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Résumé

Résumé

Dans cette étude, nous avons réalise des analyses in silico des Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) ayant des conséquences fonctionnelles sur les protéines TGFBR2 et
SMAD?7 dans le contexte du cancer colorectal. Nous avons réalisé des prédictions des
modifications post-traductionnelles associées aux SNPs identifiés comme potentiellement
déléteres, ainsi que la modélisation moléculaire des structures tridimensionnelles des

protéines pour une visualisation plus précise des altérations.

Nous avons exploité plusieurs outils bioinformatiques tels que GPS6.0, MusiteDeep, NetPhos
3-1, GPS-MSP, GPS-UBER, PRmePRed, GPS.PBS, CarSite-11, GPS-YNO2 et GPS-SNO 1.0
pour prédire les modifications post-traductionnelles. Ensuite, nous avons utilisé les logiciels
Phyre2 et SWISS-MODEL pour réaliser la modélisation moléculaire de ces protéines mutées
et ERRAT/PROCHECK pour évaluer la qualité de nos résultats.

Nos résultats indiquent que certaines variations dans la protéine TGFBR2 (R448G, R520L,
R522Q et K277N) peuvent potentiellement induire diverses modifications post-

traductionnelles telles que la méthylation et I’ubiquitination.

En conclusion notre étude in silico fournit une base préliminaire intéressante concernant
I'impact possible de certains SNPs sur TGFBR2 dans le contexte du cancer colorectal. Ces
résultats pourront étre utilisés comme base de départ pour des études expérimentales visant a
valider les effets de ces SNPs sur les protéines et leur réle dans le développement de cette

maladie.

Mots clés : cancer colorectal, modélisation des protéines, modifications post
traductionnelles, nsSNP, SMAD7, TGFBR2.



Abstract

Abstract

In this study, we performed in silico analyses of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPSs)
with functional consequences on TGFBR2 and SMAD?7 proteins in the context of colorectal
cancer. We predicted post-translational modifications associated with SNPs identified as
potentially deleterious, as well as performing molecular modeling of the three-dimensional

structures of proteins for more precise visualization of alterations.

We used several bioinformatics tools such as GPS6.0, MusiteDeep, NetPhos 3-1, GPS-MSP,
GPS-UBER, PRmePRed, GPS.PBS, CarSite-1l, GPS-YNO2 and GPS-SNO 1.0 to predict
post-translational modifications. Then we used Phyre2 and SWISS-MODEL software to
perform molecular modeling of these mutated proteins and ERRAT/PROCHECK to evaluate
the quality of our results.

Our results indicate that certain variations in TGFBR2 protein (R448G, R520L, R522Q, and
K277N) can potentially induce various post-translational modifications such as methylation

and ubiquitination.

In conclusion our in silico study provides an interesting preliminary basis regarding the
possible impact of some SNPs on TGFBR2 within the context of colorectal cancer. These
results could be used as a starting point for experimental studies aiming to validate the effects

of these SNPs on proteins and their role in disease development.

Keywords: colorectal cancer, protein modeling, post-translational modifications, nsSNP,
SMAD7, TGFBR2.
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Introduction

Introduction :

Le cancer colorectal (CCR) est un probléeme de santé publique majeur dans le monde
entier. 1l représente la troisieme forme de cancer la plus fréquente, aprés celui du poumon et
du sein. En termes de mortalité, il se classe deuxiéme aprés les cancers pulmonaires
(Lotfollahzadeh et al., 2023). Selon les estimations récentes, pres de 1,9 million de nouveaux
cas ont été diagnostiques en 2020 avec environ 930 000 déces dans le monde (Morgan et al.,
2023).

Les symptdmes de cette maladie sont peu fréquents, voire inexistants. Méme lorsqu'ils
se manifestent, ils sont souvent non spécifiques et peuvent étre associés a d'autres pathologies.
Cette situation complique considérablement la détection de la tumeur et retarde le diagnostic
(Vega et al., 2015), ce qui réduit les chances de traitement efficace pour les patients atteints.

Le traitement conventionnel standard du CCR comprend généralement la chirurgie, la
chimiothérapie et la radiothérapie (Johdi and Sukor, 2020). Cependant, il existe egalement
des traitements plus récents tels que I'immunothérapie anticancéreuse qui renforce le systeme
immunitaire en restaurant les capacités des lymphocytes a éliminer les cellules cancéreuses.
Ces thérapies utilisent des inhibiteurs de points de contréle immunitaires tels que les Anti-
CTLA4, les Anti PD-L1 et les Anti PD-1, ainsi que des anticorps monoclonaux et des
cytokines. La combinaison de ces approches avec les traitements conventionnels existants, le
pronostic des patients atteints de CCR peut étre ameliore (Mukherji et al., 2022).

Le systeme immunitaire joue un double réle dans le cancer : il peut non seulement
supprimer la croissance tumorale en détruisant les cellules cancéreuses, mais aussi
promouvoir la progression de la tumeur en sélectionnant les cellules tumorales ou en créant
un microenvironnement tumoral immunosuppresseur (Markman and Shiao, 2015).

Le facteur de croissance transformant béta (TGF-) est une cytokine pléiotropique qui
exerce des effets biologiques complexes et cruciaux sur plusieurs processus physiologiques
des cellules, tels que la prolifération, I'apoptose, la différenciation, la survie et la migration
cellulaire (Syed, 2016). Cependant, dans certaines conditions pathologiques telles que les
cancers, le TGF-p peut également contribuer au développement de ces maladies en favorisant
I'invasion et la migration des cellules cancéreuses. Ces propriétés oncogéniques sont souvent
associées a une régulation altérée du signal transducteur SMAD?7 qui perturbe les voies de
signalisation en aval impliquées dans le contrble de la croissance tumorale (Stolfi et al.,
2013).De plus, il a été demontré que le TGF-B pouvait altérer les réponses cellulaires aux

traitements anticancéreux classiques tels que la chimiothérapie en induisant une résistance
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accrue aux médicaments utilisés pour traiter les tumeurs (Gu and Feng, 2018).

Les polymorphismes mononucléotidiques non synonymes (nsSNP) sont des mutations
génétiques d'une seule base qui entrainent une modification de la séquence d'acides aminés de
la protéine codée(Yates and Sternberg, 2013). Ces variations peuvent avoir un impact sur la
structure et la fonction des protéines, ce qui peut conduire a l'apparition de maladies
complexes et fréquentes telles que le cancer colorectal (CCR) (Butler, 2012). Les nsSNPs ont
donc émergée comme des biomarqueurs diagnostiques et thérapeutiques potentiels dans le
CCR(Deng et al., 2017).

L'identification précise des nsSNPs impliqués la maladie est un défi majeur en raison
du grand nombre possible de variantes génétiques différentes. Pour y remédier, les
scientifiques ont désormais recours au analyses in silico en utilisant différentes techniques
computationnelles et différents logiciels pour prédire les effets fonctionnels des mutations sur
les protéines codées par les genes porteurs de ces mutations. Cette approche permet aux
chercheurs d'évaluer rapidement les conséquences potentielles des variantes génétiques
identifiés sans avoir besoin de réaliser des expériences colteuses au laboratoire (Lim et al.,
2021).

En 2022, Zouaimia Nahla et Senouci Meriem Radia ont réalise une analyse in silico du
polymorphisme nucléotidique ayant des conséquences fonctionnelles sur TGFBRII et
SMAD?7 afin d’identifier les variations déléteéres a risque €levé qui peuvent étre impliquée
dans le cancer colorectal ou d’autres pathologies et explorer des nouvelles perspectives dans
le diagnostic et la prévention de la maladie. Dans ce travail, nous allons étudier in silico
I’effet de ces variations sur la structure tridimensionnelle de TGFBR2 et SMAD7 et leurs

modifications post traductionnelles.
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Chapitre | : Revue de littérature

1. Cancer colorectal
1.1.Généralités

Le CCR est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire maligne qui se développe
aux dépens des constituants histologiques du colon et du rectum (Kuipers et al., 2015).

En raison de sa fréquence élevée et de sa gravité, le CCR représente un probléme majeur de
santé publique dans le monde entier. Selon les données de GLOBOCAN, plus de 1,9 million
nouveaux cas ont été diagnostiqués en 2020, faisant ainsi du CCR le troisieme cancer le plus
courant et la deuxieme cause de déces par cancer avec prés de 935000 déces estimés (Hossain
et al., 2022).L'incidence et la mortalité liées au CCR varient considérablement entre les
différents pays a travers le monde. Les pays développés tels que I'Australie, I'Amérique du
Nord et I'Europe sont les plus exposés au risque tandis que l'incidence tend a étre basse en
Asie, en Amérique latine et en Afrique. Ces variations peuvent étre associees a des niveaux
socio-économiques différents dans chaque pays (GLOBOCAN 2020).

En Algérie également, Le CCR a connu une augmentation alarmante ces derniéres années.
Selon les statistiques fournies par I’Institut National de Santé Publique pour 1’année 2021
prés de 6 500 nouveaux cas ont été recensés dont environ 3.500 cas chez les hommes et 3.000
cas chez les femmes.

Estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, Colorectum, both sexes, all ages
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Figure 1: Carte montrant la distribution mondiale des taux d'incidence estimeés, normalisés
selon I'age, du CCR en 2020 pour les deux sexes et tous les ages (GLOBOCAN).
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Figure 2: Carte montrant la distribution mondiale des taux de mortalité estimés, normalisés
selon I'age, du CCR en 2020 pour les deux sexes et tous les 4ges (GLOBOCAN).

1.2.Facteurs de risque

Le CCR est une maladie multifactorielle (Duan et al., 2022) , et associée a des facteurs de
risque modifiables qu’ils sont liés aux habitudes ou aux modes de vie individuels (I’obésite,
tabagisme, consommation d’alcool, Le régime pauvre en fibres végétales ...) , et des facteurs
non modifiables qui ne peuvent pas étre contrélés par les individus, notamment les
Antécédents médicaux familiaux et personnels, I’age , sexe, race....(Marmol et al., 2017).

L’age est considéré comme I'un des facteurs les plus importants influencant le risque de
développer un CCR. Avant 40 ans, les cancers colorectaux sont rares. Le risque augmente a
partir de 50 ans et s’accroit jusqu’a 80 ans (Rawla et al., 2019).

Dans une étude comparative, les hommes ont un risque environ 30 % plus élevé de
développer un CCR que les femmes. Cet disparité peut étre di a une différence d'exposition
aux facteurs de risque, aux habitudes alimentaires et aux hormones sexuelles (Keum and
Giovannucci, 2019).

L'incidence du cancer colorectal varie considérablement en fonction de la race. Les
Noirs non hispaniques ont I'un des taux les plus élevés de tous les groupes raciaux, ce qui
constitue un facteur important dans la prévalence globale de cette maladie(Sharma et al.,
2020).

Le risque est également augmenté chez les personnes souffrant de maladies
inflammatoires de I’intestin (MII) comme la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse
(Shah and Itzkowitz, 2022). Et aussi chez les personnes atteintes de diabete de type 2 en raison
de divers mécanismes physiopathologiques potentiels comprennent I'nyperinsulinémie, I'axe du

facteur de croissance analogue a l'insuline (IGF), I'hyperglycémie, I'inflammation induite par un
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dysfonctionnement du tissu adipeux, un trouble de la motilité gastro-intestinale et une
surveillance immunologique altérée (Yu et al., 2022).

D’autres résultats d’études épidémiologiques suggérent des risques accrus modestes et
faibles de CCR dU a I'obésité, la viande rouge / transformée, le tabac, I'alcool, la thérapie de
privation d'androgeénes et la cholécystectomie....(Lotfollahzadeh et al., 2023).

Le CCR peut avoir des causes génétiques dans environ 2 a 8 % des cas. Les
syndromes heréditaires représentent donc une proportion significative de ces cancers. Parmi
les différents types de syndromes, le syndrome HNPCC (cancer colorectal heréditaire sans
polypose) et le syndrome PAF (polypose adénomateuse colique familiale) sont les plus
courants (Valle et al., 2019).

Facteurs de risque

" Antécédents médicaux :
familiaux et personnels Mode de vie Autres
Antécédents Surpoids et
familiaux et | l'obésité B Age
génétique
Maladie | L'inactivité | Microbiote
i . hysique intestinal
inflammatoire de Phys\9
I'intestin
— Tabagisme — Sexe etrace
Polypes du
cblon
|| Consommation | Statut socio-
d'alcool économique
Diabéte
| Régimes
alimentaires

— Cholécystectomie

Figure 3: Les principaux facteurs de risque associés au cancer colorectal (Sawicki et al,
2021).

1.3. Développement du cancer colorectal

Dans la grande majorité des cas (96 %), le cancer colorectal se développe dans les

muqueuses de I'intestin sous forme d'adénocarcinomes (Hossain et al., 2022).

Au niveau moléculaire, le développement du cancer colorectal implique une

accumulation progressive de mutations génétiques au sein des cellules épithéliales coliques
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ainsi que l'activation d'oncogénes et I'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs. Plusieurs
voies distinctes ont été identifiées, notamment l'instabilité microsatellitaire (MSI), I'instabilité
chromosomique (CIN) et la voie dentelée associée a un phénotype méthylateur CpG (CIMP).
L'instabilité microsatellitaire est souvent observée chez les patients atteints du syndrome
HNPCC tandis que l'instabilit¢ chromosomique est plus courante chez ceux atteints du
syndrome de PAF. La voie dentelée CIMP peut étre causée par des facteurs

environnementaux ou génétiques spécifiques (Malki et al., 2020).

Le CCR se développe lorsque les cellules épithéliales acquierent une série de
modifications génétiques ou épigénétiques qui leur permettent de proliférer de maniere
excessive. Cette prolifération incontrdlée peut donner naissance a un polype bénin ou
adénome (stade 0) qui peut évoluer en cancer invasif. Environ 10 % des polypes adénomateux
peuvent ainsi progresser vers un stade malin, formant un adénocarcinome qui envahit la
musculeuse propria (stade I). Au fur et a mesure que la tumeur grossit, elle envahit davantage
les tissus environnants jusqu'a atteindre la séreuse (stade Il) puis le péritoine visceral (stade
111). A ce stade, il est également possible que des métastases lymphatiques ou vasculaires

apparaissent dans d'autres parties du corps (stade 1V) (Pernot et al., 2014).

Le stade détermine la gravité de la maladie et influence les options thérapeutiques disponibles
pour chaque patient. Bien que la chirurgie soit généralement le traitement standard pour les
stades 0 a Il du cancer colorectal, le stade 11l nécessite souvent une intervention chirurgicale
suivie d'une chimiothérapie adjuvante tandis que le traitement combiné comprenant
I'intervention chirurgicale, une chimiothérapie et une thérapie ciblée est recommandé pour les

patients atteints d'un cancer colorectal récurrent ou au stade 1V (Slattery et al., 1998).

1.4. Symptdmes et diagnostic

Le cancer colorectal reste longtemps asymptomatique. Ainsi, lorsque les symptomes
apparaissent, ils sont souvent le signe d’une maladie déja évoluée. Plus le diagnostic tarde a
étre posé et plus ces symptdmes sont nombreux et fréquents (Balchen and Simon, 2016).
Plusieurs symptdmes courants associés au cancer colorectal ont été identifiés (Holtedahl et
al., 2021) :

e Saignement de rectum.
e Présence de sang dans les selles (il peut étre rouge claire ou trés foncé).

e Masse dans I’abdomen ou le rectum.
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e Douleur ou malaise au niveau de I’abdomen ou du rectum.
e Diarrhées ou constipations.

e Perte d'appétit inexpliquée.

e Faiblesse.

e Anémie ferriprive.

e Troubles respiratoires.

Le cancer colorectal est souvent difficile a détecter car il n'a pas de signes spécifiques. Ces
symptdmes sont généralement associés a d'autres affections médicales, ce qui peut retarder le
diagnostic jusqu'a un stade avancé de la maladie (Vega et al., 2015)..

Plusieurs techniques peuvent étre utilisées pour détecter le cancer colorectal. L'une des plus
importantes est la coloscopie, qui permet au médecin d'examiner visuellement la muqueuse
intestinale et de détecter les polypes précancéreux afin de faciliter leur suppression si
nécessaire (Kaminski et al., 2010).

Une biopsie est souvent requise pour confirmer avec certitude un diagnostic de cancer
colorectal. Cette intervention consiste a prélever des cellules ou une petite quantité de tissu du
colon ou du rectum afin qu'ils soient examinés au microscope pour identifier toute présence
cancéreuse dans les échantillons préleveés. La biopsie peut étre réalisée lors d'une coloscopie
ou d'une sigmoidoscopie lorsque des polypes ont été identifiés (Mahmoud, 2022).

D'autres examens complémentaires sont également utilisés pour évaluer I'étendue du cancer
colorectal. La radiographie, I'échographie, la tomodensitométrie (TDM) ou encore I'imagerie
par résonance magnétique (IRM) permettent d'obtenir des images détaillées des tissus, des
organes et des os afin de détecter toute anomalie éventuelle. Ces techniques permettent
également de mesurer la taille de la tumeur et son extension aux autres parties du corps si

nécessaire pour une prise en charge plus adaptée a chaque cas individuel (Duan et al., 2022).

1.5. Traitement

Le traitement du cancer colorectal dépend de plusieurs facteurs, tels que le stade et la
localisation de la maladie, ainsi que I'état général du patient. Les options thérapeutiques
incluent la chirurgie, la chimiothérapie, la radiothérapie, les thérapies ciblées et
I'immunothérapie (LAOUAR and DAOUDI, 2016).

La chirurgie est considérée comme le pilier du traitement curatif pour le cancer colorectal
(Rohrl et al. 2019), Elle a connu des améliorations majeures grace a l'utilisation d'instruments

plus sophistiqués et a une évaluation préopératoire plus minutieuse. La laparoscopie est une

9



Chapitre I : Revue de littérature

technique mini-invasive couramment utilisée qui offre plusieurs avantages par rapport a la

chirurgie ouverte traditionnelle (Lee et al. 2017).

La chimiothérapie est un traitement qui consiste a administrer des médicaments
cytotoxiques pour détruire les cellules cancéreuses que les examens ne peuvent pas détecter.
Elle peut étre utilisée en complément d'une intervention chirurgicale pour éliminer les cellules
cancéreuses résiduelles et éviter une récidive ou la formation de métastases (chimiothérapie
adjuvante), pour réduire la taille du cancer colorectal avant une intervention chirurgicale
(chimiothérapie néo-adjuvante) ou encore pour améliorer la survie et le confort du patient
atteint d'un cancer avancé (chimiothérapie palliative) (Bretin, 2019) (Correard et Estéve,
2020).

La radiothérapie utilise des rayons X ou des particules de haute énergie pour détruire les
cellules cancéreuses dans le rectum ou dans tout autre endroit concerné par ce type de cancer.
Cette methode permet notamment de réduire le risque qu'un nouveau foyer cancéreux
apparaisse apres un premier traitement (Bastien ,2009).

Les thérapies ciblées ont été une avancée importante dans le traitement des patients
atteints de cancer colorectal métastatique, avec en particulier le ciblage de la voie du récepteur
de I’EGF (Epidermal Growth Factor) par des anticorps monoclonaux anti-récepteurs de I’EGF
(EGFr). La liaison de I’EGF a son récepteur active des voies de signalisation intracellulaires
conduisant a la prolifération des cellules tumorales. Le blocage de la voie de signalisation du
récepteur de I’EGF est ciblé par le cétuximab (Erbitux®), panitumumab (Vectibix®) et le
bévacizumab (Avastin®) (Di Fiore, 2009).

L'immunothérapie est de plus en plus reconnue comme une modalité thérapeutique clé pour
traiter le cancer (Das et al. 2017), elle s'est rapidement imposée comme une modalité de
traitement majeure pour plusieurs types de cancers solides, y compris un sous-ensemble de
cancers colorectaux (Ganesh et al. 2019). L'objectif principal moderne est d'une part la
stimulation de la réponse immunitaire anti tumorale et d'autre part, la désactivation des
mécanismes suppresseurs qui soutiennent la croissance des tumeurs (Abakushina et al.
2019).

1.6. Immuno-édition

L’Immunoéditing est un processus qui permet a I’organisme de reconnaitre et d’éliminer
les cellules tumorales. Dans le cancer colorectal, ce processus peut étre altéré, ce qui entraine

une progression de la maladie (Lasek, 2022).
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Elle est connue sous le nom de théorie des 3E, car elle se déroule en trois phases :
I’¢élimination, 1’équilibre et I’échappement.

La phase d'élimination est caractérisée par une réponse immunitaire forte et efficace
contre les cellules tumorales. Les cellules tumorales sont éliminées par les cellules
immunitaires telles que les cellules NK (Natural Killer) et les cellules T cytotoxiques. Cette
phase est cruciale pour la prévention de la formation de tumeurs malignes (Markman and
Shiao, 2015).

La phase d'équilibre est caractérisée par une lutte constante entre les cellules tumorales et
le systéeme immunitaire. Les cellules tumorales sont maintenues en échec par le systeme
immunitaire, mais elles ne sont pas éliminées. Cette phase peut durer plusieurs années. Si les
cellules tumorales ne sont pas éliminées, elles peuvent évoluer en tumeurs malignes
(Markman and Shiao, 2015).

La phase d'échappement est caractérisée par I'échec du systeme immunitaire a contréler la
croissance des cellules tumorales. Les cellules tumorales échappent a la surveillance
immunitaire en développant des mécanismes qui inhibent la réponse immunitaire. Ces
mécanismes peuvent inclure I'expression de molécules qui inhibent I'activation des cellules
immunitaires ou la production de cytokines qui suppriment la réponse immunitaire. Cette
phase est associée a la progression de la maladie et a la formation de CCR (Markman and
Shiao, 2015).

Cellules tumorales :
* Diminution de I'expression du CMH |

* Diminution de I'expression de I'antigéne
* Production de molécules
immunosuppressives

* Aésistance & l'opoptose

Cedlule fumoralke

Recrutement de cellules
immunosuppressives

Ex: Treg, MDSC LT CD8+ -

* Diminution des fonctions
* Diminution de la prolifération

Cellules dendritigues (DC) : LT CD4+
* Diminution des fonctions (perte = Diminution des LT CD4 TH1
des molécules de co-stimulation) = Augmentation des LT CD4

= Diminution de la prolifératior

Figure 4: Mécanismes d’échappement a la réponse immunitaire (Lescaille et al, 2014).
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Les mécanismes d’échappement a la réponse immunitaire sont multiples. Ils sont soit
directement liés a la cellule tumorale, soit liés @ une modulation de la réponse immunitaire par
la tumeur (Zhang et al., 2020).

Parmi ces mécanismes on trouve :
v' La perte d'expression du CMH de classe |
v’ La dérégulation de la présentation antigénique
v L’augmentation de l'expression de molécules immuno-inhibitrices
v" Les cellules tumorales colorectales sécretent des facteurs immunosuppresseurs tels que
le TGF-B et favorisent le recrutement de Tregs et MDSCs
v Les cellules tumorales ont la capacité de déréguler les signaux de mort cellulaire et

d’échapper a la lyse.

2. TGFBR2
2.1.Généralités

Le TGF-B est considéré comme un acteur clé dans les processus physiologiques essentiels.
Cependant, il est également impliqué dans certaines pathologies humaines telles que le cancer
colorectal, ou son réle peut varier en fonction du stade de développement de la tumeur. La
réponse cellulaire au TGF-B est initiée par sa fixation sur les récepteurs TGF-p R2 qui

activent ensuite les facteurs de transcription SMAD (Jung et al., 2017).

Le TGFBR2 joue un réle important dans le systéme immunitaire et est également impliqué
dans la progression du cancer. La liaison entre le TGF-p et le TGFBR2 permet la formation
d'un complexe hétéromérique qui conduit a la phosphorylation de TGFBRI. La
phosphorylation de TGF B R1 est une étape clé pour activer les cascades de signalisation
cellulaires qui régulent divers processus biologiques tels que la prolifération cellulaire,
I'apoptose ou encore I'inflammation. Cependant, des altérations génétiques ou épigénétiques
peuvent conduire a une dysrégulation de ces voies de signalisation et favoriser ainsi le

développement tumoral (Meulmeester and ten Dijke, 2011).

2.2.Structure

Le TGF B R2 posséde une structure rigide appelée nceud de cystéine, qui explique la
résistance du TGF B a la chaleur, aux agents dénaturants et au pH externe. La quatriéme
cystéine contribue a la liaison intermoléculaire entre deux peptides pour former un dimere
(Javelaud and Mauviel, 2004).
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Figure 5: la structure du TGF 3 R2 (Javelaud and Mauviel, 2004)

Le récepteur TGF-BR2 est composé d'un domaine extracellulaire riche en cystéine et d'un
domaine kinase intracellulaire. Il possede une activité kinase particuliére qui permet
I'activation et la phosphorylation du domaine GS (glycine/serine) du récepteur de type 1. La
formation du complexe entre le récepteur de type 1 et le récepteur TGF- R2 est essentielle
pour engendrer une réponse au TGF- (Serra, 2002)..

TGFB
el 8 4P cp
:‘ = 4 _- CP = Cytoplasm
1- ] CM =Cell membrane
e s \ ED = Ectodomain
— [ GS=Glycine/Serine rich domain
== @.o KD=Kinase Domain

P =Phosphorylation

TGFBR2 TGF? TMD=Trans-membrane domain

Activation/repression of TGFB target genes

Figure 6: le récepteur du facteur de croissance transformant R2 (TGF-BR2) (Serra, 2002).

2.3.Fonctions

2.3.1. Régulation du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est inhibé par le TGF-B au niveau de la phase G1 et la phase S. Son
mécanisme d'action implique notamment l'inhibition du facteur de transcription c-MYC
(hélice-boucle-hélice) ainsi que la phosphorylation de la protéine du rétinoblastome (pRb),
qui joue un réle important dans la régulation des cellules a travers la phase G1. Le récepteur
TGF-B R2 active le domaine kinase intracellulaire du récepteur TGF-B R1. Cette activation
conduit ensuite a une cascade complexe d'événements moléculaires qui aboutissent finalement

a l'inhibition de I'activité cycline-dépendante kinases (cDKSs) dans les cellules (Serra, 2002).
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2.3.2. Suppression de tumeur

Le TGF-B est un facteur de croissance inhibiteur des cellules épithéliales. Son mécanisme
d'action complexe implique notamment la régulation de I'expression des génes impliqués dans
la prolifération et la différenciation cellulaires. Cependant, bien que le TGF-B puisse avoir un
effet suppressif sur la progression tumorale in vivo en réduisant la prolifération et en induisant
I'apoptose des cellules cancéreuses, il peut également favoriser I'apparition de tumeurs plus
tardives en stimulant I'invasion et la métastase. En effet, les altérations moléculaires associées
aux stades avancés du cancer peuvent perturber les voies de signalisation du TGF-B
normalement inhibitrices, conduisant ainsi a une réponse pro-tumorale plutdt qu'a une réponse
anti-tumorale. D’autre part, le récepteur TGF-p R2 joue un réle crucial dans cette voie et ses
altérations génétiques ou épigénétiques peuvent affecter significativement l'efficacité du
signal transmis par le TGF-p (Serra, 2002).

2.4. TGF BR2 et cancer colorectal

Le TGF-BR2 joue un rdle important dans l'activation de I'immunité antitumorale et la
suppression des tumeurs. Les patients atteints de cancer colorectal (CCR) avec une
perturbation du TGF-BR2 présentent généralement un taux plus élevé de métastases par
rapport aux autres types de CCR. D’autre part, l'absence d'expression du facteur de
transcription SMAD, qui joue un rdle important dans cette voie de signalisation TGF-p, peut

entrainer une évolution défavorable aprés une chirurgie curative (Jung et al., 2017).

3. SMAD 7
3.1.Généralité

Le géne SMAD?7 code pour une protéine humaine appartenant a la famille des protéines
SMAD. La fonction principale de SMAD 7 est d'inhiber et de réguler négativement la voie de
signalisation TGF-B afin de préserver les effets anti-inflammatoires associés a cette voie
(Nassiri et al., 2013).

Les études ont montré que la suppression du gene SMAD?7 était présente dans environ 43%
des échantillons biopsiques provenant de patients atteints de CCR, ce qui suggére que ce
marqueur pourrait étre un indicateur pronostique négatif chez ces patients (Troncone and
Monteleone, 2019).
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3.2.Structure

Le SMAD 7 posseédent deux domaine , le premiers c’est MHI1 qui représente un domaine
amino-terminal a une structure en épingle a cheveux g engager dans les liaisons spécifiques
,de plus le deuxiéeme domaine MH2 est un carboxy-terminaux conservé leur liaisons assurer
par les régions divergentes , il contient des constituants structurels important pour
transmettre le signal , donc la boucle L3 est un capital des interactions spécifiques .

Les domaines MH1 et MH2 interférent avec plusieurs collaborateurs de liaison qui permet la
modification des propriétés de signalisation des SMADs. ces indications fourni une base
structurelle pour la création du complexe SMAD quelque soit homo ou hétérotrimérique (Li et
al., 2017).

Figure 7: la structure 3D de SMAD 7 (Li et al., 2017, p. 7).

Exonl Exon2 Exon3 Exond

52407 senomi IR} —

Human SMAD?7 protein MH1 [l MH?2

Figure 8: les domaines MH1 et MH2 de SMAD 7 (Gomes et al, 2021).

3.3.La relation entre SMAD 7 et TGF P dans le cancer colorectal

Le SMAD 7 joue un rdle clé dans la signalisation de TGF- dont le cadre de la régulation des
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processus biologiques. 1’inhibiteur SMAD 7 actionner comme des antagonistes des TGF g qui
résoudre positivement dans le cancer colorectal .en plus le SMAD 7 inhibe les réponses
transcriptionnelles provoquer par le TGF- qui blogue la formations des complexes entre les
SMAD résulte I’inhibition de la régulation négative médiée par le TGF-B du phosphorylation
de Rb donc le SMAD 7 augmente la tumorigénicité des cellules et bloque la croissance par le
TGF-B donc cela entrainer une tumorigénicité accrue (Li et al. 2017).

3.4.Voies de signalisation

Le ligand TGF-B se lie spécifiquement au récepteur TGF-BR2, qui contient des domaines
de sérine et de thréonine kinase. Ce récepteur forme ensuite un complexe hétéromérique avec
le récepteur TGF-BR1. La phosphorylation du domaine GS (glucine-sérine) du récepteur
TGF-BR1 par le récepteur TGF-BR2 conduit a I'activation de l'activité kinase sérine/thréonine,
ce qui entraine la phosphorylation des molécules de signalisation impliquées dans la voie de
signalisation TGF B (Javelaud and Mauviel, 2004).

Les SMADs sont phosphoryles par le récepteur TGF-pR1, en particulier SMAD2 et
SMAD3. Ces derniers forment ensuite un complexe hétéromeérique avec SMAD4, qui est
transloqué vers le noyau de la cellule. Une fois dans le noyau, les SMADs agissent comme
des facteurs de transcription capables de se lier directement a I'ADN ou en collaboration avec
d'autres facteurs tels que FAST-1, AP-1, SP-1 ou CBP/P300. La régulation génique induite
par TGF-B implique plusieurs génes clés tels que I'inhibiteur de I'activateur plasminogéne 1P
(Al -1), les inhibiteurs de kinase cycline dépendante P15 et P21 ainsi que les facteurs de
transcription homéotiques mix2. Les différents types de SMADs peuvent rivaliser pour la
liaison au récepteur TGF-BR1 afin d'éviter une surexpression inappropriée des génes cibles.
Cette compétition permet donc une régulation fine du signal gréace a la prévention simultanée

d'une activation excessive ou insuffisante (Javelaud et Mauviel 2004).
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Figure 9: La voie de signalisation TGF B (Javelaud et Mauviel 2004)

4. Polymorphisme nucléotidique simple

4.1.Généralité

Les SNP, ou polymorphismes nucléotidiques simples, sont des variations génétiques
courantes qui consistent en un changement d’une seule base dans une séquence d'ADN. Ces
variations peuvent se produire dans des régions codantes, non-codantes ou intergénomiques.
Ces SNP fonctionnels ont un impact sur la diversité¢ génétique. Lorsqu’ils se produisent dans
des régions codantes, ils peuvent entrainer des modifications biologiques au niveau de la
protéine codée. En revanche, lorsque les SNP se produisent dans des régions non-codantes, ils
peuvent affecter la régulation spécifique de I'expression génique selon l'allele porté par
I'individu (Nassiri et al. 2013).

4.2. Types de polymorphisme nucléotidique

Les SNPs peuvent étre classés en deux types différents: les SNPs synonymes et les SNPs non

synonymes.
4.2.1. Les SNPs synonymes

les polymorphisme nucléotidique synonymes c’est le résultat d’une mutation par la
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substitution d’un codon par un autre qui peut donnée le méme acide aminés , des études
montre que le polymorphisme synonymes capable de changer 1’épissage d’ARNm ainsi que
sa stabilité et sa structure de plus que ce polymorphisme collaboré a I’émersion des
pathologies restent encore inconnus (Korzeniewski et al., 2013).

4.2.2. Les SNPs non synonymes

Les SNP non-synonymes sont des mutations qui résultent d'une substitution entrainant
I'ajout d'un acide aminé différent ou un arrét prématuré de la traduction, ce qui induit une
modification dans la structure du polypeptide. Ces SNPs peuvent ainsi générer des
perturbations moléculaires, cellulaires et physiologiques significatives (Korzeniewski,
Hofman, et Brest 2013).

4.3. Avantage des polymorphismes nucléotidiques

Les SNPs sont la forme la plus fréquente de variation génétique. il existe plus de 13000
SNPs associé a des pathologies déferentes , cette variation doit étre située a un endroit
spécifique du génome et se manifeste sur une proportion supérieure a 1 “.de la populations
pour étre caractériser comme un SNP , donc en concluons que la position des SNP ¢’est 1’'un
des avantages tres utile les variabilités des SNPs sont découvrir sur le génome qui donne une

grande importance pour la découverte de gene dans une pathologie (Kamiza et al., 2018).

4.4. e polymorphisme nucléotidique dans le cancer colorectal

Le polymorphisme nucléotidique peut étre associé a une augmentation du risque de cancer
colorectal (CCR). L'identification des SNP présente donc une importance majeure, car les
variations génetiques associées aux SNPs peuvent étre utilisées comme marqueurs pour le

dépistage et la planification du traitement du CCR (Nassiri et al. 2013).

une nouvel étude a montré que les SNPs liée a une prédisposition au cancer colorectal , plus
récemment une méta analyse de 15 étude publiée du total 4475 cas et 6373 témoins a exciter
une participation révélateur entre les polymorphismes est le risque devenu du CCR(Wang et
al., 2020).

4.5. Analyse in silico des polymorphismes nucléotidiques

L'analyse in silico des polymorphismes nucléotidiques est une méthode de recherche qui

permet d'étudier I'impact potentiel des variations génétiques a un niveau moléculaire et
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cellulaire. Cette approche utilise des techniques informatiques pour examiner les données
génomiques et identifier les SNP ou autres mutations associées a certaines maladies. Les
analyses in silico offrent plusieurs avantages par rapport aux méthodes traditionnelles telles
que les tests in vivo ou in vitro. Elles sont plus rapides, moins colteuses et peuvent étre
utilisées pour prédire avec précision I'effet potentiel d'un SNP sur une protéine donnée, ce qui
peut aider a mieux comprendre les liens entre variations genétiques et maladies humaines
(Pogodina 1975).

5. Modifications post traductionnelles

5.1.Généralités

Une modification post traductionnelle (PTM) est une modification de nature chimique
covalente d’une protéine affectent la structure des acides aminés qui composent les protéines
et régulent leur fonction. les PTM modifient tous les parametres qui nécessaire a la fonction
d’une protéine, son activité, sa localisation, sa stabilité. une modification post traductionnelle

c'est-a-dire une protéines apres le libération par les ribosomes (Poulard et al., 2010).

5.1.1. La méthylation

la méthylation c’est une modification poste traductionnelle biochimique qui permet ’ajout
d’un groupement méthyles sur un azote du I’arginine ou la lysine. la lysine peut méthylée une
fois, deux fois, jusqu’a trois fois et ’arginine peut étre méthylée au max deux fois. la
méthylation des protéines joue un divers réle dans la régulations des fonctions cellulaire en

conséquent une dérégulations qui est impliqué dans divers pathologies (Righini et al., 2008).

5.1.2. La phosphorylation

La phosphorylation est un processus biologique assuré par des enzymes de type Kinases qui
ajoutent un groupement phosphate sur une molécule, en utilisant I'énergie fournie par
I'nydrolyse d'une molécule d'ATP pour libérer une molécule d’ADP. Ce mécanisme permet de
réguler 1'action biologique des protéines cibles. C’est une modification post-traductionnelle
commune effectuée sur les protéines, et elle implique la fixation d'un groupement phosphate
sur certains acides aminés spécifiques. Cette modification peut avoir plusieurs effets
différents sur la structure et/ou la fonctionnalité de la protéine cible. Des études ont montré

que des variations dans les niveaux ou le motif de phosphorylation pouvaient étre associées a
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différentes maladies comme les cancers (Righini et al. 2008).
5.1.3. L’ubiquitination

L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle biochimique qui implique
plusieurs étapes pour permettre la fixation covalente d'une protéine ubiquitine sur une lysine
accepteuse de la protéine substrat. Cette modification peut avoir plusieurs fonctions, dont la
dégradation de la protéine substrat par le protéasome. La voie d'ubiquitination commence par
I'activation d'un conjugué ubiquitine-enzyme E1, qui transfére ensuite l'ubiquitine a un
conjugué enzyme E2 spécifique. Enfin, I'énergie fournie par I'ATP est utilisée pour catalyser
le transfert de l'ubiquitine du conjugué E2 vers le résidu lysine accepteur de la protéine cible.
Cette modification joue un role crucial dans divers processus biologiques tels que les niveaux
de signalisation cellulaire, mais elle est surtout connue pour son implication dans le contréle
qualité des protéines en marquant celles qui sont endommageées ou non fonctionnelles pour
leur destruction via le systéme protéasomal, Les recherches ont montré que des anomalies
dans ce processus pouvaient étre associées a differentes maladies humaines telles que les

cancers et les maladies neurodégénératives(Sun 2003).
5.1.4. La carbonylation

La carbonylation est un processus chimique ou une contre-révolution dans laquelle une
molécule de monoxyde de carbone, capable d’étres seules ou avec d’autres réactifs a pour
insérer une molécule d’un substrat organique. certaines carbonylations présentes un ample

intérét ¢’est I’hydroformylations et la réaction de Reppe (Peng et al., 2019).
5.1.5. tyrosines nitration

la tyrosine est un acide aminé dont I’énantiomére L est I’un des 22 acide aminé qui est sur
les ARNm, cet acide aminé capable d’étres produire une quantité suffisante par 1’organisme
qui nécessitent un rapport alimentaire. la nitratations des tyrosines collabore a la synthese des
catécholamines tels que I’adrénalines, la noradrénaline, la dopamine et la dopa. d’autre part
est un précurseur de la mélanine sous le role d’étre un régulateur physiologique et

amplificateur des processus toxiques qui liés au stress oxydant (Radi, 2013).
5.1.6. S-nitrosylation
La nitrosylation est la liaison covalente de monoxyde d’azotes sur une molécule pour
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former un nitroso. Une classe singuliere de nitrosylation qui joue un réle trés important en
biologie moléculaire qui est engagé dans les groupes thiol-SH pour créer des S —nitrosothiols
—SNO. il -s’accomplit de la S-nitrosylation, cette dernieres est une modification poste
traductionnelle des plusieurs protéines sur un des résidus de cystéine, sont intérét est
impliques dans les processus différentes telles que la signalisation cellulaire (Plenchette et
al., 2016).

5.2.Preédiction in silico des modifications post traductionnelles

Les modifications post-traductionnelle (PTM) des protéines ¢’est I’un des nouvelles étapes de
la biosynthese des protéines qui est référent aux modifications chimiques des protéines.

Les PTM sont des changements aux niveaux de la chaine polypeptidique donc c’est
détérioration vont du clivage enzymatique dans les liaisons peptidiques. D’autre part, ces
modifications chimique de la chaine polypeptidique aprés son anabolisme étre tenue évaser la
gamme des structures et les propriétés des acides amines (Delcourt 2007).

6. Problématique et objectif

6.1. Problématique

En 2022, Zouaimia Nahla et Senouci Meriem Radia ont réalise une analyse in silico du
polymorphisme nucléotidique ayant des conséquences fonctionnelles sur TGFBRII et
SMAD?7 afin d’identifier les variations déléteéres a risque €levé qui peuvent étre impliquée
dans le cancer colorectal ou d’autres pathologies et explorer des nouvelles perspectives dans
le diagnostic et la prévention de la maladie. Dans ce travail, nous allons étudier in silico
I’effet de ces variations sur la structure tridimensionnelle de TGFBR2 et SMAD7 et leurs

modifications post traductionnelles.

6.2. Objectif

L’objectif principal de notre étude c’est de réaliser une prédiction in silico de I’effet des SNPs
probablement déléteres sur les modifications post traductionnelles et la structure
tridimensionnelle de TGF-BR2 et SMAD?7.

6.3.But

Le but de notre étude est d’identifier des SNPs a consequences fonctionnelles sur TGFBR2 et

SMADY et potentiellement impliqués dans le cancer colorectal.
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1. Plan de I’étude

Les travaux de mémoire de fin d'études réalisés en 2022 par Snouci Meriem Radia et
Zouaimia Nahla Ibtissam, sous la direction du Dr. Hadjid] Zeyneb, ont permis
d'identifier 13 TGFBR2
(K277N,R279H,T334M,R338W,R338Q,R338P,R338L,G356S,G356D,G394W,R448G,
R520L,R522Q) ainsi que 12 autres dans SMAD7 (R426W ,N424K, P416L,R409H,
R409L,Y407S, G402V,S336C,R314Q,R200Q,K175T, P166R).

variations potentiellement délétéres dans

Ce travail se poursuit actuellement avec deux axes principaux : la recherche des
modifications post-traductionnelles engendrées ou supprimées par ces variations et la
modélisation tridimensionnelle des variantes protéiques afin d’identifier les différences

structurelles susceptibles d'étre causées par ces variations.

Ces recherches ont été menées au sein du Laboratoire Biologie Moléculaire Appliquée et

Immunologie dirigé par le Professeur ARIBI Mourad.

Analyzse i sifice des SNPs sur TGFBR2 et SMADT

Labase des donnéss UNIPROTERE,
La séquence protéique FASTA (ID P37173. O13103)

!

Modelization moléculaire des
protémes (structure 30

Prediction des sites de modification
post-traductionnelle

Figure 1: study design
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2. Collecte de données et sélection de séquences de protéines

Nous avons utilisé la base de données UniProt (https://www.uniprot.org/) pour récupérer les

séquences primaires des protéines TGFBR2 et Smad7 en forma FASTA (numéro d’accession
: P37173, 015105)

Afin d'obtenir les séquences mutées des protéines étudiées, nous avons tout d'abord obtenu les
séquences primaires a partir de la base de données UniProt (https://www.uniprot.org).

Ensuite, ces séquences ont été modifiées pour inclure les mutations spécifiques que nous
souhaitions étudier. Les acides aminés variant ont ainsi été substitués par leur équivalent muté

dans chaque protéine.

E =

e
4 .
ign ide sear mapping niPro v Advanced ist eart = elp
UanrO.I:..- BLAST Align Peptid ch ID ing SPARQL  UniProtke Advanced | List [T W i
n
[Function M P37173 - TGFR2_HUMAN
Names & Taxonomy Protein® | TGF-beta receptor type-2 Amino acids | 567 (jump to sequence)
Subcellular Location Gene’ | TGFBR2 Protein Evidence at protein level
R R existence®
Disease & Variants Status® | % UniProtKB reviewed (Swiss-Prot)
. Annotation 69
PTM/Processing Organism® | Homo sapiens (Human) SCOre
Expression
Entry Variant viewer Feature viewer Publications External links History
Interaction
Structure BLAST Align %, Download ~ W Add Add apublication Entryfeedback
Family & Domains . Text
Functic
Sequence & Isoforms FASTA (canonical)
Transmembra ng with the TGF-beta type | serine/threonine kinase receptor, TGFBR1, the non-promiscuous
Similar Proteins receptor fort FASTA (canonical & isoform) ;FB2 and TGFB3. Transduces the TGFB1, TGFB2 and TGFB3 signal from the cell surface to the
cytoplasm ant JSOM siological and pathological processes including cell cycle arrest in epithelial and hematopoietic
cells, control ¢ and differentiation, wound healing, extracellular matrix production, immuneosuppression and
carcinogenesi XML iomplex composed of 2 TGFBR1 and 2 TGFBR2 molecules symmetrically bound to the cytokine
dimer results tion of TGFBR1 by the constitutively active TGFBR2. Activated TGFBR1 phosphorylates
SMAD2 whicl RDF/XML id interacts with SMAD4. The SMAD2-SMAD4 complex is subsequently translocated to the

Figure 2: Recherche des séquences sur la base de données UniProt.

3. Prédiction des sites de modification post-traductionnelle

Différents types de modifications post-traductionnelles ont été étudiées, notamment
la phosphorylation  par GPS 6.0  (http://gps.biocuckoo.cn/), NetPhos 3.1
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/) et MusiteDeep

(https://www.musite.net/). La méthylation par GPS-MSP 1.0 (http://msp.biocuckoo.org/) et
PRmePRed (http://bioinfo.icgeb.res.in/PRmePRed). Pour I’ubiquitination par GPS-Uber

(http://gpsuber.biocuckoo.cn/), et également le MusiteDeep. Pour prédire les domaines de

liaison aux phosphoprotéines nous avons utilisé GPS-PBS (http://pbs.biocuckoo.cn/). Les

sites de carbonylation ont été prédits par iCarPS (http://lin-
group.cn/server/iCarPS/webServer.html) et CarSite-11 (http://47.100.136.41:8081/).
Les logiciels  GPS-YNO2 1.0 (http://yno2.biocuckoo.org/) et DeepNitro
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(http://deepnitro.renlab.org/webserver.html?fbclid=IwAR31XaPoaCnCgNy0iaZjEaJ5uEiyeo3
hxzGiGixz5hvEx7P6GwL sxO36Xbc#result) ont été utilise pour la prédiction des sites de
nitration de la tyrosine. Et le GPS-SNO 1.0 (http://sno.biocuckoo.org/) pour les sites de S-

nitrosylation.

3.1.Prédictions des sites de phosphorylation
v GPS6.0

C’est un outil de prédiction des modifications post-traductionnelles (PTM) des protéines, avec
pour objectif principal la découverte de sites de phosphorylation sur les acides aminés tels que
la sérine, la thréonine et la tyrosine. Le fonctionnement de cet outil implique I'utilisation d'une
séquence de protéine au format FASTA. Les éléments de déclaration doivent étre organisés en
fonction du score pour examiner chaque site potentiellement modifié et déterminer sa véracité
(Chen et al., 2023).

Site web: http://gps.biocuckoo.cn/

= Serine/threonine kinase
e BEL Enter sequence(s) in FASTA format
+ CAMK
+ CK1 >sp|P237173-2| TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606
+ CMGC GN=TGFBR2
+ PKL MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHP LRHINND
= RGC MIVTDNNGAVKFPQLCKF CDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENT
: . TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETF FMCSCSSDECNDNITIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIFYCYRVNRQQKLSSTHETGKTRKLMEFSEH
£ TKL CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
+ Atypical VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
+ Other VLTRHVISWEDLRKLGSS LARGIAHLHSDHT PCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
= Tyrosine kinase CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSHALVLL
+ - EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESHMKDNVLRDRGRP EIPSFHLNHQGIQMVCE
TLTECHDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK
Threshold Console
Filtered by Name ) ) . )
CUHigh ® Medium O Low O All ‘ Example ‘ Clear Submit
— 3 — e

Figure 3: Prédictions des sites de phosphorylation par GPS 6.0
v" NetPhos 3.1

C’est un outil de prédiction des sites de phosphorylation pour les protéines. Son algorithme
recherche les sites de phosphorylation des acides aminés tels que la sérine, la thréonine et la
tyrosine.

Pour obtenir une liste des sites de phosphorylations, il suffit tout d'abord d'entrer une

séquence de protéine au format FASTA et d'adapter les éléments de déclaration en
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conséquence (Biswas et al., 2010).

Site web: https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/

Submission Instructions Output format PhosphoBase Downloads
Submission

Sequence submission: paste the sequence(s) and/or upload a local file
Paste a single sequence or several sequences in FASTA format into the field below:

CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW =~
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE -~
TLTECWDHDPEARLTAQCVF\ERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIF‘EDGSLNTTK]

Submit a file in FASTA format directly from your local disk:

Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Residues to predict Oserine Cthreonine Ctyrosine ®all three
For each residue display only the best prediction [

Display only the scores higher than

Output format @ classical O GFF

Generate graphics
[ submit || Clear fields

Restrictions:

At most 2000 sequences and 200,000 amino acids per submission; each sequence not less than 15 and not more than 4,000 amino

Figure 4: Prédictions des sites de phosphorylation par NetPhos 3.1

v" MusiteDeep

Le logiciel MusiteDeep est un outil informatique qui permet de prédire les sites de
modification post-traductionnelle des protéines, en mettant I'accent particulierement sur la
phosphorylation et I'acétylation. Il utilise des réseaux neuronaux profonds et des algorithmes

d'apprentissage automatique avances pour analyser les sequences protéiques et prédire les

emplacements potentiels de modification(Wang et al., 2017).

Site web: https://www.musite.net/

HOME Job History Download ~ AP Contact Help Musite(SVM version)

MusiteDeep: a deep-learning framework for protein post-translational modification site prediction

5337 unigue visitors
1 5 processed proteins

319350658 processed amino acids
Submit your sequence(s)
Please select a prediction madel:

Phospherylation (ST) X Phosphorylation [Y) %

Paste input FASTA sequence(s) (up to 10 sequences or 5000 residues in total) in the area below: Loa

example FASTA

>sp|P37173-2[TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIFYCYRVNRQQOKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIOMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTM

For larger job, upload a FASTA file

Start prediction

Figure 5: Prédictions des sites de phosphorylation et d’ubiquitination par MusiteDeep
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3.2.Prédiction des sites de méthylation
v' GPS-MSP 1.0

Cet outil est utiliser pour la prédiction de sites de méthylation de la lysine et 1’arginine dans
la protéine, il se base sur les motifs des séquences conserves dans les protéines similaires.

Le GPS-MSP se base sur les prédictions informatiques et les résultats doivent d’abords
valides empiriquement pour confirmer la présence des sites de méthylation dans la protéine
(Wankun Deng et al).

Site web: http://msp.biocuckoo.org/

|Methy|aticntypes‘<-r:All B Kmono BEKdi BEktri BKal ERmono BERsdl BErRadi BErRal ERJd

Enter sequence(s) in FASTA format

>sp|P37173-2| TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=96@6 GN=TGFBRZ2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDE ITCPSCNRTAHP LRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRESTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVIWRKNDENT
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SMPDLLLVIFQVTGISLLPPLGWAISVIIIFYCYRVMRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQF LTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
¥LTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSMILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVES FKQTDVYSMALVLIW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKWVREHPCVESMKDNYLRDRGRPEIPSFHWLNHQGIQMWCE
TLTECHWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTE

Or, upload file(<2M) | Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Threshold: O High ® Medium O Low O All Example | | Clear | | Submit ‘

Organisms: () All @ H. sapiens O M. musculus ) S. cerevisiae ) R. norvegicus () L. interrogans ) S. solfataricus

' D. vulgaris

Figure 6: Prédiction des sites de méthylation par GPS-MSP 1.0

v" PRmePRed

PRmePRed est un logiciel spécialement concu pour prédire les sites de méthylation des
protéines, en se concentrant principalement sur les résidus de lysine. Il utilise des
algorithmes d'apprentissage automatique avancés et des modeéles prédictifs bases sur des
caractéristiques spécifiques des sequences protéiques pour réaliser ses prédictions. Grace a
cette approche, PRmePRed offre une méthode précise et fiable pour prédire les
emplacements potentiels de méthylation des protéines, ce qui permet d'améliorer notre

compréhension de leur régulation et de leurs fonctions biologiques.

Site web: http://bioinfo.icgeb.res.in/fPRmePRed
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PRmePRed
Outil de prédiction de la méthylation de l'arginine protéique

Aider Contactez-nous

Conseils

[YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL =
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVL
W
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMWV
CE

TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK]

Charger | ségquences de dé Y tion

Effacer les séquence

(OU

ASTA - Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Séle

ctionnez

Seuil : EValeur de seuil 0,5 ¥

| Exécuter la prédiction [ [ I{esetl

Figure 7: Prédiction des sites de méthylation par PRmePRed

3.3.Prédiction des sites d’ubiquitination

v' GPS-Uber

Cadre d'apprentissage hybride pour la prédiction des sites d'ubiquitination de la lysine

généraux et spécifiques a E3.

Site web: http://gpsuber.biocuckoo.cn/

Selection option

Ubiguitination Enter sequence(s) in FASTA format

»sp|P37173-2| TGFRZ_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=96@5
GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDE ITCPSCNRTAHP LRHINND
MIVTDMNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDONQKSCMSNCSITS ICEKPQEVOVAVIRKNDENT
TLETWCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIFYCYRVNRQOKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
WKIFPYEEVASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYHWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSS LARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVY SMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESHMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

Filtered by Name

View experimental information
Threshold Console
GPS-Uber ’7 oHigh ® Medium © Low CExample) ( Clear J (Submit)

Figure 8: Prédictions des sites d’ubiquitination par GPS-Uber

3.4.Prédiction des domaines de liaison aux phosphoprotéines
v GPS-PBS

L’outil GPS-PBS a été utilisé pour prédire les domaines de liaison aux phosphoprotéines.
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C’est un cadre d'apprentissage profond pour prédire les sites de phosphorylation qui

interagissent spécifiqguement avec des domaines de liaison aux phosphoprotéines (Guo et al.

2020).

Site web: http://pbs.biocuckoo.cn/

# GPS-PBS Web Server

= Phosphoserine/phosphothr
14-3-3
BRCT
FHA
PBD
ww
MH2
WD40
GK
Arrestin
=[] LRR
[ [ KIx
D IrRF3
=] Phosphotyrosine (pY)
SH2
PTB
[l () HYB
[dl €2

Enter sequence(s) in FASTA format

0X=9686 GN=TGFEBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDMNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVINRKNDENT
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIFYCYRVNRQOKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAITILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECNDHDPEARLTAQ[VAERFSELEHLDRLSGRS[SEEKIPEDGSLNTTH

»sp|P37173-2| TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 0S=Homo sapiens

Threshold

Console

®High O Medium C Low O All ‘ Example

H Clear H Submit ‘

Figure 9: Prédiction des domaines de liaison aux phosphoprotéines par GPS-PBS

3.5.Prédiction des sites de carbonylation

v

ICarPS

Un outil informatique pour identifier les sites de carbonylation des protéines par de

nouvelles caractéristiques codées.

Site web: http://lin-group.cn/server/iCarPS/webServer.html
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i C arPS You can visit the LinDing_Group

to view more scientific achievements.

Lanim.gw Group

Web Server | Download User Guide Citation About Us CONTACT

When you type in or import protein sequences in fasta format, a prediction result will be returned in several seconds.

Enter sequence(s) in FASTA format:

sapiens OX=2605 GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHP LRHINND

MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVIWRKNDENT r— Please choose a suitable type for prediction—
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT ® o .
SNPDLLLVIFQUTGISLLPPLGVAISVIIIFYCYRVNRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH Carbonylation Sites: K (lysine)

CATIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVES FKQTOVYSMALVLE
EMTSRCHNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE v
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK A

(_) Carbonylation Sites: P (proline)

Carbonylation Sites: R (arginine)

Carbonylation Sites: T (threonine)

Console

Or upload a file in FASTA format : [ Cheisir un fichier | Aucun fichier choisi Example || Clear | [ Submit |

Center for Informational Biclogy, University of Electronic Science and Technolegy of China, Sichuan, Chengdu 611731, China.

Figure 10:Prédiction des sites de carbonylation par iCarPS

v' CarSite-1I

C’est un algorithme de classification intégré pour identifier les sites carbonylés basé sur
des techniques de sous-échantillonnage basées sur la similarit¢ K-means et de sur

1I’échantillonnage de minorités synthétiques.

Site web :http://47.100.136.41:8081/

CarSite-Il: an integrated classification algorithm for identifying carbonylated
sites based on K-means Similarity undersampling and synthetic minority
oversampling technique

Home About DataSet Contact
Input your sequence or upload your file:(FASTA format). If you upload your file, the web ignore the sequence you input.
Attention:
There can not be pseudo amino acid in your input sequences!

K/P/R/T sites with less than 10 amino acids before and after the K/P/R/T site of the input sequence can not be detected.

Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

»>sp|P37173-2| TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9686 GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEITICPSCHRTAHPLRHINND
MIVTDONNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCOMNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVIHRKNDENT
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNITIFSEEYNT
SHNPDLLLVIFQUTGISLLPPLGVATISVITIFYCYRVNRQOKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CATTLEDDRSDISSTCANNINHNTELLPTIELDT LVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGTAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNTLVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGOVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDOVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECI\JDHDPEARLTAQCUAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIF‘EDGSLI"ITTKJ

Figure 11: Prédiction des sites de carbonylation par CarSite-I|
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3.6.Prédiction des sites de nitration des tyrosines
v GPS-YNO2

Ce logiciel genere un ensemble de prédictions pour les résidus de nitrate dans les

protéines humaines(Liu et al., 2011).

Site web: http://yno2.biocuckoo.org/

s GPS-YMNO2 1.0

File Tools Help
Predicted Sites
Position Peptide Score Cutoff Cluster

Enter sequence(s) in FASTA format

MIWVTDMMNGAVKFPOLCKFCDVRFSTCDMNOQKSCMSMNCSITSICEKPOEYCWAWVWRKMNDEMI
[TLETWCHDPKLPYHDFILEDAASPRKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECHNDMNIFSEEYMNT
SMNPDLLLVIFQWTGISLLPPLGVAISVIIFYCYRVHRQOAKLESTWET GKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCAMNMIMNHMNTELLPIELDTLYGKGRFAEWVYKAKLKQMNTSEQFETWVA
KIFFYEEYASWKTEKDIFSDIMNLKHEMILOFLTAEERKTEL GKOYWLITAFHAKGHLOE
LTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSMNILWVKMNDLTCGCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLAMNSGOVGTARYMAPEVLESRMMNLEMNYVESFROQTDWY SMALVLWY
EMTSRCMNAYGEVKDYEPPFGSKVYREHPCVYESMKDMNYLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQOMYVCE
[TLTECWDHDPEARLTAQCWYAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLMNTTK |

Threshold Console

» High  Medium 0 Low - A [ Example | Clear | Submit

Figure 12: Prédiction des sites de nitration des tyrosines par GPS-YNO2

3.7.Prédiction des sites de S-nitrosylation
v DeepNitro

La nitrosylation est une modification post-traductionnelle dans laquelle un groupe nitroso
(-NO) est ajouté a un résidu d’acide aminé, généralement une cystéine, et elle joue un réle
crucial dans la régulation des fonctions biologiques. DeepNitro est un logiciel
informatique utilisé pour prédire les sites de nitrosylation dans les protéines. il offre une

approche précise et fiable pour prédire ces sites de nitrosylation (Xie et al., 2018).

Site web:
http://deepnitro.renlab.org/webserver.html?fbclid=lwAR3I1XaPoaCnCgNy0iaZjEaJ5uEiye
03hxzGiGixz5hvEx7P6GwLsxO36Xbc#result
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[u]
PDecepNitro—< H—o
Y
Home Download Database Citation Help Contact

B¥ Data input pasts or uploa

QE = or select local files to upload
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILWVKNDLT

cCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARY MAPEVL ESRMNL ENVESFKQTDVYS :
MALVLW =+ Select Files

EMTSRCNAVGEVKDYEFPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQ

GIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHL DRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK Y
Examples:

* fasta format supported

= Paste file size < 2M @ Clear 4 Fasta example

£+ Options

S-Nitrosylation_Threshold: Tyr-Nitration_Thredshold:

All ~ ‘ All

Figure 13: prédiction des sites de S-nitrosylation et de nitration des tyrosines par DeepNitro

v" GPS-SNO

C’est un programme utilisé pour prédire les sites de S-nitrosylation des protéines. Il s'agit

d'un outil informatique qui utilise un algorithme modifié basé sur le systtme GPS (Xue et

al., 2010).

Site web: http://sno.biocuckoo.org/

s GP5-SMNO 1.0

File Tools Help
Predicted Sites
Position Peptide Score

Cutofl Cluster

Enter sequence(s) in FASTA format
LIV TDNNGAVKFPOLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSMCSITSICEKPQEVCVAVIWRKMNDENI
[TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SMPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIFYCYRVMNROOKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAILEDDRSDISSTCANMNINHNTELLPIELDTLYGKGRFAEVYKAKLKONTSEQFETVA
MKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHEMNILOFL TAEERKTEL GKQYWLITAFHAKGMNLOQE
LTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSMILVKNDLTCCL
COFGLSLRLDPTLSVDDLANSGOVGTARYMAPEVLESRMMLENVESFKQTDWVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDMNYL RDRGRPEIPSFWLNHAQGIQMVCE
[TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLMNTTK
Consocle

Threshold
) High 7 Medium ) Low A | Example | Clear |

Submit

Figure 14: Prédiction des sites de S-nitrosylation des protéines par GPS-SNO
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4. Modélisation moléculaire

v" Modélisation par Phyre 2

Le logiciel Phyre 2 est largement utilis¢ comme une solution informatique essentielle, il
est capable de prédire la structure tridimensionnelle d’une protéine inconnue en se basant
sur la similarité de séquence avec des protéines dont la structure est déja connue. Pour
améliorer la précision de ses prédictions, Phyre 2 intégre également des informations
provenant de diverses bases de données et d’outils de prédiction de structures
secondaires(Kelley et al., 2015).

Site web:http://www.sbqg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index advanced

D Tt Text FASTA pairwise 3D Model in
Expert Mode version alignment PDB format

3 One-to-one Submit both a sequence and a structure. Phyre
Ef: A wamates.. threading will attempt to align the sequence and structure
e and construct a model of your sequence

One to one threading

Upload PDB format file Aucun fichier choisi  Single chain only
LA Eivilocal © global O
RNl yes @) no O predicted vs predicted only O
Secondary structure weight

Submit one-to-one threading job

View in Jmol

Figure 15: Modélisation des structures tridimensionnelles des protéines parPhyre2
v" Modélisation par SWISS-MODEL
C’est un serveur de modélisation de structure de protéine en ligne qui requiert les modeéles
d’homologie pour découvrir la structure 3D des protéines. Swiss-Model contient plusieurs

outils de modélisation parmi lequel le SWISS MODEL Work Space qui permet d’acquérir les

séquences de protéine et de génére des nouvelles modéles (Schwede et al., 2003).

Site web: https://swissmodel.expasy.org/
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a EIDZE'.‘"“‘J" SW'SS—MOD EI_ Modelling Repository Tools Documentation Login Create Account
= All Projects
TGFBR2 SAUVAGE SW created June 18, 2023 at 2116
Summary Templates @ Models 5 Project Data w
Model Results o Orderby:| GMQE v

1 502

o .

Oligo-State @
Model 01~ Monomer

N é‘\‘%
o~ Structure GMQE ©
: [m]

Template v
KTCYK1.1.ATGF-beta recepior type-2 Seq Identity T e e T T
AlphaFold DB model of KTCYK1_PANTR (gene: TGFBR2 99.83%

Araanism: Pan tranladvtas (Chimnanzasy Coverane

Figure 16: Modélisation des structures tridimensionnelles des protéines par SWISS-MODEL

5. Comparaison entre les structures tridimensionnelles des protéines
v' Tm-align

Le logiciel TM-align est un outil informatique utilise dans le domaine de la biologie
structurale pour évaluer et comparer la similarité structurelle entre deux protéines. Il se base
sur I’algorithme TM-align, qui mesure I’alignement optimal entre les atomes des deux

structures protéiques et calcule un score des similarités appelé TM-score.

TM-align est capable d’aligner et de superposer les structures tridimensionnelles de protéines,
en prenant en compte les déformations flexibles et les différences de taille entre les molécules.
Cet outil est particulierement utile pour détecter des similitudes structurelles entre des
protéines qui ont des séquences d’acides aminés différentes, mais qui ont une fonction ou une
structure globale similaires.

Le logiciel TM-align fournit des informations sur la superposition des structures, les
déviations entre les résidus, les régions structurellement conservées et les régions flexibles. Il
est utilisé pour 1’annotation structurale, I’analyse comparative de structures protéiques, la
prédiction de la fonction des protéines et la recherche de relations évolutive entre les familles
de protéines(Zhang et Skolnick 2005).

Site web: https://zhanggroup.org/TM-align/
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TM-aIign Results Visualization (Protein-1 in blue and Protein-2 in red)

Superposition of two proteins
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*
TH-align (Version 28190822) L

* An algorithm for protein structure alignment and comparison *
* Based on statistics: *
8.8 < TM-score < ©.3@, random structural similarity *

8.5 < TM-score < 1.088, in sbout the same fold 2

* Reference: Y Zhang and ] Skolnick, Nucl Acids Res 33, 2382-G (2085) L
*

*

* Please email your comments and suggestions to: zhngfiumich.edu
B L e T e

Name of Chain_1: A784435
Name of Chain_2: B784495
Length of Chain_1: 180 residues
Length of Chain_2: 180 residues

Aligned length= 18@, RMSD=  @.88, Seq_ID=n_identical/n_aligned= 1.20@
TH-score= 1.00000 (if normalized by length of Chain_1)
TH-score= 1.00000 (if normalized by length of Chain_2)
(You should use TH-score normalized by length of the reference protein)

(":" denotes aligned residue pairs of d < 5.8 A, "." denotes other aligned r
SDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWE EKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGOLNSDNKSQLVOKVRSKIGCGI(
SDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQLNSDNKSQLVQKVRSKIGCGI(

Figure 17: alignement des structures des protéines par TM-align

6. Evaluations de la qualité des structures des protéines modélisées

v' ERRAT

Le logiciel ERRAT est un outil informatique largement utilisé dans le domaine de la biologie
structurale pour évaluer la qualité des structures tridimensionnelles de proteines. En se basant
sur une analyse statistique des facteurs d’erreur, ERRAT compare la distribution des résidus

dans la structure modelisée avec celle attendue pour une structure de haute qualité.

En utilisant les références de structures protéiques de haute qualité, ERRAT calcule un score
d’erreur global qui mesure la correspondance entre la structure modélisée et les références.

Un score ERRAT élevé indique une meilleure correspondance et une meilleure qualité
structurelle.

L’objectif principal ’ERRAT est de détecter les régions erronées ou mal modélisées dans une
structure protéique. Il est capable d’identifier les résidus mal places, les régions déformées ou
les erreurs dans les angles de liaison, fournissant ainsi des informations précieuses pour
améliorer la qualité des modéles de structures protéiques(ERRAT — UCLA-DOE Institute

s. d.).

Site web: https://saves.mbi.ucla.edu/
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UCLA-DOE LAB — SAVES v6.0

~— Contral panel J

T New .Job-J

job #1378798: TGFBR2_SV_PHYRE2 (2).pdb

ERRAT PROCHECK

ERRAT

Overall Quality Factor

79.3919

Log ] PostScript ] PDF )

Figure 18: Evaluations de la qualité des structures des protéines par ERRAT

v" PROCHEK

PROCHEK est un outil de vérification de la qualité des structures protéiques. Il permet

d’identifier les erreurs, d’améliorer la fiabilité des mode¢les et de fournir une assurance de

la qualité des données structurales ut

ilisées dans les études de biologie structurale et de

conception de médicaments(Laskowski, MacArthur, et Thornton 2006).

Site web: https://saves.mbi.ucla.edu/

ERRAT PROCHECK

PROCHECK

Out of 8 evaluations

» Errors: 1
= Warning: 2
e Pass: 5

The evaluations are the +' (Warning) and "™ (Error) in the summary. The categories on the left
do not always correspond in number due to PROCHECK output documents.

Figure 19: Evaluations de la qua

Summary
Ramachandran plot Warning .
All Ramachandrans Pass
Chi1-chi2 plots Pass

+
Main-chain params
Side-chain params [Error] .
Residue properties Pass
Bond lenfangle Pass !

S U M M A R Y x>

P R O C H E C K

fvardwe/SAVES/ Jobs/1378798/saves. pdb 1.5 324 residues

Ramachandran plot: 95.3% core 4.7% allow ®.0% gener 8.0% disall

1 labelled residues (out of 382)
©® labelled residues (out of 194)
5 better @ inside 2 worse

All Ramachandrans:
Chil-chi2 plots:
Side-chain params:

Residue properties: Max.deviation: 2.3 Bad contacts: 11
Bond len/angle: 4.6 Morris et al class: 1 1 2
G-factors Dihedrals: @.3@ Covalent: 8.27 Overall: 2.3@

18a.8% within limits @.0% highlighted

Planar groups:

+ May be worth investigating further. * Worth investigating further.

lité des structures des protéines par PROCHEK
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7. Comparaison et superposition des structures 3D

v Chimera

Chimera est un systéme d’imagerie et d'analyse moléculaire hautement évolutif et interactif.
Chimera peut lire les structures moléculaires et les données associees plusieurs formats,
afficher les structures dans différentes représentations et générer des images et des animations
de haute qualité adaptées a la publication et a la présentation. De plus, Chimera fournit des
outils pour : afficher des cartes de densité et analyser les données microscopiques ; utiliser des
informations de symétrie pour montrer les structures d'ordre supérieur ; afficher plusieurs
alignements de séquences, avec diaphonie entre les séquences et les structures ; et permettre
I'analyse des trajectoires de dynamique moléculaire et des résultats d'amarrage

(Vincent Zoete, 2007).

Site web: https://www.cqgl.ucsf.edu/chimera/download.html

() UCSF Chimera

File Select Actions Presets Tools Favorites Help

Opened 7cdl.pdb containing 1 model, 6529 atoms, and 1233 residues

Figure 20:Modélisation des structures tridimensionnelles des protéines par Chimera
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Chapitre 111 : Résultats et interprétation

1. Résultats de la Prédiction des sites de modification post-
traductionnelle

Les modifications post-traductionnelles (PTMs) affectent la structure des acides aminés

composant les protéines et régulent ainsi leurs fonctions et leurs activités.

A T’aide des logiciels GPS-MSP et PRmePRed, Nous avons prédit 3 sites de méthylation dans
la protéine TGFBR2 sauvage (R448. R520. R522) et qui ont été supprimés lorsque nous les
avons remplacés par des nsSNPs (R448G. R520L. R522Q). Et nous n'avons pas obtenu des
résultats positifs pour la protéine SMAD?7.

Les logiciels GPS-Uber et MusiteDeep ont trouvé un site d’ubiquitination au niveau dans un
résidu de lysine dans TGFBR2 type sauvage a la position 277.Les résultats sont nuls chez le
SMAD?7.

En utilisant GPS6.0 et NetPhos, nous avons prédit les sites de phosphorylation au niveau des
résidus sérine (S), la thréonine (T) et la tyrosine(Y) de certaine protéines, mais rien n’a été

trouveé.

De méme pour d'autres predictions tels que la carbonylation, sites de nitration des tyrosines,
les sites de S-nitrosylation et les domaines de liaison aux phosphoprotéines les resultats sont

toujours négatifs.

Tableau 1 : Résultats de la prédiction des sites de modification post-traductionnelle

Phosphorylation
Protéine | Position Sauvage Position Mutée
d’AA | GPS 6.0 | NetPhos | Musite SNP ID d’AA GPS | NetPhos | Musite | +-
Deep 6.0 Deep
TGFPR2 | T334 0.0117 0.535 0.09 | rs202168735 | T334M | Nulle Nulle Nulle -
G356 Nulle Nulle Nulle | rs759215875 | G356S | 0.0002 Nulle Nulle -
SMAD7 | Y407 Nulle Nulle Nulle | rs755148320 | Y407S | 0.0290 | 0.574 0.05 -
S336 0.1015 Nulle Nulle | rs944090062 | S336C Nulle Nulle Nulle -
K175 Nulle Nulle Nulle | rs762811026 | K175T | 0.0002 Nulle Nulle -
Méthylation
Protéine | Position Sauvage Position Mutée
d’AA GPS-MSP | PRmePRed SNP ID d’AA | GPS-MSP 1.0 | PRmePRed | +-
1.0
TGFBR2 K277 0.0605 Nulle rs1160016010 | K277N Nulle Nulle -
R279 0.0870 0.751386 rs751948498 | R279H Nulle Nulle -
R338 0.0929 Nulle rs55751315 | R338W Nulle Nulle -
R338 0.0929 Nulle rs200361387 | R338Q Nulle Nulle -
R338 0.0929 Nulle rs200361387 | R338P Nulle Nulle -
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R338 0.0929 Nulle rs200361387 | R338L Nulle Nulle -
R448 0.3667 0.804149 rs771094273 | R448G Nulle Nulle +
R520 0.4186 0.799707 | rs1305853447 | R520L Nulle Nulle +
R522 0.4119 0.77732 rs200958264 | R522Q Nulle Nulle +

SMAD7 | R426 0.0209 Nulle rs770772156 | R426W Nulle Nulle -
N424 Nulle Nulle rs776390568 | N424K 0.0165 Nulle -
R409 0.0160 Nulle rs756158031 | R409H Nulle Nulle -
R409 0.0160 Nulle rs756158031 | R409L Nulle Nulle -
R314 0.2399 Nulle rs766483132 | R314Q Nulle Nulle -
R200 0.1184 0.580663 rs779292276 | R200Q Nulle Nulle -
K175 0.0749 Nulle rs762811026 | K175T Nulle Nulle -
P166 Nulle Nulle rs759769003 | P166R 0.1229 Nulle -

Ubiquitination

Protéine | Position Sauvage Position Mutée "

d’AA GPS-Uber Musite SNP ID d’AA GPS-Uber Musite
Deep Deep

TGFBR2 | K277 0.4531 0.43 rs1160016010 | K277N Nulle Nulle +

SMAD7 N424 Nulle Nulle rs776390568 | N424K Nulle Nulle -
K175 Nulle Nulle rs762811026 | K175T Nulle Nulle -

domaines de liaison aux phosphoprotéines

Protéine | Position Sauvage SNP ID Position Mutée

d’AA GPS-PBS d’AA GPS-PBS 7
| Nulle
Carbonylation

Protéine | Position Sauvage SNP ID Position Mutée m

d’AA iCarPS CarSite-ll d’AA iCarPS CarSite-I1
tyrosine nitration sites

Protéine | Position Sauvage Position Mutée

d’AA GPS-YNO2 DeepNitro SNP ID d’AA GPS-YNO2 DeepNitro | .
1.0 1.0
SMAD7 | Y407 0.058 0.025 rs755148320 | Y407S Nulle Nulle -
S-nitrosylation sites

Protéine | Position Sauvage Position Mutée

d’AA GPS-SNO DeepNitro SNP ID d’AA | GPS-SNO 1.0 | DeepNitro | 4.
1.0
SMAD7 | S336 Nulle Nulle rs944090062 | S336C 0.623 0.17 +

2. Résultats examen des effets des nsSNPs par modélisation 3D des
protéines

Une modélisation 3D prédictive a été réalisée avec les comparaisons structurelles entre les

modeles de type sauvage et mutant pour déterminer si les nsSSNPs a haut risque modifient

considérablement les protéines résultantes.
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Le Template 7dv6.1.A a été utilisée pour prédire la protéine TGFBR2 de sauvage et leurs
modeles mutants. Et le Template 7cd1.1.A pour la SMAD7 sauvage et leurs modéles
mutantes.

Pour la modélisation des structures protéiques on utilisé Phyre2 et SWISS-MODEL, ce
dernier donner les scores suivants :

e GMQE Score : nous avons obtenu un GMQE score compris entre 0.43 pour
TGFBR2 et 0.34 pour SMADY ce qui suggére que nos modeéles sont basés sur de
bons alignements.

e QMEAN Z-Score : Dans TGFBR2 nous avons obtenu un Z-score compris entre -
1.09 et -0.71 indique que 1’énergie de nos modeles des séquences mutées est plus
élevée que la moyenne des structures similaires utilisées comme référence. Et dans
SMAD?7 on a obtenu un z-score positif dans P416L (0.06) et P166R (0.02) qui
suggére une bonne concordance énergétique entre nos modéles mutées et la structure
de référence.

e Ramachandran value : On a obtenu des scores entre 96-98% pour les séquences
mutées cela indique que la grande majorité des angles de torsion des résidus de nos

protéines se situe dans les régions autorisées du diagramme de Ramachandran.

On a comparé entre les structures des protéines mutées et des protéines sauvages par TM-
align, Nous avons obtenu un TM Score pour TGFBR2 et SMAD?7 de 1 et 0,99 ce qui indique
une correspondance parfaites et presque parfaites entre deux structure, Et RMSD compris
entre 0 et 0,06. Il est considéeré comme trés bon, Cela indigue que les positions des atomes

dans notre modele ne different pas par rapport a la structure de référence.

Un score ERRAT élevé (score>79) indique une meilleure correspondance et une meilleure

qualité structurelle.

Par rapport au diagramme de Ramachandran en logiciel PROCHEK, nos résultats suggerent

une bonne qualité de la conformation des résidus de nos modéles de séquences mutées
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Tableau 2 : examen des effets des nsSNPs sur la structure de TGFBR2 (test par Phyre2)

TGFBR2
TM-align ERRAT PROCHEK
SNP ID Position Phyre2 Phyre2 Phyre2

Residues | Residues | Residues Residues

SCORE | RMSD | Value | Mmost | in In n
favoured | additional | generously | disallowed

regions allowed allowed regions

regions regions

TGFBR2 sauvage 1 0 79.3919 262 13 0 0
(95.3%) | (4.7%) (0%) (0%)

rs1160016010 | K277N 1 0 79.7297 262 13 0 0
(95.3%) | (4.7%) (0%) (0%)

rs751948498 | R279H | 0.99671 0 80.6122 261 13 0 0
(95.3%) | (4.7%) (0%) (0%)

rs202168735 | T334M 1 0 79.3919 262 13 0 0
(95.3%) | (4.7%) (0%) (0%)

rs55751315 | R338W 1 0 80.4054 262 13 0 0
(95.3%) | (4.7%) (0%) (0%)

rs200361387 | R338Q 1 0 83.1081 262 13 0 0
(95.3%) | (4.7%) (0%) (0%)

rs200361387 | R338P 1 0 81.7568 261 13 0 0
(95.3%) | (4.7%) (0%) (0%)

rs200361387 | R338L 1 0 82.9932 262 13 0 0
(95.3%) | (4.7%) (0%) (0%)

rs759215875 | G356S | 0.99671 0 79.322 261 13 1 0
(94.9%) | (4.7%) (0.4%) (0%)

rs1332138742 | G356D 1 0 79.3919 262 13 1 0
(94.9%) | (4.7%) (0.4%) (0%)

rs765447250 | G394W 1 0 79.3919 262 13 0 1
(94.9%) | (4.7%) (0%) (0.4%)

rs771094273 | R448G 1 0 77.3649 261 13 0 0
(95.3%) | (4.7%) (0%) (0%)

rs1305853447 | R520L 1 0 79.3919 262 13 0 0
(95.3%) | (4.7%) (0%) (0%)

rs200958264 | R522Q 1 0 79.7297 262 13 0 0
(95.3%) | (4.7%) (0%) (0%)
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Tableau 3 : examen des effets des nsSNPs sur la structure de SMAD?7 (test par Phyre2)

SMAD7
TM-align ERRAT PROCHEK
SNP ID Position Phyre2 Phyre2 Phyre2

Residues | Residues | Residues Residues

SCORE | RMSD | Value | ™Mt In n n
favoured | additional | generously | disallowed

regions allowed allowed regions

regions regions

SMADY sauvage 1 0 85.5346 145 10 0 2
(92.4%) | (6.4%) (0%) (1.3%)

rs770772156 | R426W 1 0 84.9057 145 10 0 2
(92.4%) | (6.4%) (0%) (1.3%)

rs776390568 | N424K 1 0 85.5346 145 10 0 2
(92.4%) | (6.4%) (0%) (1.3%)

rs1193638981 | P416L 1 0 80.5031 146 10 0 2
(92.4%) | (6.3%) (0%) (1.3%)

rs756158031 | R409H 1 0 86.7925 145 10 0 2
(92.4%) | (6.4%) (0%) (1.3%)

rs756158031 | R409L 1 0 86.7925 145 10 0 2
(92.4%) | (6.4%) (0%) (1.3%)

rs755148320 | Y407S 1 0 85.5346 145 10 0 2
(92.4%) | (6.4%) (0%) (1.3%)

rs185241768 | G402V 1 0 76.7296 146 10 0 2
(92.4%) | (6.3%) (0%) (1.3%)

rs944090062 | S336C 1 0 86.1635 145 10 0 2
(92.4%) | (6.4%) (0%) (1.3%)

rs766483132 | R314Q 1 0 85 145 10 0 2
(92.4%) | (6.4%) (0%) (1.3%)

rs779292276 | R200Q 1 0 85.5346 145 10 0 2
(92.4%) | (6.4%) (0%) (1.3%)

rs762811026 | K175T 1 0 85.5346 145 10 0 2
(92.4%) | (6.4%) (0%) (1.3%)

rs759769003 | P166R 1 0 85.5346 145 10 0 2
(92.4%) | (6.4%) (0%) (1.3%)
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Tableau 4 : examen des effets des nsSNPs sur la structure de TGFBR2 (test par SWISS-

MODEL)
TGFBR2
SNP ID | Position SWISS-MODEL TM-ALIGN | ERRAT PROCHEK
SWISS-MODEL
Value Residues Residues Residues Residues
GMQE | QMEAN Rir(;];%ha SCORE | RMSD ;gvrgfesé addiltri]onal gentlarr]ousl disaIITowe
regions allowed y allowed | d regions
regions regions
TGFBR2 sauvage | 043 | -072 | 97.02% | 1 0 | 993007 | 257 18 0 0
(935%) | (65%) | (0%) | (0%)
1511600 | K277N | 043 | 080 | 97.02% | 1 0 | 993007 | 257 18 0 0
16010 935%) | (65%) | (0%) | (0%)
(575194 | R279H | 043 | 071 | 97.02% | 1 0 | 993007 | 257 18 0 0
8498 935%) | (65%) | (0%) | (0%)
120216 | T334M | 043 | 072 |97.02% | 1 0 | 993007 | 257 18 0 0
8735 935%) | (6.5%) | (0%) | (0%)
(55751 | R338W | 043 | 073 |97.02% | 1 0 | 992982 | 257 18 0 0
315 935%) | (6.5%) | (0%) | (0%)
(20036 | R338Q | 043 | 080 |97.02% | 1 0.01 | 99.2982 | 257 18 0 0
1387 (935%) | (6.5%) | (0%) | (0%)
(20036 | R338P | 043 | -0.88 |97.02% | 0.99999 | 0.02 | 99.3007 | 255 19 0 0
1387 93.1%) | (6.9%) | (0%) | (%)
(20036 | R338L | 043 | -0.74 |97.02% | 1 0 | 985915 | 257 18 0 0
1387 935%) | (65%) | (0%) | (0%)
(75021 | G3565 | 043 | -1.09 | 96.69% | 1 0.01 | 99.3007 | 257 18 1 0
5875 (93.1%) | (6.5%) | (0.4%) | (0%)
113321 | G356D | 043 | -1.05 | 96.69% | 1 0.01 | 99.3007 | 257 18 1 0
38742 (93.1%) | (6.5%) | (0.4%) | (0%)
(76544 | G394W | 043 | -1.02 | 96.69% | 1 0.01 | 99.3007 | 257 18 0 1
7250 93.1%) | (65%) | (0%) | (0.4%)
(577100 | R448G | 043 | 089 | 97.02% | 1 0.01 | 99.3007 | 257 17 0 0
4273 (93.8%) | (6.2%) | (0%) | (0%)
113058 | R520L | 043 | -0.79 | 97.35% | 1 0 | 993007 | 257 18 0 0
53447 (935%) | (6.5%) | (0%) | (0%)
(20095 | R522Q | 043 | -0.78 | 97.35% | 1 0.01 | 99.3007 | 256 19 0 0
8264 93.1%) | (6.9%) | (%) | (%)
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Tableau 5 : examen des effets des nsSSNPs sur la structure de SMAD?7 (test par SWISS-

MODEL)
SMADY7
SNP ID | Position SWISS-MODEL TM-ALIGN ERRAT PROCHEK
SWISS-MODEL

Value Residues Residues Residues Residues

GMQE | QMEAN | Ramacha | SCORE | RMSD in most in in in
ndran favored additional | generousl | disallowe
regions allowed y allowed | d regions

regions regions

SMADY sauvage 0.33 -0.00 97.75% 1 0 99.0625 286 24 0 4
(91.1%) | (7.6%) | (0%) | (1.3%)

rs77077 | R426W 0.33 -0.13 97.74% | 0.99444 0 99.0566 285 23 0 4
2156 (91.3%) | (7.4%) | (0%) | (1.3%)

rs77639 | N424K 0.34 -0.29 97.75% | 0.99995 0.04 99.6875 286 24 0 4
0568 (91.1%) | (7.6%) | (0%) | (1.3%)

rs11936 | P416L 0.33 0.06 97.75% | 0.99998 | 0.02 98.75 289 23 0 4
38981 (91.5%) | (7.3%) | (0%) | (1.3%)

rs75615 | R409H 0.33 -0.15 98.03% 1 0 98.125 285 25 0 4
8031 (90.8%) | (8%) (0%) | (1.3%)

rs75615 | R409L 0.33 -0.24 98.03% 1 0.01 | 99.0596 286 24 0 4
8031 (91.1%) | (7.6%) | (0%) | (1.3%)

rs75514 | Y407S 0.33 -0.08 97.75% 1 0 99.0566 286 24 0 4
8320 (91.1%) | (7.6%) | (0%) | (1.3%)

rs18524 | G402V 0.33 -0.27 97.19% | 0.99984 | 0.06 92.638 286 26 0 4
1768 (90.5%) | (8.2%) | (0%) | (1.3%)

rs94409 | S336C 0.34 -0.15 97.75% 1 0.01 | 99.0625 286 24 0 4
0062 (91.1%) | (7.6%) | (0%) | (1.3%)

rs76648 | R314Q 0.33 -0.01 97.75% 1 0 98.75 286 24 0 4
3132 (91.1%) (7.6%) (0%) (1.3%)

rs77929 | R200Q 0.33 -0.2 97.75% 1 0 99.0625 286 24 0 4
2276 (91.1%) (7.6%) (0%) (1.3%)

rs76281 | K175T 0.34 -0.06 97.75% 1 0 99.0625 286 24 0 4
1026 (91.1%) (7.6%) (0%) (1.3%)

rs75976 | P166R 0.34 0.02 97.75% 1 0 99.0625 286 24 0 4
9003 (91.1%) | (7.6%) | (0%) | (1.3%)

Par logiciel SWISS MODEL nous avons obtenu aussi deux graphes :

Le graphe « local quality estimate » montre que nos sequences sont trés élevées. Une

indication que ces structures sont bien congues et que leur position et leur environnement

chimique dans la structure sont conformes aux contraintes expérimentales ou aux régles

géométriques attendues pour un résidu de ce type.

Le graphe « comparison with redundant Set of PDB structures » représente nos modeles avec

une étoile dans un champ noir, indiguant une bonne prédiction de la modélisation qui a été

effectuée dans toutes nos séquences mutantes.
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Tableau 6 : Estimations de qualités des protéines modélisées par SWISS-MODEL

SNP [ AA | Local qualité estimate | Comparison redundant Set of PDB structures
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Local Quality Estimate - Chain A Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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3. Comparaison et superposition des structures 3D

Pour terminer le travail, nous avons réalisé des structures 3D pour les séquences validées avec
un résultat significatif de protéine TGFBR2 (K277N, R448G, R520L, R522Q), et quelques
substitutions pour le SMAD?7 (Y407S, S336C). Ensuite, nous avons confirmé les résultats et

visualisé par la méthode de superposition, configuré par 1’outil bioinformatique Chimera.
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Tableau 7 : Comparaison structurelle entre la séquence sauvage de TGFBR2 et leurs séquences mutées par Chimera.

TGFBR2
SNP Position Site sauvage Site muté Site merged
1D d’AA
rs1160 | K277N
016010

rs7710 | R448G
94273
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rs1305 R520L
853447

rs2009 | R522Q
58264
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Tableau 8 : Comparaison structurelle entre la séquence sauvage de SMAD?Y et leurs séquences mutées par Chimera.

SMAD7
SNP Position Site sauvage Site muté Site merged
1D d’AA
rs7551 | Y407S
48320

rs9440 | S336C
90062

55




Chapitre 1V : Discussion



Chapitre 1V : Discussion

Discussion :

La voie du TGFB-SMAD7 est I'une des voix clés et les plus importantes dans le
développement du CCR, Elle joue un réle essentiel dans I'invasion et la migration des cellules
cancéreuses, et ca grace des variantes genétiques qui peuvent affecter I'expression du
récepteur TGFBR2.

L’année précédente, Snouci Meriem Radia et Zouaimia Nahla Ibtissam ont identifié les
nsSNPs a conséquences fonctionnelles a haut risque dans les protéines de TGFBR2 et
SMADY afin de comprendre leur association avec le CCR. Elles ont pu déterminer 13 nsSNPs
dans le géne TGFBR2 (K277N, R279H, T334M, R338W, R338Q, R338P, R338L, G356S,
G356D, G394W, R448G, R520L, R522Q) ainsi que 12 autres dans SMAD7 (R426W,
N424K, P416L, R409H, R409L, Y407S, G402V, S336C, R314Q, R200Q, K175T, P166R)
Nous avons poursuivi ce travail en réalisant une analyse in silico de I’effet de ces variations
sur la structure tridimensionnelle de TGFPR2 et SMAD7 et leurs modifications post
traductionnelles et Nous avons identifié 4 nsSNPs a conséquences fonctionnelles a haut risque
dans TGFBR2.

Les analyses de prédiction des modifications post-traductionnelles dans les protéines, en
utilisant 12 outils bioinformatiques, ont révelé la disparition de trois sites de méthylation.
Cette disparition a été causée par les variations suivantes : R448G, R520L, R522Q. On a
trouvé aussi un site d’ubiquitination on position K277 de TGFBR2 sauvage qui est également
supprimé par la variation K277N.

Pour la modélisation moléculaire, deux outils de modélisation d’homologie distincts ont
été utilisés (Phyre2 et SWISS-MODEL) afin de créer la structure 3D de nos protéines
sauvages et de chaque protéine mutée selon des modeles sélectionnés « Template ». Les
similitudes entre les structures proteiques modélisées de type sauvage et mutantes ont été
ensuite analysées par TM-align. En fin toutes les structures ont été visualisées et superposé a
I'aide de Chimera.

Les résultats de cette étude montrent que les variantes génétiques dans les protéines TGFBR2
et SMAD?7 peuvent potentiellement affecter le récepteur TGFBR2, qui est une voie clé et
importante dans le développement du CCR.

Notre étude a révélé que certaines mutations pourraient supprimer des modifications post-
traductionnelles dans TGFBR2 telles que la méthylation ou I’ubiquitination. Ces PTM peuvent
influencer la régulation des fonctions de TGF-f et ces activités.

La modélisation moléculaire nous a permis de constater que ces mutations sont responsables
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d’une légere modification structurelle de TGFBR2.
En somme, cette étude fournit un nouvel éclairage sur le réle possible de certains nsSSNPs

identifiés précédemment sur TGFBR2 et SMAD?7 dans le contexte du cancer colorectal.
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Conclusion :

Notre étude a permis d'analyser les conséquences fonctionnelles des Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) sur les protéines TGFBR2 et SMAD7 dans le contexte du cancer
colorectal. Nous avons utilisé différentes methodes bioinformatiques pour prédire les
modifications post-traductionnelles associées aux SNPs identifiés comme potentiellement
déléteres, ainsi que la modélisation moléculaire pour visualiser plus précisément ces
altérations.

Nos résultats ont montré que certains variantes de la protéine TGFBR2 (R448G, R520L,
R522Q et K277N) peuvent potentiellement induire diverses modifications post
traductionnelles telles que la méthylation et I’ubiquitination.

En somme, notre étude fournit une base préliminaire intéressante concernant I'impact possible
de certains SNPs sur TGFBR2 dans le contexte du cancer colorectal. Ces résultats pourront
étre utilises comme point de départ pour des études expérimentales visant a valider les effets

de ces SNPs sur les protéines et leur role dans le développement de cette maladie.
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Annexes

Les séquences FASTA des protéines sauvage et mutées

e TGFBR2 sauvage:

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIFYCYRVNRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e TGFBR2 SNP: K277N

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIHIFYCYRVNRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGNGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e TGFBR2 SNP: R279H

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIFYCYRVNRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGHFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e TGFBR2 SNP: T334M

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN lIsoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIFYCYRVNRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
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CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLMAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e TGFBR2 SNP: R338W

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIFYCYRVNRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEEWKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

« TGFBR2 SNP: R338Q

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIHIFYCYRVNRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEEQKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e TGFBR2 SNP: R338P

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIHIIFYCYRVNRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEEPKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e TGFBR2 SNP: R338L

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN lIsoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
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TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIFYCYRVNRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEELKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e TGFBR2 SNP: G356S

>sp|P37173-2]TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIFYCYRVNRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKSNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e TGFBR2 SNP: G356D

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo sapiens OX=9606
GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIHIFYCYRVNRQQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKQNTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKDNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e TGFBR2 SNP: G394W

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPOLCKFCDVREFSTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDEN I
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIITIFYCYRVNROOKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAITLEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKONTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILOQFLTAEERKTELGKOQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCWRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSFWLNHOGIQOMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

o TGFBR2 SNP: R448G

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=TGFBR2
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MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKEFCDVRESTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENI
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIFYCYRVNROQOKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CAIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKONTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTAGYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGRPEIPSEFWLNHQGIQOMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e TGFBR2 SNP: R520L

>sp |P37173-2|TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDETIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRESTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENT
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNITIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIFYCYRVNRQOKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CATIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKONTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILOQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDLGRPEIPSFWLNHQGIQMVCE
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e TGFBR2 SNP: R522Q

>sp|P37173-2|TGFR2_HUMAN Isoform 2 of TGF-beta receptor type-2 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDETIICPSCNRTAHPLRHINND
MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRESTCDNQKSCMSNCSITSICEKPQEVCVAVWRKNDENT
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGETFFMCSCSSDECNDNITIFSEEYNT
SNPDLLLVIFQVTGISLLPPLGVAISVIIIFYCYRVNRQOQKLSSTWETGKTRKLMEFSEH
CATIILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGRFAEVYKAKLKONTSEQFETVA
VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLQE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSVDDLANSGQVGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTDVYSMALVLW
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMKDNVLRDRGQPEIPSFWLNHQGIQMVCE

TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

e SMAD7 sauvage :

>sp|015105|SMAD7 HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLQAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQO
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMQOPWTGEFTVQISFVKGWGQCYTRQFISSCPCWLE

VIFNSR

e SMAD7 SNP:R426W

>sp|015105|SMAD7 HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
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CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLQAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQ
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMOOPWTGETVQISEFVKGWGQCYTRQFISSCPCWLE
VIEFNSW

e SMAD7 SNP:N424k

>sp|015105|SMAD7_ HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLQAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQ
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMOOPWTGEFTVQISEFVKGWGQCYTRQFISSCPCWLE

VIFKSR

e SMAD7 SNP:P416L

>sp|015105|SMAD7 HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLQAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQ
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMQQOPWTGEFTVQISFVKGWGQCYTRQFISSCLCWLE

VIFNSR

e SMAD7 SNP:R409H

>sp|015105|SMAD7 HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLQAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQO
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMQOPWTGEFTVQISFVKGWGQCYTHQFISSCPCWLE

VIFNSR

e SMAD7 SNP:R409L

>sp|015105|SMAD7 HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLQAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQO
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMQOOPWTGFTVQISFVKGWGQCYTLQFISSCPCWLE

VIFNSR
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e SMAD7 SNP:Y407S

>sp|015105|SMAD7 HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLOAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFEFCLGQ
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMOOPWTGEFTVQISEFVKGWGQCSTRQFISSCPCWLE

VIFNSR

e SMAD7 SNP: G402V

>sp|015105|SMAD7_ HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLOQAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQ
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMQOOPWTGETVQISEFVKVWGQCYTRQFISSCPCWLE

VIFNSR

e SMAD7 SNP:S336C

>sp|015105|SMAD7 HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLQAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQ
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRCSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLOQRPNDHEFMQOOPWTGETVQISEFVKGWGQCYTRQFISSCPCWLE

VIFNSR

e SMAD7 SNP: R314Q

>sp|015105|SMAD7 HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLQAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQO
LNSDNKSQLVQKVQSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMQOPWTGEFTVQISEFVKGWGQCYTRQFISSCPCWLE

VIFNSR

e SMAD7 SNP:R200Q

>sp|015105|SMAD7 HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLOQAVESRGG
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TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSQLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQ
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLOQRPNDHEFMQQOPWTGFTVQISEFVKGWGQCYTRQFISSCPCWLE
VIFNSR

e SMAD7 SNP:K175T

>sp|015105|SMAD7_ HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLQAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWPDLRHSSEVTRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQ
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMOOPWTGEFTVQISEFVKGWGQCYTRQFISSCPCWLE

VIFNSR

e SMAD7 SNP:P166R

>sp|015105|SMAD7 HUMAN Mothers against decapentaplegic homolog 7 OS=Homo
sapiens 0X=9606 GN=SMAD7 PE=1 SV=1
MFRTKRSALVRRLWRSRAPGGEDEEEGAGGGGGGGELRGEGATDSRAHGAGGGGPGRAGC
CLGKAVRGAKGHHHPHPPAAGAGAAGGAEADLKALTHSVLKKLKERQLELLLQAVESRGG
TRTACLLLPGRLDCRLGPGAPAGAQPAQPPSSYSLPLLLCKVFRWRDLRHSSEVKRLCCC
ESYGKINPELVCCNPHHLSRLCELESPPPPYSRYPMDFLKPTADCPDAVPSSAETGGTNY
LAPGGLSDSQLLLEPGDRSHWCVVAYWEEKTRVGRLYCVQEPSLDIFYDLPQGNGFCLGQ
LNSDNKSQLVQKVRSKIGCGIQLTREVDGVWVYNRSSYPIFIKSATLDNPDSRTLLVHKV
FPGFSIKAFDYEKAYSLORPNDHEFMQQOPWTGEFTVQISFVKGWGQCYTRQFISSCPCWLE

VIFNSR
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Résumé

Dans cette étude, nous avons réalisé des analyses in silico des Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) ayant
des conséquences fonctionnelles sur les protéines TGFBR2 et SMAD7 dans le contexte du cancer colorectal.
Nous avons réalisé des prédictions des modifications post-traductionnelles associées aux SNPs identifiés comme
potentiellement déléteres, ainsi que la modélisation moléculaire des structures tridimensionnelles des protéines
pour une visualisation plus précise des altérations.

Nous avons exploité plusieurs outils bioinformatiques tels que GPS6.0, MusiteDeep, NETPhos 3-1, GPS-MSP,
GPS-UBER, PRmePRed, GPS.PBS, CarSite-1l, GPS-YNO2 et GPS-SNO 1.0 pour prédire les modifications
post-traductionnelles. Ensuite, nous avons utilisé les logiciels Phyre2 et SWISS-MODEL pour réaliser la
modélisation moléculaire de ces protéines mutées et ERRAT/PROCHECK pour évaluer la qualité de nos
résultats.

Nos résultats indiquent que certaines variations dans la protéine TGFBR2 (R448G, R520L, R522Q et K277N)
peuvent potentiellement induire diverses modifications post-traductionnelles telles que la méthylation et
’ubiquitination.

En conclusion notre étude in silico fournit une base préliminaire intéressante concernant l'impact possible de
certains SNPs sur TGFBR2 dans le contexte du cancer colorectal. Ces résultats pourront étre utilisés comme base
de départ pour des études expérimentales visant a valider les effets de ces SNPs sur les protéines et leur role dans
le développement de cette maladie.

Mots clés : cancer colorectal, modélisation des protéines, modifications post traductionnelles, nsSNP, SMAD?7,
TGFBR2.

Abstract

In this study, we performed in silico analyses of Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) with functional
consequences on TGFBR2 and SMAD?7 proteins in the context of colorectal cancer. We predicted post-
translational modifications associated with SNPs identified as potentially deleterious, as well as performing
molecular modeling of the three-dimensional structures of proteins for more precise visualization of alterations.

We used several bioinformatics tools such as GPS6.0, MusiteDeep, NetPhos 3-1, GPS-MSP, GPS-UBER,
PRmePRed, GPS.PBS, CarSite-l1l, GPS-YNO2 and GPS-SNO 1.0 to predict post-translational modifications.
Then we used Phyre2 and SWISS-MODEL software to perform molecular modeling of these mutated proteins
and ERRAT/PROCHECK to evaluate the quality of our results.

Our results indicate that certain variations in TGFBR2 protein (R448G, R520L, R522Q, and K277N) can
potentially induce various post-translational modifications such as methylation and ubiquitination.

In conclusion our in silico study provides an interesting preliminary basis regarding the possible impact of some
SNPs on TGFBR2 within the context of colorectal cancer. These results could be used as a starting point for
experimental studies aiming to validate the effects of these SNPs on proteins and their role in disease
development.

Keywords: colorectal cancer, protein modeling, post-translational modifications, nsSSNP, SMAD7, TGFBR2.
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