bilatérales de rétinoblastome, survenant dans les premiers mois
de vie dans les cas familiaux, et, de la plus grande fréquence des formes unilatérales avec un
diagnostic plus tardif dans les cas sporadiques [20]. Dans ce modéle, un rétinoblastome se

développerait a partir d’une cellule rétinienne aprés la survenue de deux mutations dans le
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tissu cible. L’accumulation de ces deux événements est nécessaire mais possiblement non
suffisante au développement tumoral. Dans les formes bilatérales, la premiére mutation serait
constitutionnelle (mutation germinale), présente dans toutes les cellules de 1’organisme, alors
que la deuxiéeme mutation serait acquise durant la vie feetale ou au cours des premier mois de
vie (figure 2). Bien que la probabilité que deux mutations surviennent dans une méme cellule
soit trés faible, I’apparition d’une seule mutation au sein d’un tissu n’est pas un €vénement
rare. Si la premiére mutation est déja présente dans I’ensemble des cellules de la rétine, le
développement d’un rétinoblastome (li¢ a I’apparition de la deuxiéme mutation) est soumis a

la probabilité qu’une mutation apparait sur le deuxiéme géne cible.

Pas de prédisposition

Predisposition

Futation
C EFtLith lhe =
azy ﬂ' )

e e
w._..m; 5

Figure 2 : Ici sont schematisées des rétines (grands cercles) et des cellules rétiniennes (petits
cercles). Les tissus prédisposés portent la premiére mutation (M1) inactivant le premier allele
dans toutes les cellules. L apparition d’une deuxiéme mutation (M2) inactivant le deuxiéme

allele d’un gene suppresseur de tumeur initie le développement d’un rétinoblastome (cercle
bleu).

3.2.2 Le gene RBL1 et rétinoblastome




3.2.2.1 Le géne RB1
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Le gene du rétinoblastome (Figure3) est le premier parmi une trentaine de génes

suppresseurs de tumeur identifié et cloné [21] [22].

Il a été découvert pour la lére fois en 1986 et localisé sur la bande gql4 du

chromosome 13 [21] [23].

13p12

13q1212

13q1 31

13q1412
1321 1
1221 .33
12q31 1
13q322

139333

13p13 €.

1p1i2z2

12qizz2

13q133

Géne RB1
27 exons

12q142

1321 A

12222

12931 .3

129331

Figure 3: Schéma montrant la localisation du gene RB1 sur leSegment 13g14 du

chromosome 13[24].

Le géne RB1lcomporte 26 introns et un cadre ouvert de lecture de 2,7 kb qui code

pour une proteine nucléaire de 110 KD. Le RB1 est transcrit en un ARNm de 4 772 paire de

base (Tavtigian SV) [25]. La région codante pour Coding DNA Sequence CDS) a une taille
de 2787 pb codant pour 928 acides aminés (aa) [26].

Des protéines régulatrices ayant une forme « Leucine zipper » ou en « Doigt de zinc

» ont été trouvées aptes a se fixer au niveau des régions du géne RB1. Par ailleurs, I’analyse

de la région promotrice montre la présence d’éléments caractéristiques des genes

de «menage » [27]. Il existe plusieurs sites d’initiation de la transcription dans une région
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riche en GC. Deux codons d’initiation potentiels pour la traduction ont été retrouvés. Le
premier au niveau de I’exon 1 au 139°™ nucléotide, et le deuxiéme au 475°™ nucléotide. La

région nécessaire pour 1’activation promotrice est d’environ 70 pb[28].

3.2.2.2 La protéine pRB

La protéine du rétinoblastome (pRB) est une protéine de séquestration qui exerce un
contréle négatif du cycle cellulaire. Cette fonction est essentielle dans les organismes
pluricellulaires pour éviter la formation de tumeurs malignes qui mettraient en péril

I’organisme, ce qui permet de qualifier cette protéine de « suppresseur de tumeur ».

Son nom vient de son étroite collaboration dans un  cancer
ophtalmogique pédiatrique : le rétinoblastome. Cette protéine monomérique a un poids
moléculaire de 105 KD, est plutdt instable et est hydrophile. Son géne est le RB1 situé sur

le chromosome 13 humain.
Chez I'étre humain pRB est une protéine de 928 acides aminés et comporte 3 domaines
e pRB_A: Site de liaison de la cycline,
e pRB_B : Domaine de liaison. Site d’interaction avec des protéines virales,

e pRB_C: Domaine carboxyle-terminal. Site de liaison requis pour lier la
protéine E2F. Site de phosphorylation des CDK4 et CDKB6.

Les mutations affectant la fonction biologique de pRB sont généralement des
mutations ponctuelles d’une seule paire de bases menant a une mutation non-sens [29]. Ces
mutations empéchent la protéine de séquestrer correctement le complexe E2F/DP. Si ce
complexe n’est pas correctement séquestré, le facteur de transcription E2F peut toujours faire
continuer le cycle cellulaire. Puisque pRB est une protéine monomérique, il est nécessaire

d’avoir les 2 alleles du géne RB1 muté pour voir se manifester la condition pathologique.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_cellulaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Tumeur
https://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9diatrie
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9tinoblastome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Monom%C3%A8re
https://fr.wikipedia.org/wiki/Poids_mol%C3%A9culaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Poids_mol%C3%A9culaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hydrophilie
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chromosome_13_humain
https://fr.wikipedia.org/wiki/E2F
https://fr.wikipedia.org/wiki/CDK4
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Figure4 : location des domaines en fonction de la séquence des 928 acides aminés

3.2.2.3 La structure 3D de la protéeine pRb

La protéine pRb contient les domaines N-terminaux (RbN) et de poche et plusieurs
régions intrinséquement désordonnées : le lieur interdomaine entre les deux domaines repliés
indépendamment (RbIDL), la grande boucle dans le domaine de poche (RbPL) et le domaine
C-terminal (RbC). Les structures des domaines isolés ont été déterminées ; cependant, les
interactions inter-domaines et leur pertinence pour la fonction Rb sont moins bien

caractérisées [30]

Architecture de domaine de la protéine Rb. Les deux domaines structurés, RbN et la
poche, sont respectivement colorés en or et en bleu. Les séquences désordonnées, y compris
RbIDL, RbPL et RbC, ne sont pas colorées. Les sites consensus Cdk conservés sont
indiqueés.
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Figure 5: Structure cristallographique de la protéine pRb [31].

3.2.2.4 La protéine pRB et le cycle cellulaire

Au début de G1, la cellule contient le complexe Cycline D / Cdk 4 qui, une fois
activé, initie la phosphorylation de la protéine pRb. Phosphorylée, la protéine pRb libére E2F
qui sert alors de facteur de transcription du géne de la cycline E. La fonction essentielle de la
Cycline D / Cdk4 est donc d’activer, au début de la phase G1 (G1 précoce), la transcription du
géne de la cycline E intervenant dans la phase suivante du cycle.

Une fois activé, le complexe Cycline D / Cdk4 peut phosphoryler la protéine Rb.
Ceci permet alors la libération par cette derniere du facteur de transcription E2F.
Une fois libéré, E2F se fixe sur I'ADN, activant l'expression de genes codant pour des
protéines nécessaires au déroulement de la phase S [32].

28
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Figure 6 : Role de la protéine pRb dans le contrdle de la transition de la phase G1lvers la
phase S [33].

3.2.2.5 La protéine pRB et contréle de ’apoptose

La protéine Rb régule I’apoptose via son interaction avec les protéines E2F et
notamment E2F1. En effet, une surexpression d’E2F1 induit 1’apoptose en activant la
transcription des protéines codant pour pl4Arf, p73, APAF-1 et la protéine pro-apoptotique
SMAC [34]. La surexpression d’Arf stabilise la protéine p53 notamment eninhibant MDM2,
membre de la famille des Murine-Double Minute, impliquée dans la dégradation de p53 [35]
[36].

L’inhibition de Rb serait donc a I’origine de deux événements paradoxaux puisque
I’accumulation des protéines E2F permet une entrée en phase S et promeut une prolifération

cellulaire mais permet aussi une libération de protéines proapoptotiques. Un contrdle étroit
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des membres de la famille E2F parait donc essentiel dans le maintien de 1’homéostasie
cellulaire. En conséquence, la situation du rétinoblastome ou RB1 est inactivé sur ces deux
alleles, implique la participation d’événements complémentaires nécessaires au

développement tumoral.

3.2.2.6 La protéine pRB et contrdle de la différenciation cellulaire

Les modeles murins ont permis de mettre en évidence le réle de la protéine pRb dans
le développement de la rétine embryonnaire [37]. Au cours du développement embryonnaire,
la couche neuroblastique abrite les cellules progénitrices rétiniennes qui se divisent et/ou se
différencient en cellules rétiniennes transitoires. A la naissance, les cellules progénitrices
rétiniennes sont rares et les cellules rétiniennes transitoires migrent et se différencient en
batonnets, cones, cellules horizontales, cellules bipolaires, cellules de Miller, cellules
amacrines et en cellules ganglionnaires. La protéine pRb blogue la division des cellules

rétiniennes transitoires et limiterait I’expansion des cellules progénitrices rétiniennes.

o




BUT DE LETUDE



But de I'étude

Le rétinoblastome est une tumeur maligne touchant I’enfant dés son jeune age. Ce
type de cancer résulte de la transformation des rétinoblastes. Le rétinoblastome existe sous

deux formes : sporadique et familiale.

Les progres de la bio-informatique ont permis d’accélérer le taux de découverte et de
réduire le besoin d’expériences de laboratoire couteuses ou d’essais cliniques. L’évolution de
cette discipline est actuellement indispensable au développement de la biologie moléculaire
[38].

Dans le but de contribuer a 1’étude moléculaire du rétinoblastome, nous nous
sommes intéressées a 1’étude in silico des fonctionnalités des mutations du gene RB1 mises en

évidence par Madame Boubekeur.A dans la population Algérienne.

Les effets déléteres des mutations sur 1’épissage, la structure/fonction de la protéine
pRb ont été prédits en utilisant plusieurs logiciels de prédiction : I mutant 2.0, polyphen-2,
Align GVGD, project HOPE et swiss pdb , HSF et ESE Finder.

La connaissance des effets déléteres des mutations pourra contribuer a la
compréhension de la maladie ainsi qu’au développement de nouvelles stratégies

thérapeutiques.

o]




POPULATION D’ETUDE
ET METHODE



Population d'étude et méthode

1 Population d’étude:

L’¢tude in silico a porté sur trois mutations identifiées chez des patients atteints d’un
rétinoblastome dans la population Algérienne. Ces mutations ont été identifiées par Madame
Boubekeur.A lors de la réalisation de sa thése de doctorat. Ces mutations sont résumées
dans le tableau 1.

Tableaul : Liste des mutations identifiées chez les patients atteints d’un rétinoblastome dans

la population Algérienne.

Exon/Intron Type de ADNCc ADNg Protéine
mutation
Exon 19 Faux sens c. 1903 G>C g. 157546 G>C | p.Ala635 pro
Exon 20 Faux sens c. 1961 T>A g. 160942 T>A | p.Val654Gln
Intron 12 Site donneur c. 1215+1 G>A | g. 70330 G>A
d’épissage

2 Meéthodes :

Les variations de bases au niveau des genes sont responsables de dysfonctionnements
des protéines concernées conduisant a ’apparition de plusieurs pathologies. Ces variations
peuvent survenir au niveau des exons ou au niveau des introns et peuvent donc avoir des
effets sur le processus d’épissage et/ou sur la structure/fonction de la protéine, ce qui méne a
des conséquences complexes. Cela explique, la diversité des logiciels destinés a prédire les

différents effets délétéres des mutations étudiées.

2.1 Analyse in silico des mutations exoniques

2.1.1 Logiciel I-mutant 2.0

L’effet stabilisant ou déstabilisant des mutations faux-sens peut étre évalué en utilisant
le logiciel I-Mutant 2.0 (http://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html).

I-Mutant 2.0 a été testé sur un ensemble de données provenant de ProTherm. Ce

logiciel estime la différence d’énergie libre (Delta Delta G ; DDG) entre la protéine sauvage

@

et mutée


http://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html
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[39]. Une valeur positive (DDG>0) implique une augmentation de la stabilité des protéines,

par contre une valeur négative (DDG<O0) suggere une mutation déstabilisante [39].
I-Mutant2.0 a été formeé pour accomplir quatre taches différentes :

e Prédiction de la direction des changements de stabilité de la protéine lors d'une
mutation ponctuelle unique de la structure tertiaire de la protéine (une tache de

classification).

e Laprédiction de la valeur DDG des changements de stabilité de la protéine lors
d'une mutation ponctuelle unique de la structure tertiaire de la protéine (une

tache d'approximation de fonction).

e La prédiction de la direction des changements de stabilité de la protéine lors
d'une mutation ponctuelle unigque a partir de la séquence protéique (une tache
de classification).

e La prédiction de la valeur DDG des changements de stabilité de la protéine lors
d'une mutation ponctuelle unique a partir de la séquence protéique (une tache

d'approximation de fonction).

Pour la tache de classification et pour l'attribution des valeurs DDG, nous adoptons
fondamentalement le méme code d'entrée en identifiant deux étiquettes : lI'une représente la
stabilité accrue de la protéine (DDG > 0, I'étiquette est +), l'autre est associée a la mutation
déstabilisante (DDG< 0, I'étiquette est —) [40].
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I-Mutant2.0

GICKVKNIDLK “
FKIIVTAYKDLPHAVQETFKRVLIKEEEYDSIIVFYNSVFMQRLKTHNIL
QYASTRPPTLS

Protein | p1pHIPRSPYKFPSSPLRIPGGNIYISPLKSPYKISEGLPTPTKMTPRS
Sequence: RILVSIGESFG
TSEKFQKINQMVYCNSDRVLKRSAEGSNPPKPLKKLRFDIEGSDEADGSK
HLPGESKFQQK
LAEMTSTRTRMQKQKMNDSMDTSNKEEK y

Position:
New Residue: D

Temperature:
pH:

Prediction: O Free Energy change value (DDG)
® Sign of DDG

Figue 7:In put data dans le logiciel | mutant 2.0.

2.1.2 Logiciel polyphen-2

PolyPhen-2 [41] est un outil automatique de prédiction de I'impact possible d'une
substitution d'acide aminé sur la structure et la fonction d'une protéine humaine. Les
prédictions automatisées de ce type sont essentielles pour interpréter de grands ensembles de
données de variantes génétiques rares, qui ont de nombreuses applications dans la recherche
moderne en génétiqgue humaine. Les utilisations dans les recherches récentes incluent
I'identification d'alleles rares qui causent la maladie mendélienne [42], la recherche d'alléles
potentiellement utilisables médicalement dans le génome d'un individu [43] et le profilage du

spectre de variations rares découvert par séquencage de grandes populations [44].

@
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PolyPhen-2  (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/)  prédit 1’influence  d’une

substitution d’aa sur la fonction protéique en se basant sur trois types d’informations issues

des banques de donnée [45] [46] :

1. Les informations pour les substitutions connues a une position donnée,

contenant les annotations de séquences.
2. L’alignement multiple.

3. Les informations structurales provenant de banque de données de structure
PDB.

Les substitutions sont classées en trois niveaux :

e Probablement déléteres (probably damaging) : La substitution devrait altérer la

fonction et/ou la structure (> 2.0).

e Potentiellement délétéres (possibly damaging) : La substitution pourrait altérer
la fonction et/ou la structure (1.500-1.999).

e Bénigne (benign) : La substitution n’a pas d’effet sur la fonction et sur la

structure de la protéine (0-0.999).



http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/
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PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) is a tool which predicts possible impact of an amino acid substitution on the structure and function of 2 human protein using straightforward physical and

comparative considerations. Please, use the form below to subrmit your query

Query Data

Protein or SNP identifier

Protein sequence
in FASTA format

Position
Substitution

Query description

PIPHIPRSPYKFPSSPLAIPGEHTYISPLKSPYKISEGLPTPTKITRRSR
TLVSIGESFG
TSEKFQKTNQMVCHSDRVLKRSAEGSNPPKPLKKLRFDTEGSDEADGSKH
LPGESKFOUK M
LAEMTSTRTRMQKQKMNDSMDTSHKEEK y

635

AA1E|RNDCEOGHILKMFPSTWYV
AAIARNDCEOGH\LKMFESTWYV

Submit Query| | Clear| {Check Status
Display advanced query options

ivan adzhubey

Figure 8: In put data dans le logiciel PolyPhen-2

2.1.3 Logiciel Align Grantham Variation Grantham Deviation

(Aligne-GVGD)

biobyte solutions

Align Grantham Variation Le logiciel « Align-GVGD » Grantham Déviation

(http://agvgd.hci.utah.edu/agvgd_input.php) combine les caractéristiques biophysiques des

acides aminés et des alignements de séquences multiples de protéines pour prédire I'effet de la

substitution sur la fonction des protéines [47]. Align-GVGD prend en compte la variation

biochimique a la position pertinente dans I'alignement de séquences multiples (variation de

Grantham) et la différence biochimique entre les acides aminés de référence et variantes

(déviation de Grantham).

Les résultats sont déterminés a partir de ces deux valeurs et sont répartis en sept
classes : C0, C15, C25, C35, C45, C55, C65 [47].

= [C45-C65]: les classes qui affectent la fonction.

= [C35]: La classe intermédiaire.

= [CO-C25]: les classes qui n’affectent pas la fonction.



http://agvgd.hci.utah.edu/agvgd_input.php

Multiple sequence alignment in

FASTA format:*

==p|PO4637|P53_HUMAN - Homo
sapiens (Human).
SVP-SOQKTYQGSYGFRLGFL
==p|P10360|P53_CHICKEN - Gallus
gallus (Chicken).
WWPSTEDYW S GDFDFRWGRWY
Please make sure that in your
alignment "-" correspond to gaps
and "X' to unkmnown amino-acids
because the results will be

different.

{click here for more details)

Substitutions list:*
59T
s59aPF
S59&84

{click here for more details)

E-mail (opticonal):

Select vour file
to upload:

OR

Paste your
alignment:

OR

Select one of
our library
alignments:
{click here for
miore details)

Select vour file to

upload:
OR

Paste yvour list of
substitutions:
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Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

PYKISEGLPTPTEMTPRSRILVWSIGESFG
TSEKFQKIMNQMWONSDRYLKRSAEGSMPPEP
LEKLRFDIEGSDEADGSKHLPGESKFQOQK
LAEMTSTRTRMOQKQKMMNDSMDTSNKEEK

{

13

--Select the gene—-

L1

----- Select the depth----—-

Choisir un fichier

Aucun fichier choisi

AG3ISP

Figure 9:In put data dans le logiciel Aligne-GVGD

2.1.4 Project HOPE

Est un serveur Web (http://www.cmbi.ru.nl/hope/) facile a utiliser qui analyse les

effets structurels de votre mutation d'intérét. Le serveur vous permet de soumettre une

séquence proteique et la mutation. Le projet HOPE collectera et combinera ensuite les

informations disponibles a partir d'une série de serveurs Web et de bases de données et

produira un rapport de mutation complet avec des résultats, des chiffres et des animations.

Cet outil recueille I’information a partir d’un large éventail de bases de données. La

base de données UniProt (http://www.uniprot.org/) est utilisée pour [I’extraction de

caractéristiques telles que I’emplacement de sites actifs, les domaines transmembranaires, la

structure secondaire et les données expérimentales.
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2.1.5 Logiciel Swiss-PdbViewer

Des mutations faux-sens ont été réalisées sur la structure aux rayons X décrite par
PDB, .ID : 4ELJ [48] en utilisant le logiciel Swiss PDB Viewer ; Institut suisse de bio-
informatique, Béle, Suisse (http://www.expasy.org/spdbv/). Les résidus d'acides aminés dans
la protéine native et mutante ont été réalises par SWISS PDB viewer pour obtenir des

structures modélisées [49].

Le logiciel Swiss-Pdb Viewer facilite 1’analyse des interactions d’une protéine,
I’analyse séquence-protéine-fonction et la comparaison entre les structures de protéines

homologues.

Il permet d’effectuer plusicurs représentations comme : la substitution d’aa, la rotation
d’une molécule dans I’espace, la mise en évidence de certaines liaisons, le calcul de la

distance entre deux résidus, I’affichage en ruban, en batonnets et en boules.

L'espace de travail est divisé en plusieurs fenétres

am06 Swiss-PdbViewer
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En haut, il y a la fenétre de la barre d'outils, qui regroupe les outils de centrage et de
mesure fréqguemment utilisés, et également ou le logiciel fournit des informations instantanées

utiles sur les atomes.

La fenétre suivante affiche des informations sur chaque couche (structures) chargée

dans I'espace de travail et permet de modifier leurs préférences d'affichage individuelles.

Au milieu, il y a la fenétre principale, ou vous pouvez manipuler vos molécules en

temps reel, mesurer les distances et les angles, faire des mutations et comparer des structures.




Population d'étude et méthode

En bas de votre écran se trouve une fenétre qui montre I'alignement de vos protéines,
donne des informations de retour et permet d'enfiler une séquence sur une référence afin de

soumettre une demande de modélisation d'homologie a Swiss-Model.

Alignment

TTCK SN "GTPEAICATYTOGCIIIPGATCPGDYANS
O7.0 100, 5 i S M *GTPEALCATYTGL POATCPGDYAN:-

2.2 Analyse in silico des mutations affectant les régions introniques

L’influence des mutations introniques sur I’efficacité d’épissage a été prédite en
utilisant les logiciels Human Splicing Finder Version 2.4.1 (HSF), (http://www.umd.be/HSF/)
et Exonic Splicing Enhancer-finder (ESE Finder), (http://rulai.cshl.edu/cgi- bin/tools/ESE/).

Le logiciel HSF permet de prédire les effets des mutations sur les signaux d’épissage
[50]. En effet, ce logiciel permet en une seule requéte d’évaluer I’impact potentiel des
mutations sur les sites donneurs et accepteurs d’épissage ainsi de prédire les différents sites

cryptiques d’une séquence donnée.

Le logiciel ESE Finder facilite 1’analyse rapide des séquences régulatrices activatrices
d’¢épissage (ESE) [51]. Ces séquences représentent les sites de fixation de plusieurs protéines

riches en serine impliquées dans le processus.



http://rulai.cshl.edu/cgi-bin/tools/ESE/

Population d'étude et méthode
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Résultats et discussion

1 Analyse de la mutation exonique ¢.1903 G>C (p.Ala635Pro)

1.1 Résultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0

L’analyse des effets de la mutation faux-sens ¢.1903 G>C sur la stabilité de la protéine
pRb a été prédite par le logiciel I-Mutant 2.0. Le résultat obtenu par ce logiciel est représenté

sur la figurel0.

I-Mutant2.0

R R R R R RN R R R R R RO R R R R R R R R R R R R R R R R Rk R

£ H
e I-Mutant v2.0 S
=E Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations E
£ FE

R O e R R R R ]

SEQ File: fileseq.txt

Position WT NEW
635 D P

DDG

Stability RI
Decrease 4

WT: Aminoacid in Wild-Type Protein
NEW: MNew Aminoacid after Mutation
RI: Reliability Index

T: Temperature in Celsius degrees
pH: -log[H+]

Figurel0:Reésultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0 pour la mutation ¢.1903G>C
(p-Ala635pro).

Le logiciel I-Mutant 2.0 a permis de calculer la différence d’énergie (DDG) entre la
protéine normale et mutée. La valeur DDG calculée pour cette mutation est négative, la

mutation testée est considérée comme déstabilisante pour la structure de la protéine pRb.

@
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1.2 Résultats obtenus par le logiciel Polyphen-2

La prédiction de I’impact de la mutation ¢.1903G>C(p.Ala635Pro) sur la protéine pRb

par le logiciel PolyPhen-2 nous a permis d’avoir le résultat présenté sur la figure 11.

PolyPhen-2

PolyPhen-2 report for PO8400 ABISP
Query
Protein Ace  Position  AA;  AA;  Descripacn

PO R F Canoncal RecName FUlsRenoORSIomMa-25s00aied prolein ArName Fulspi0S-RD. AlName £

Rb AtName FullepptiQ Leogeh 928

Results
+| Preaction'Corfidence PoiyPhen-2 v2.2 2r393
MamDw
3 SO 10 :":,1 scove of 0.001 (sersanvey 0.99 specicey .18
LX) 0.2 ) o —ll-
+ MumVar
Details

+ Mulpie sequence Mignsent
+| 30 Viswalizaoon

UniProsKBUnRe100 Release 2011 12 (14-Dee-2011)
POBDSESP Snapshot 03-Lan-2012 (T804 Soructures)

Details

= Muliple sequence algnment UniProgKB/UniRer 100 Redease 2011 12 (14-Dec-2011)

Figurell:Résultat obtenu par le logiciel PolyPhen-2 pour la mutation ¢.1903G>C
(p.Ala635pro).

La mutation ¢.1903G>C a été prédite par le logiciel PolyPhen-2 comme bénigne
(benign). Cela signifie que cette derniére n’a pas d’effet sur la structure et la fonction
protéique. Ce logiciel a permis également d’obtenir le résultat d’alignement multiple par
comparaison de la protéine pRb avec toutes les especes enregistrées sur UniProKB, ce qui

nous a permis de confirmer que la mutation ne siege pas dans une région conservée entre
plusieurs espéces.

45
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1.3 Résultat obtenu par le logiciel Align-GVGD

Le logiciel Align GVGD a également été utilisé afin de prédire les effets de la
mutation ¢.1903G>C sur la protéine pRb. Le résultat obtenu par ce logiciel est présenté sur la

figurel2.

The following classifiers, ordered from most hikely to interfere with functior
least likely, were used:

GD>=55+Tan(10)x(GV"~2.5) == Class C65 <=> most likely
GD==554+Tan(10)x{(GV~2.0) == Class C55
GD>=454+Tan(15)x(GV"~1.7) == Class C45
GD>=35+Tan(S0)x(GV~1.1) == Class C35
GD>=254+Tan(535)x(GV"~0.95) => Class C25

| GD>=15+Tan(73)x(GV"~0.6) == Class C15
Else (GD<15+Tan{73)x(GV~0.68)) => Class C0 <=2> less likely
I Substitution I GV ’ GD || Praediction

AB35P 215.31 D.UU‘ Class C0O ‘

Figurel2:Résultat obtenu par Align GVGD pour la mutation ¢.1903G>C.

Ce logiciel a permis de prédire que cette derniére correspond a la classe CO. La

mutation ¢.1903G>C est prédite comme n’affectant pas la fonction du pRb.

1.4 Reésultat obtenu par Project HOPE

La figure montre les structures schématiques de 1’aa sauvage (a gauche) et le muté (a
droite). La partie commune (squelette) entre les deux aa est de couleur rouge. Tandis que la
chaine latérale qui est unique pour chaque résidu est de couleur noire. Ces deux aa présentent

des propriétés physico-chimiques particuliéres en raison de la nature de leurs chaines

latérales.
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OH
H
H2N - H
O
O
Alanine Proline
Figurel3: Les structures schématiques de 1’ Alanine et la Proline.

Tableau2: Les propriétés physicochimiques des deux aa Alanine et proline.
Résidu Type Taille Hydrophobicité Charge
Alanine Acide 89 Da 1.8 Neutre
Proline Neutre 115 Da -1.6 Neutre

Figurel4:Capture superposée des deux structures 3D de la protéine pRb sauvage et

mutée.
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1.5 Discussion de la mutation exonique ¢.1903 G>C (p.Ala635Pro)

Le caractére pathogéne de la mutation faux sens ¢.1903G>C a été évalué par différents
logiciels de prédiction in silico. Ainsi, Les effets déléteres de cette mutation sur la stabilité ont
été évalués par I-mutant 2.0. Tandis que les effets de cette derniére sur la fonction protéique
ont été prédits par quatre logiciels différents (Polyphen, Align GVGD et Project HOPE).

Cette mutation a été prédite comme étant tolérée, bénigne et classée comme
polymorphisme a I'aide des logiciels de prédiction, Polyphen2 et | Mutant2.0. L'analyse avec
Align GVGD montre que cette mutation était considérée comme « interférer moins
probablement avec la fonction ». Cependant, I'effet de substitution de I'acide aminé alanine
par la proline a clairement montré l'augmentation de la taille et une diminution de
I'nydrophobie de I'acide aminé muté. Cette différence peut avoir un impact sur la structure et
non pas la fonction de pRb. La mutation faux-sens ¢.1903 G>C, (p.Ala635Pro) a été

considérée comme un polymorphisme sans aucun impact sur la fonction protéique.
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2 Analyse de la mutation exonique c. 1961 T>A (p.Val654GIn)

2.1 Reésultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0

L’analyse des effets de la mutation faux-sens ¢.1961 T>A sur la stabilité de la protéine
pRb a été prédite par le logiciel I-Mutant 2.0. Le résultat obtenu par ce logiciel est représenté

sur la figurel5.

I-Mutant2.0

S S S o R S S S R O R R R R R R R R R R R RO R R R R R KR R R kR

2% %%
e I-Mutant v2.0 S
=E Predictor of Protein Stability Changes upon Mutations =
BE HE

R R R R R R R R R R R RN R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

SEQ File: fileseq.txt

Position WT NEW
654 A Q

DDG

Stability RI
Decrease 8

WT: Amincacid in Wild-Type Protein
MNEW: Mew Aminoacid after Mutation
RI: Reliability Index

T: Temperature in Celsius degrees
pH: -log[H+]

Figurel5: Résultat obtenu par le logiciel I-Mutant 2.0 pour la mutation ¢. 1961 T>A
(p.Val654GIn).

2.2 Résultats obtenus par le logiciel Polyphen-2

La prédiction de I’impact de la mutation c. 1961 T>A (p.Val654GIn) sur la protéine

pRDb par le logiciel PolyPhen-2 nous a permis d’avoir le résultat présenté sur la figurel6.

@
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PolyPhen-2

PolyPhen-2 report for POB400 VE54Q

Query

Protein Ace  Posmien AAy  AA, Description
PO6L00 654 v QG  Canooical RecName: Fulz Retnobiasiona assockaied proten, AtName Fulbpi06.80 AfName: Fuli=pRt: Shor»Rb AtName. Fol=pp110. Leny

Rosults

+ PredictionCorfidecce PolyPmen-2 v2 2 2rIva
HumOw

Thes matation & precich

+ Humvar
Detatls
4 Muttple sequence aligement UniProtk B UniRes 100 Release 2011 12 (14-Dec-2011)
+ 30 Visualizavon POB/DSSP Snapshof 03-/a0-2012 (T8I0 STuciures)
Detalls
[=] Multiple sequence aligament UniProt(B/ UniRef100 Reloase 2011_12 (14-Dec-2011)

CEEEEEE R

SLLEDGELE
Lt I::l! 1IWY
SLLERCE LETT TN

e

SHown 810 75 2N HOGS SLTOUAGINY e MUAINON POMBON (MERHT WEN B DIXCK Do)

figurel6: Résultat obtenu par le logiciel PolyPhen-2 pour la mutation c. 1961 T>A
(p.Val654GIn).
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2.3 Résultat obtenu par le logiciel Aligne-GVGD

Le logiciel Align GVGD a également été utilisé afin de prédire les effets de la
mutation ¢.1961T>A sur la protéine pRb. Le résultat obtenu par ce logiciel est présenté sur la
figurel?.

The following classifiers, ordered from most likely to interfere with function to
least likely, were used:

GD=>==65+Tan(10)x{(GW-~2.5) == Class C65 <=>= most likely
GD==55+Tan(10)x{(GWw-~2.0) == Class C55
GD=>=45+Tan(15)x(GW¥-™~1.7) == Class C45

GD=>=325+Tan(50)x{(GWV-~1.1) == Class C35

GD>=25+Tan(55)x(GWV-~0.95) == Class C25
GD==15+Tan(7 5)x(GV-~0.6) == Class C15
Else (GD<=15+Tan(7 5)x(GV-0.58)) == Class CO «<=> less likely
-
Substitution || GV GD Prediction
_ Class
VES4E 20.92 121.=24 c35

Fl

Figurel7: Résultat obtenu par Align GVGD pour la mutation ¢.1961T>A.

Le résultat de l'analyse par le logiciel Align GVGD a prédit que c.1961T>A
(p.Val654GIn) correspond a la classe C35. La classe C35 peut interférer avec la fonction de
pRb. Pour la mutation ¢.1903 G>C (p.Ala635Pro) ce qui signifie que le site de substitution est
situé dans une région non conservée entre les especes analysées. Pour la mutation ¢.1961T>A
(p.Val654GIn), la valeur GV est de 30,92, alors que la valeur de variation de (GD) sont de
121,34 cela signifie que la mutation est située dans la région conservée et le remplacement de

la valine par une glutamine est prédit comme un changement.

2.4 Résultat obtenu par Project HOPE

La figure montre les structures schématiques de 1’aa sauvage (a gauche) et le muté (a
droite). La partie commune (squelette) entre les deux aa est de couleur rouge. Tandis que la
chaine latérale qui est unique pour chaque résidu est de couleur noire. Ces deux aa présentent
des propriétés physico-chimiques particuliéeres en raison de la nature de leurs chaines

latérales.
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Figurel8 : Les structures schematiques de la valine et la glutamine.

Tableau3: Les propriétés physicochimiques des deux aa valine et glutamine.

Résidu Type Taille Hydrophobicité Charge
valine Neutre 117 Da 4.2 Positive
glutamine Neutre 146 Da -3.5 Neutre

h

! "

Figure 19: Capture superposée des deux structures 3D de la protéine pRb sauvage et mutée.
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2.5 Résultat obtenu par le logiciel swiss Pdb viewer

Un des criteres essentiels dans la détermination de la conséquence d’une nouvelle
mutation est sa localisation dans la structure 3D. La localisation d’un résidu substitué au
niveau de la protéine pRb est représentée sur la figure 20. La substitution de La valine en

position 654 en glutamine se trouve au niveau du domaine B (figure 20).

N /I
)

Figure 20: Structures 3D des deux protéines pRB normale (A) et mutée (B).

La modélisation de la protéine pRb ainsi que la comparaison de la protéine native et

mutée par le logiciel Swiss pdb Viewer a permis d’obtenir les résultat suivants :

1. Une exposition différente des deux acides aminés. Cela peut-étre du a leurs différences

structurales qui font que chacun a une position bien spécifique.

2. La valine au niveau de la protéine native interagit avec quatre aa (phénylalanine 650;
tyrosine 651; lysine 653; tyrosine 655) (figure 21.1). Par contre, 1’aa glutamine
interagit en plus de ces quatre aa avec 1’aa méthionine en position 558 (Figure
21.2).Cette nouvelle interaction avec une liaison hydrogéne pourrait entrainer un
changement au niveau de la conformation de la protéine qui aura un impact sur sa

structure ainsi que sa fonction.
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Figure 21 : Représentation des interactions de 1’aa valine 654 avec les quatre aa au niveau de

la protéine native et I’aa glutamine 654 avec les quatre aa au niveau de protéine mutée.

La superposition des deux aa native et mutée a été réalisee par le logiciel Swiss pdb
Viewer (Figure 22). Ce résultat montre clairement la différence de la taille ce qui pourrait

confirmer I’apparition de la nouvelle liaison hydrogene au niveau de la protéine mutée.

Figure 22 : Capture superposée des deux structures 3D de la protéine pRb sauvage représenté

en vert et mutée en rouge.
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2.6 Discussion de la mutation exoniquec. 1961 T>A (p.Val654GIn)

Les résultats obtenus par le logiciel I-Mutant 2.0 sont en faveur d’un effet déstabilisant
de la mutation ¢.1961T>A sur la proteine pRb. De méme, les logiciels (Polyphen2, Align
GVGD) ont prédit des effets déléteres de cette mutation sur la fonction de la protéine pRb. En
effet, cette mutation siége dans une région conservée entre plusieurs espéces. Elle est
considéré comme délétere et responsable de ’apparition du rétinoblastome. Cette derniére a
un impact sur la fonction protéique car elle se trouve dans une région importante de la
protéine pRb plus exactement au niveau du domaine B de la poche A/B. Elle posséde un

domaine de liaison a I’ADN de Zipper leucine codé par I’exon 20.

Les informations concernant la structure 3D et les propriétés physico-chimiques des
aa suite a une mutation faux-sens ont été prédit par les logiciels Project HOPE. Concernant la
taille, le résidu muté est plus grand (146 Da) que le résidu sauvage (117Da). Les valeurs
d’hydrophobicités difféerent également, le résidu muté est moins hydrophobe que le sauvage
ce qui entrainerait une perte d’interaction. En effet, cette mutation est responsable de la perte
des interactions hydrophobes dans le noyau de la protéine .Ces différences peuvent engendrer
un changement de conformation de la protéine ce qui pourrait perturber la fonction de la
protéine pRb. De plus la glutamine introduite par cette mutation est un résidu trés rigide ce

qui pourrait abolir la flexibilité requise de la protéine a cette position.

La modélisation de la protéine mutée par le logiciel Swiss pdb Viewer a permis
I’identification d’une nouvelle liaison hydrogéne au niveau de la protéine mutée contenant le
substitue glutamine. Ce résultat peut entrainer un changement de conformation de la protéine.
Ce qui provoquait I’inhibition de I’interaction entre cette protéine et le facteur de transcription
E2F. Ce qui aura comme effet une prolifération incontrélable des rétinoblastes et par

conséquent le developpement du réetinoblastome chez le patient présentant cette derniére.




3 Analyse de la mutation intronique c¢.1215+1 G>A

3.1 Résultat obtenu par le logiciel HSF
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Le résultat de 1’analyse de la mutationc.1215+1 G>A par le logiciel HSF est représenté

sur la figure 23 et le tableau 4. Par comparaison entre la séquence normale et mutée du géne

RBI1, HSF a prédit 1’abolition du site donneur d’épissage.

5"

Human Splicing Finder | [0-100]

[Reference Sequence

AAAATCTGATTTCCTATTTTAACKGTAAGCCAT

3
Human Splicing Finder

Branch Points

5"

Human Splicing Finder | [0-100]

[ Mutated Sequence

3"

Human Splicing Finder

of ogoo

ATATGAAACATTATT

goo o

AAAATCTGATTTCCTATTTTAACATAAGCCATATATGAAACATTATTTATTGTAATATCTTG

a

TATTGTAATATCTT(

Figure23 : Résultat de I’analyse de la mutation ¢.1215+1 G>A par HSF.

y N . I Ifcryptic site use, |  Variation
Sequence Position | cDNA Position | Splice site type Motif New splice site | Wild Type (Mutant ST
13 ¢.1209 Acceplor | TTTTAACgtaagec | ctttascataagCC| 7614 | 6.1 NA +0.09
17 ¢ 1213 Donor 1loteane LiCatzace 8586 | 902 0 -

Tableau4: Résultat de I’analyse de la mutation ¢.1215+1 G>A par HSF.
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3.2 Résultat obtenu par le logiciel ESE Finder

L'analyse de la mutation ¢.1215 + 1G>A par le logiciel ESE Finder est montrée sur la

Figure24. La comparaison entre la sequence normale et mutée du gene RB1 par ESE Finder a

prédit I'abolition du site de fixation des deux protéines SR.

ESEfinder

Referance Sequence

AAAATCTGATTTCCTATTTTAACGT AAGCCATATATGAAACATTATTTATTGT AATATCTT GG

RESCUE-ESE

ESEfinder

Mutated Sequence
RESCUE-ESE

AAAATCTGATTTCCTATTTTAACAT AAGCCATATATGAAACATTATTTATTGTAATATCTT GG

Igr-E A

Figure 24 : Distribution des protéines SR dans la séquence de référence du géne RB1

et la séquence mutée (c.1215 + 1G>A).

3.3 Discussion de la mutation intronique c.1215+1 G>A

L'impact de la mutation ¢.1215+1G>C sur I'épissage a été prédit a l'aide de deux

logiciels de prédiction in silico HSF et ESE Finder.

Comme on le sait, I'épissage est le processus complexe avec lequel est produit un

ARNmM mature a partir du pré-ARNm. Cela nécessite I'épissage des sites donneur et accepteur

[52]. L'épissage est catalysé par le « spliceosome », qui est constitué de nombreuses protéines

[53]. Parmi celles-ci, on peut citer le facteur d'épissage se liant aux séquences familiales cis

régulatrices : les protéines riches en acides aminés sérine et arginine, appelées protéines SR

(riche en sérine) qui sont constituées de 50 a 300 résidus d'acides aminés. Il existe 9 types de

protéines SR [54]. Cette protéine se lie aux séquences activatrices (SA) qui se situe dans les
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exons et qui sont appelées « exonicsplicing activateurs ». Ces protéines favorisent la
reconnaissance des sites d'épissage et facilitent le recrutement des snRNP U1 et U2 (petites
ribonucléoprotéines nucléaires) permettant par d'autres protéines I'élimination de I'intron et la

ligature de I'exon [55].

L'analyse de la mutation ¢.1215+1G>C par HSF a prédit I'abolition du site donneur
d'épissage. ESE finder prédit également que cette mutation est responsable de la suppression

des sites de liaison des deux protéines SR.
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Conclusion et perspectives

Dans cette étude, nous avons contribué a la compréhension des mécanismes
moléculaires a 1’origine du déficit de la protéine pRb. Ainsi, les effets délétéres, des nouvelles
mutations identifiées ont été évalués par plusieurs logiciels d’étude in silico et de
modélisation moléculaire en 3D. Ces mutations correspondent a une mutation au niveau d’un
site d’épissage de I’intron 12 (c.1215+1G>A) et deux mutations faux sens 1’une au niveau de

I’exon 19 (¢.1903G>C) et I’autre au niveau de I’exon 20 (c.1961T>A).

La mutation ¢.1215+1G>A a été prédite comme responsable d’un saut de 1’exon 12
qui se traduit par une protéine non fonctionnelle. D’autre part, la mutation ¢.1903G>C est
considérée comme un polymorphisme sans aucun impact sur la fonction protéique. Tandis
que la mutation ¢.1961T>A siege au niveau du domaine B qui est nécessaire a la protéine
pRB pour inhiber le facteur de transcription E2F. Ces mutations peuvent entrainer un
changement de conformation de la protéine pRb qui aura un impact sur sa fonction. Une étude

fonctionnelle de la protéine reste nécessaire afin de déterminer I’impact de ces mutations.

Cette étude a permis de démontrer I’efficacit¢ de I’'utilisation associée de plusieurs
outils prédictifs afin d’évaluer les effets délétéres des nouvelles mutations. Ce protocole
pourra étre utilisé pour la prédiction des effets delétéres des mutations responsables de

plusieurs maladies génétiques.

Dans le rétinoblastome comme dans la plupart des cancers, la compréhension des
mécanismes moléculaires associés aux différents dysfonctionnements de la protéine pRb est
essentielle pour le diagnostic, le pronostic et au développement de nouvelles stratégies
thérapeutiques. Les études in silico permettent d’évaluer les effets des mutations sur la
structure et la fonction de la protéine. Il est toutefois intéressant de réaliser des études

fonctionnelles afin de confirmer ces résultats.
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