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Résumé

Dans cette étude, nous avons mené des analyses in silico afin d’évaluer I’impact fonctionnel de certains
polymorphismes mononucléotidiques (SNPs) sur la protéine SIRPa. Nous avons prédit les
modifications post-traductionnelles (PTMs) associées aux SNPs identifiés comme potentiellement
délétéres, ainsi que modélisé les structures tridimensionnelles des protéines mutées pour mieux

visualiser les altérations structurelles.

Pour cela, nous avons utilisé divers outils bioinformatique spécialisés dans la prédiction des PTMs,
tels que GPS 6.0, MusiteDeep, NetPhos 3.1, GPS-MSP, GPS-UBER, GPS-PBS, CarSite-Il, GPS-
YNO2, GPS-SNO 1.0 et DeepNitro. La modélisation moléculaire des protéines mutées a été réalisée
a I’aide des logiciels Phyre2 et SWISS-MODEL, tandis que 1’évaluation de la qualité des modéles a
été assurée par ERRAT et PROCHECK.

Nos résultats suggérent que certaines variations dans la protéine SIRPa (Q38H, G48E, R89W, D103V,
1106M, G117S, L53V, C55S, C55R, C55G, Ch5F, Ch5Y et C55W) pourraient induire diverses

modifications post-traductionnelles, notamment des phosphorylations, méthylations et carbonylation.

En conclusion, cette approche in silico constitue une base préliminaire pertinente pour comprendre les
effets potentiels de certains SNPs sur la fonction de SIRPa. Ces résultats pourront servir de point de

départ pour des investigations expérimentales futures visant a valider leur impact biologique.

Mots clés : modélisation moléculaire, modifications post-traductionnelles, polymorphismes

mononucléotidiques (SNPs), SIRPa.



Abstract

In this study, we conducted in silico analyses to evaluate the functional impact of certain single
nucleotide polymorphisms (SNPs) on the SIRPa protein. We predicted the post-translational
modifications (PTMs) associated with SNPs identified as potentially deleterious, as well as modeled

the three-dimensional structures of mutated proteins to better visualize structural alterations.

For this, we used various bioinformatics tools specialized in the prediction of PTMs, such as GPS 6.0,
MusiteDeep, NetPhos 3.1, GPS-MSP, GPS-UBER, GPS-PBS, CarSite-II, GPS-YNO2, GPS-SNO 1.0
and DeepNitro. The molecular modelling of mutated proteins was carried out using Phyre2 and
SWISS-MODEL software, while the evaluation of the quality of the models was carried out by ERRAT
and PROCHECK.

Our results suggest that certain variations in the SIRPa protein (Q38H, G48E, R89W, D103V, 1106M,
G1178S, L53V, C558S, C55R, C55G, C55F, C55Y and C55W) could induce various post-translational

modifications, including phosphorylations, methylations and carbonylation.

In conclusion, this in silico approach constitutes a relevant preliminary basis to understand the potential
effects of certain SNPs on the function of SIRPa. These results could serve as a starting point for future

experimental investigations aimed at validating their biological impact.

Keywords: molecular modeling, post-translational modifications, single nucleotide polymorphisms

(SNPs), SIRPa.
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INTRODUCTION

Introduction

La famille de la protéine régulatrice du signal (SIRP) comprend cinqg membres : SIRPa, SIRPB1,
SIRPRB2, SIRPy et SIRPS. Parmi eux, SIRPa (également connu sous les noms de PTPNS1, SHPS-1,
CD172a et P84) posséde une région intracellulaire contenant des motifs ITIM et ITSM, essentiels a

son activité inhibitrice (Z. Li et al. 2021).

SIRPa se retrouvent principalement dans les monocytes, granulocytes, cellules dendritiques et cellules
souches/progénitrices de la moelle osseuse CD34+ CD38— CD133+, mais non dans les lymphocytes
(Y. Liu et al. 2002)

SIRPa appartient a la superfamille des immunoglobulines et interagit avec les protéines tyrosine
phosphatases SHP-1 et SHP-2 via sa région cytoplasmique (Y. Murata et al. 2014). Elle joue plusieurs
roles touchant a différentes dimensions de la santé et de la maladie: la régulation des processus
importants dans divers types de cancer, les maladies métaboliques, la transplantation d'organes, la
neuroimmunité, ainsi que les réponses immunitaires aux infections et au systéme cardiovasculaire
(Feng et al. 2023).

CDA47, également membre de la superfamille des immunoglobulines, constitue un marqueur du « soi
» ubiquitaire, il est le ligand de SIRPa (Y. Murata et al. 2014). Ces deux protéines forment un systeme
de communication intercellulaire connu sous le nom de signalisation CD47—SIRPa (Y. Murata et al.

2014). Cette liaison transmet un signal « ne me mangez pas » aux macrophages (Z. Li et al. 2021).

L’axe CD47-SIRPa est impliqué dans différents processus tels que homeéostatiques, 1’activation des
lymphocytes T (van Duijn, Van der Burg, et Scheeren 2022a). Cette interaction a un role important:
elle favorise la destruction des cellules cancéreuses par les phagocytes, la fonction des cellules
présentatrices d'antigenes et ainsi stimuler I'immunité anticancéreuse adaptative médiée par les
lymphocytes T (Matlung et al. 2017).

L’inhibition du récepteur ou de la protéine SIRPa pourrait provoquer un effet antinéoplasique
synergique lorsqu’elle est combinée avec des inhibiteurs des points de controle immunitaires modulant

I’activation du systéme immunitaire adaptatif (Baba et al. 2013)

La régulation négative de SIRPa peut entrainer une augmentation de la croissance des cellules
cancéreuses dans divers cancers, tels que ceux de la prostate, du sein et du foie, ainsi que dans les

astrocytomes et les tumeurs malignes my¢loides (Takahashi 2018). Cette protéine joue un rdle dans
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la tumeur en favorisant I'amélioration de l'immunité antitumorale, contrairement a sa fonction

reconnue de régulateur immunitaire inhibiteur majeur dans les macrophages (Zhou et al. 2022)

Ainsi, l'axe de signalisation CD47-SIRPa pourrait jouer un role déterminant dans les processus
pathogéniques impliqués dans les maladies auto-immunes (Okunuki et al. 2021a). Par exemple la
suppression de SIRPa dans les podocytes aggrave les 1ésions des podocytes (sont un événement
critique dans la pathogeneése de la néphropathie diabétique) (Y. Chen et al. 2024) et CD SIRPa+ qui
est majeur a I’induction de la maladie dans uvéite auto-immune expérimentale ’EAU (Okunuki et al.
2021a), Une accumulation de cellules CD172a+CD11c+ est observée au niveau des ganglions
lymphatiques mésentériques (GLM) et de la muqueuse intestinale inflammatoire chez les patients

présentant une maladie de Crohn (MC) (Baba et al. 2013).

L’analyse structurale du SIRPo humain suggére que certaines variations polymorphiques de cette
molécule n’affecteraient pas sa capacité de liaison a son ligand. Toutefois, des études récentes ont mis
en évidence une variabilité d’affinité pouvant atteindre un facteur 50 entre certaines isoformes et CD47

(Hatherley et al. 2009).

Les avancées récentes en logiciels et en matériel informatique ont révolutionné 1’utilisation des
approches in silico, en facilitant I’accés a des ordinateurs haute performance capables de traiter

efficacement des calculs complexes et d’analyser de vastes ensembles de données (Chang et al. 2022)

Les modifications post-traductionnelles (PTMs) des protéines sont des altérations chimiques

réversibles ou irréversibles d'une protéine apres sa traduction (S. Li et al. 2009)

Dans le cadre de notre recherche, nous nous intéressons aux effets des SNPs pouvant altérer la structure
et la fonction des protéines de 1’axe CD47-SIRPa, et comment 1’analyse in silico des variations
génétiques affectant cet axe permet-elle de prédire leurs conséquences biologiques et d’envisager

d’éventuelles implications thérapeutiques.
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I. REVUE DE LA LITTERATURE
1.1. SIRPa

1.1.1. Généralités

SIRPa est un membre de la superfamille des immunoglobulines(Ig) (Respatika et al. 2017),
principalement exprimée par les cellules myéloides et neuronales (Londino et al. 2015). Au
sein de la famille des protéines SIRP, se distingue par sa capacité a interagir avec la protéine

CD47 (Logtenberg, Scheeren, et Schumacher 2020).

SIRPa est une glycoprotéine transmembranaire initialement identifiée comme étant fortement
exprimée dans le systéme nerveux central. Elle fonctionne comme un récepteur interagissant
avec les phosphatases de tyrosine cytoplasmiques SHP-1 (PTPN6) et SHP-2 (PTPN11), jouant
un role crucial dans la modulation des voies de signalisation intracellulaires (Murata et al.

2018).

1.1.2. Géne SIRPa

SIRP o humain codé par le géne SHPS-1, Il est localisé sur le chromosome 20, plus précisément
sur le bras court (20p13) (Figurel.1). Son locus génétique est bien défini et il comprend 12
exons, Il a été prouvé que CD47 agit comme un ligand de cette protéine réceptrice (NCBI

gene).

Chr 28

plz.2
pl1.23
p11.22
p11.21
g11.21
g11.22
g11.23
g13.12
913.13
g13.2

913.31
q13.32
g13.33

I|p12.1

m
=
o

| /p11.1

(\qll.l

o
i
o

IIp12.3

Figure 1.1. La localisation de géne SIRP o (Gene Cards)
1.1.3. Structure SIRPa,

La région extracellulaire compléte de SIRPa présente une structure tridomaine caractéristique
des protéines de la superfamille des Ig. Le domaine N-terminal, de type V-set, est responsable
de l'interaction avec le ligand CD47, tandis que les deux domaines suivants, de type Cl-set,
révelent une homologie structurelle significative avec ceux impliqués dans la reconnaissance
antigénique chez les vertébrés. Ces domaines C1-set, présents dans les récepteurs d'antigenes
des lymphocytes T, les immunoglobulines, les antigénes du complexe majeur
d'histocompatibilité, la tapasine et la f2-microglobuline, démontrent que les domaines 2 et 3

de SIRPa possedent une affinité¢ structurelle plus marquée pour les domaines Cl-set



REVUE DE LA LITTERATURE

(Figurel.2) que toute autre protéine de surface cellulaire non impliquée dans la reconnaissance

antigénique (Hatherley et al. 2009) .

La phosphorylation des résidus tyrosine au sein des ITIM de la queue cytoplasmique de SIRPa
induit le recrutement et l'activation des phosphatases SHP-1 et SHP-2 (L. Li et al. 2019)

SIRPo

Figure 1.2. La structure de SIRPa (Matozaki et al. 2009)

1.1.4. Axe CD47/SIRPa

1.1.4.1. Role de CD47 / SIRPa dans ’'immunité
La liaison de la molécule CD47 présente a la surface des cellules tumorales avec son récepteur

SIRPa sur les cellules immunitaires phagocytaires (comme les cellules dendritiques et les
macrophages) envoie un signal inhibiteur. Ce signal empéche les cellules phagocytaires
SIRPa+ de détruire les cellules de l'organisme. Ainsi, CD47 agit comme un signal de
reconnaissance du "soi", indiquant " don’t eat me ". Ce mécanisme de régulation de l'ingestion
cellulaire par l'interaction CD47-SIRPa est bien connu dans I'élimination normale des globules
rouges par les macrophages de la rate et dans la réponse immunitaire contre le cancer.
Néanmoins, des recherches récentes indiquent que les interactions entre CD47 et SIRPa sont
¢galement cruciales pour le déclenchement efficace de I'inflammation par les lymphocytes T

(Okunuki et al. 2021).
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Figure 1.3. Le blocage de I'axe CD47/SIRPa entraine une amélioration indirecte des
réponses des lymphocytes T (van Duijn, Van der Burg, et Scheeren 2022)

L'interaction entre les molécules CD47 et SIRPa est impliquée dans plusieurs processus essentiels au maintien de 1'équilibre
interne de 'organisme, notamment la survie des globules rouges, des cellules immunitaires innées et des lymphocytes T. De
plus, les cellules cancéreuses et celles infectées par des virus ou des bactéries peuvent augmenter la production de la protéine

CDA47 a leur surface pour échapper a la destruction par le systéme immunitaire.

1.1.4.2. Signalisation CD47/SIRPa dans les cellules myéloides
CD47 est surexprimé a la surface des cellules cancéreuses, ou il agit comme un signal « ne me

mangez pas », se lie a SIRPa et transmet un signal inhibiteur aux cellules myéloides
(Figurel.4). Cette interaction empéche 1’élimination des cellules cancéreuses, favorisant leur

¢chappement au systéme immunitaire (Jiang et al. 2024)

Tumor Cell

Macrophage

Figure 1.4. Représentation de la voie de signalisation CD47/SIRPa (Jiang et al. 2024)

La reconnaissance repose sur I’interaction spécifique entre la boucle N-terminale de type IgV
de SIRPa et la boucle extracellulaire unique de type Ig de CD47. Une fois cette liaison établie,
les motifs ITIM dans la queue cytoplasmique de SIRPa sont phosphorylés, notamment par des
kinases de la famille Src. Ces motifs recrutent alors les phosphatases SHP-1 ou SHP-2, activées

par divers signaux cellulaires tels que ceux des intégrines ou des facteurs de croissance (IGF-
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1, EGF, FGF...). Dans les macrophages, cette cascade de signalisation inhibe la myosine ITA

via la tyrosine kinase Syk, bloquant ainsi la phagocytose.

CDA47 active également des voies inhibitrices via I’engagement de protéines G, ajoutant a I'effet
immunosuppresseur. Par ailleurs, SIRPa peut intégrer d’autres signaux internes ou provenant
de I’environnement, notamment via 1’adhésion cellulaire aux protéines de la matrice

extracellulaire (Figurel.5) (Feng et al. 2023).

Target cell
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l Activation of myosin ITA
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Figure 1.5. Voies de signalisation SIRPa (Feng et al. 2023)

Ces mécanismes ont des conséquences majeures sur la réponse immunitaire. La signalisation
SIRPa freine la mobilité des cellules myéloides, inhibe la voie cGAS/STING — essentielle a
la détection des cellules tumorales — et diminue ’efficacité des cellules dendritiques a capter,
transformer et présenter les antigenes. Cela réduit 1’activation des lymphocytes T et affaiblit la
réponse immunitaire adaptative. Enfin, dans des situations comme 1’opsonisation des globules
rouges, la méme interaction CD47-SIRPa inhibe leur phagocytose par les macrophages via les
récepteurs Fcy. Un processus similaire permet aux cellules tumorales d’échapper a

I’immunosurveillance (Y. Murata et al. 2014)

1.1.4.3. Le role de CD47/SIRPa dans I’homéostasie tissulaire

L’interaction entre CD47 et SIRPa permet aux cellules saines d’échapper a la phagocytose par
les macrophages, un mécanisme essentiel au maintien de 1’homéostasie immunitaire (Zhao et
al. 2024), elle joue un rdle essentiel dans 1’homéostasie en régulant 1’élimination, par les

cellules my¢loides, des cellules vieillissantes, des globules rouges (érythrocytes)(Figurel.6),
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des cellules souches hématopoiétiques (CSH) et des synapses neuronales (Logtenberg,

Scheeren, et Schumacher 2020).
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Figure 1.6. Récepteurs sur les cellules myéloides influencées par I'axe CD47-SIRPa dans
I'homéostasie tissulaire (Logtenberg, Scheeren, et Schumacher 2020)

Les ostéoclastes sont des cellules multinucléées issues de la lignée monocyte-macrophage,
impliquées dans la résorption osseuse. Ils jouent un rdle essentiel dans le développement, le
remodelage et la régénération des os. L’implication de 1’axe CD47-SIRPa dans
I’ostéoclastogenése a été mise en évidence par des études montrant que la fusion des
macrophages alvéolaires peut étre inhibée lorsque 1’interaction CD47-SIRPa est perturbée in
vitro. Par la suite, il a été confirmé que CD47 et SIRPa sont exprimés a la fois par les
ostéoclastes et les cellules stromales de la moelle osseuse. Des expériences menées in vitro ont
montré que l'inhibition de cette interaction, via des anticorps bloquants ou une déplétion de
CDA47, altere significativement la formation des ostéoclastes. L'interaction CD47-SIRPa
participe au maintien de I’homéostasie immunitaire dans la rate. Elle favorise la survie des
cellules dendritiques CD8 en facilitant leur interaction avec les cellules stromales,
endothéliales et lymphocytaires. De plus, elle régule la production de chimiokines (CCL19,
CCL21) et d’IL-7 par les cellules stromales fibroblastiques (FRCs), essentielles au maintien
des lymphocytes T(Y. Murata et al. 2014).
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1.1.5. Role de SIRPa dans les maladies
1.1.5.1. SIRPa dans le cancer

Les systemes immunitaires inné et adaptatif de 1'hote jouent un role clé dans 1’élimination des
cellules cancéreuses et la limitation de la croissance tumorale. Cependant, les cellules
cancéreuses peuvent échapper a cette surveillance en exprimant des protéines de régulation
appelées points de contréle immunitaire, comme PD-L1 (programmed death-ligand 1) et Le

complexe CD47-SIRPa (Jia et al. 2021)

Axe CD47- SIRPa Un autre point de controle impliqué dans la potentialisation de 'activité des
cellules immunitaires innées contre le cancer. Ce point de contrdle repose sur le signal
immunitaire inné « ne me mange pas » CD47, une protéine largement exprimée par les cellules
normales et souvent surexprimée par les cellules cancéreuses, ainsi que sur son contre-
récepteur, 1'immunorécepteur inhibiteur myéloide SIRPa. Il a été démontré que l'inhibition de
l'interaction entre CD47 et SIRPa facilite 1'élimination des cellules cancéreuses par les
phagocytes, notamment les macrophages et les neutrophiles. Par ailleurs, des preuves
croissantes suggerent que le ciblage de l'axe CD47-SIRPa pourrait également renforcer la
fonction des cellules présentatrices d'antigénes et ainsi stimuler l'immunité adaptative

anticancéreuse médiée par les lymphocytes T (Matlung et al. 2017)

(A)

CcD47 Ligand unknown cb4a7 Ligand unknown
Ky=1-2 pymol L2 Ko= 23 pmol L™t
[ 4 Q @ SIRPS
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SIRPx. SIRPB1 SIRPY g SIRP(2
DAP12 DAP12
ITiMm ' '
ITAM ITAM

Tissue distribution Tissue distribution
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Figure 1.7. Caractéristiques des membres de la famille des protiens SIRP
(Matlung et al. 2017)

CD47interagit avec son récepteur SIRPa sur les phagocytes pour inhiber leur activité. Le blocage de cette interaction favorise
la phagocytose des cellules tumorales et stimule 1'immunité antitumorale. SIRPa est exprimé sur les cellules my¢loides, SIRP
beta 1 son ligand est inconnu, il est associé¢ 8 DAP12 et possédé un motif ITAM. SIRP Gamma il est exprimé sur les cellules

T
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Cancer cell

Macrophage

Figure 1.8. Axe CD47/SIRPa (Weiskopf 2017)
Lorsque le CD47 se lie au SIRPa, cela entraine 1’activation des phosphatases SHP-1 et SHP-2, qui inhibent la phagocytose en
agissant sur des médiateurs en aval (B) L’interruption de I’axe CD47/SIRPa a 1’aide d’anticorps ou de protéines recombinantes
bloque la signalisation inhibitrice du SIRPa, favorisant ainsi la phagocytose des cellules cancéreuses.

Voici un tableau qui résume le role de SIRPa dans différents types de cancer :

Tableau 1.1. Le role de SIRPa dans différents types de cancer (Takahashi 2018b)

11
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Type de cancer

Expression de SIRPa

Effets observés

Prostate Diminuée dans les tissus - Moins de cellules cancéreuses si on
cancéreux augmente SIRPa
- Plus de prolifération si on la supprime
Cerveau Présente dans la majorité des - Réduction de la transformation, migration
(astrocytome) tumeurs et invasion
- Augmentation de 1’apoptose (mort
cellulaire)
Sein Diminuée dans les tissus - Supprime la croissance indépendante
cancéreux - Réduction de la dissémination dans des
modeles animaux
Foie Moins exprimée que dans les - Moins de cellules cancéreuses

(hépatocarcinome)

tiSsus normaux

- Moins de migration et invasion des

cellules cancéreuses

Maladies myéloides

Fortement réduite dans la
majorité des cas

- Augmente la B-caténine (favorise le
cancer)
- Active des voies favorables a la

croissance des cellules

1.1.5.2. SIRPa dans les maladies auto-immunes

1.1.5.2.1. SIRPa dans la maladie de Crohn
La maladie de Crohn (MC) est une maladie sérieuse et chronique Définie par une inflammation

de la muqueuse gastro-intestinale (Figurel.1) (Dretzke et al. 2011).

12
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Figure 1.9. Intestin sain et intestin infecté par la maladie de crohn (Malbos 2024)

Des cellules immunitaires spécifiques, appelées SIRPa HLA-DR+, qui fonctionnent
normalement, sont trouvées en plus grande quantité dans les ganglions lymphatiques de
l'intestin (mLN) et dans I'intestin des personnes ayant la maladie de Crohn (MC). Ces cellules
HLA-DR+ SIRPa produisent beaucoup de substances qui favorisent l'inflammation, elles
peuvent aussi présenter des molécules, comme CD14, DC-SIGN, E-Cadhérine ou CX3CRI1,
que l'on trouve souvent sur des DC qui se développent a partir d'un autre type de cellule
immunitaire (les monocytes) lors d'une inflammation. C'est pourquoi les appeler des cellules
effectrices dérivées de monocytes (MDEC) ou des cellules dendritiques inflammatoires. SIRPa.
HLA-DR+ semblent différentes des cellules dendritiques habituelles, des monocytes et des

macrophages présents dans la couche interne de 1'intestin (LP) (Baba et al. 2013).

L'absence d'expression de la molécule SIRPa a la surface des macrophages résidents du tissu
intestinal humain pourrait conférer a ces cellules une aptitude accrue a 1'élimination des débris

cellulaires et des agents pathogenes via le processus de phagocytose (Baba et al. 2013).

1.1.5.2.2. SIRPa dans L’uvéite auto-immune

L'uvéite auto-immune est une maladie inflammatoire grave de 1'eeil qui peut entrainer une perte
de vision. Dans cette pathologie, le systtme immunitaire attaque par erreur la rétine et les tissus
de l'uvée (la couche intermédiaire de l'ceil) (Figurel.2), considérant ces structures comme

¢trangeres (Okunuki et al. 2021b).

13
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Figure 1.10. Inflammation de I’eil causée par une uvéite auto-immune (Bonnet et
Brézin 2020)

Le manque de la molécule CD47 protége efficacement contre l'uvéite auto-immune
expérimentale (EAU), une maladie animale qui ressemble a l'uvéite auto-immune chez
I'humain, chez les animaux qui n'ont pas CD47 (CD47-/-). Bloquer l'action des cellules
immunitaires CD SIRPa dans tout le corps de ces animaux sans CD47 a empéché la
multiplication des lymphocytes T CD4+ qui attaquent l'organisme, une étape cruciale pour que
I'EAU se développe. 1l est intéressant de remarquer que la microglie de la rétine, une cellule
immunitaire présente normalement dans la rétine, posséde la molécule SIRPa. Cependant, ces
cellules n'ont pas réussi a empécher 'EAU quand CD47 était absent. Ces observations montrent
que CDA47 joue un role important dans le développement des cellules CD SIRPa, ce qui est

essentiel pour le déclenchement de la maladie EAU (Okunuki et al. 2021b).

1.1.5.2.3. SIRPa dans la néphropathie diabétique
Les dommages aux cellules des glomérules rénaux appelées podocytes sont une étape clé dans

le développement de la maladie rénale chez les personnes atteintes de diabéte (néphropathie
diabétique ou DN) (Figurel.3). Un taux ¢élevé de sucre dans le sang (hyperglycémie), le stress
oxydatif, I'inflammation et d'autres éléments contribuent a détériorer ces podocytes dans la DN

(Y. Chen et al. 2024).
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Figure 1.11. Une membrane basale normale, puis apres une infection due a la
néphropathie diabétique (Monnier, Halimi, et Colette 2023)

La protéine SIRPa joue un rdle crucial dans le maintien de 1'équilibre métabolique et
immunitaire des podocytes, les cellules essentielles des glomérules rénaux. Des études sur des
souris modeles de néphropathie diabétique (DN) ont démontré que la suppression de SIRPa
dans les podocytes exacerbe les lésions de ces cellules, tandis que sa surexpression
transgénique les atténue. Le déficit en SIRPa semble agir comme un intégrateur moléculaire
du dysfonctionnement mitochondrial, de la réponse inflammatoire et de la glycolyse aérobie
anormale dans les podocytes, en régulant la translocation nucléaire de I'enzyme pyruvate kinase
M2 (PKM2). De maniére significative, les niveaux de protéine SIRPa dans les podocytes
diminuent progressivement avec l'avancement de la maladie chez les patients atteints de DN

(Y. Chen et al. 2024).

1.1.6. Potentiel thérapeutique

L'axe CD47/SIRPa est un mécanisme clé par lequel les cellules cancéreuses échappent au
systeme immunitaire. Les cellules tumorales surexpriment CD47, qui interagit avec le
récepteur SIRPa. des cellules immunitaires myéloides (macrophages, cellules dendritiques).
Cette interaction active des signaux inhibiteurs (via des phosphatases comme SHP-1 et SHP-
2), qui affaiblissent la réponse immunitaire en réduisant la mobilité des cellules immunitaires,
en inhibant des voies essentielles comme cGAS/STING pour la présentation d'antigenes, et en
diminuant la capacité des cellules dendritiques a activer les lymphocytes T. Ces effets
compromettent la destruction des tumeurs. Par conséquent, bloquer l'interaction CD47/SIRPa
représente une cible thérapeutique prometteuse pour les immunothérapies contre divers

cancers. En utilisant des stratégies comme les anticorps anti-CD47 ou les protéines de fusion
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SIRPa-Fc, on supprime le signal "ne me mangez pas". Cela permet aux macrophages et autres
cellules myéloides de mieux reconnaitre et détruire les cellules cancéreuses, activant ainsi la

réponse immunitaire naturelle contre la tumeur (Jiang et al. 2024)

Des anticorps monoclonaux ciblant CD47 ou SIRPa, ainsi que des protéines de fusion dérivées
de SIRPa, ont ét¢ développés afin de bloquer I’interaction entre CD47, exprimé a la surface
des cellules tumorales, et SIRPa, présent sur les macrophages. Ce blocage interrompt le signal
inhibiteur « ne me mangez pas », permettant ainsi la phagocytose des cellules tumorales. Selon
I’agent thérapeutique utilisé, plusieurs mécanismes antitumoraux peuvent étre activés :
I’activation de réponses immunitaires dépendantes du fragment Fc, telles que la cytotoxicité
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC), la phagocytose cellulaire dépendante des
anticorps (ADCP) et la cytotoxicité dépendante du complément (CDC) ; I’induction directe de
I’apoptose ; et la présentation des antigénes tumoraux par les phagocytes, favorisant
I’activation des lymphocytes T CDS8+. Ces effets affaiblissent la réponse immunitaire
antitumorale, faisant de ’axe CD47/SIRPa une cible prometteuse pour le développement de

nouvelles immunothérapies (Figurel.12) (Vanessa Gauttier et al. 2018)

Blocage sélectif SIRPa | Blocage CD47 Blocage sélectif SIRPx ~ Blocage CDA7

N\

®
-
A phagocytose A phagocytose A présentation antigene A présentation antigéne
! + opsonisation 2 réponses T N réponses T
| ? . V' Ac anti Ac anti- Antigéne
SIRPa FcR cDa? SIRPx <Day \rrcn SIRPy tumoral (CAH)

Figure 1.12. Le role central de I’interaction CD47/SIRPa dans la régulation de la
réponse immunitaire (Vanessa Gauttier et al. 2018).
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Les thérapies ciblant I’axe CD47/SIRPa peuvent également influencer 1’état de polarisation
des macrophages au sein du microenvironnement tumoral. De maniére simplifiée, on distingue
deux types de macrophages : les macrophages M1, a activit¢ pro-inflammatoire et
antitumorale, et les macrophages M2, qui exercent une fonction immunosuppressive et
favorisent la croissance tumorale. Cette polarisation est modulée par différentes cytokines,
telles que I’interféron gamma (IFN-y), I’interleukine-4 (IL-4) et I’IL-10, ainsi que par d'autres
signaux présents dans le microenvironnement tumoral. Des recherches récentes ont montré que
la polarisation des macrophages n’est pas rigide : les cellules peuvent exister dans des états
intermédiaires, dynamiques et parfois chevauchants selon les signaux regus. Ainsi, le blocage
de I’interaction CD47/SIRPa pourrait non seulement favoriser la phagocytose des cellules
tumorales, mais aussi orienter les macrophages vers un phénotype M1, renforcant la réponse

immunitaire contre les tumeurs (Weiskopf 2017)

1.2. Polymorphisme d’un seul nucléotide (SNPs)

1.2.1. Définition

Un polymorphisme mononucléotidique (SNP) représente la variation la plus élémentaire de la
séquence d'ADN entre différents individus. Ces modifications ponctuelles, qui peuvent étre des
transitions ou des transversions, sont distribuées a travers l'ensemble du génome avec une

fréquence approximative d'un SNP pour mille paires de bases (pb) (Shastry 2009a)

1.2.2. Types de polymorphisme mononucléotide

Selon le type de substitution

Peuvent étre des :

Transitions : remplacement d'une purine par une autre purine ou d'une pyrimidine par une autre
pyrimidine

Transversions : remplacement d'une purine par une pyrimidine ou I’inverse

(Shastry 2009a)

Selon leur localisation dans le génome

Il existe deux types principaux de SNPs :

Les SNPs codants

Les SNPs non codants

17



REVUE DE LA LITTERATURE

Les SNPs codants sont eux-mémes divisés en SNPs :
Synonymes (silencieux)

Non synonymes

(Shastry 2009b)

L'importance des SNPs non synonymes est claire, car les changements d'acides aminés qu'ils
entrainent peuvent potentiellement altérer la structure et la fonction des protéines. L'utilisation
de codons synonymes dans certains geénes est soumise a la sélection naturelle, ce qui peut
influencer le biais d'utilisation des codons. Par conséquent, les variations synonymes ne doivent

pas non plus étre négligées dans les études génétiques (Song et al. 2017)

1.2.3. Impact des SNPs sur ’expression des genes

La majorité des SNPs n'altérent pas les processus biologiques cellulaires, certains peuvent
conférer une prédisposition a certaines pathologies, moduler la réponse pharmacologique et
servir de biomarqueurs de susceptibilité aux maladies. Il est pertinent de souligner que les SNPs
situés dans les régions codantes des genes, entrainant une modification de la séquence des
acides aminés des protéines, seraient responsables d'environ la moitié des variations génétiques
connues associées aux maladies héréditaires. Inversement, les SNPs codants synonymes et
ceux localisés en dehors des régions codantes ou des promoteurs des génes peuvent également
impacter la liaison des facteurs de transcription et, par conséquent, l'expression génique. Une
¢tude approfondie des conséquences des SNPs sur le fonctionnement et la structure d'un gene
sera non seulement bénéfique, mais elle simplifiera également la distinction entre les
corrélations réelles et les résultats faussement positifs dans les analyses génétiques (Abdul

Samad et al. 2016)

1.2.4 Role des SNPs dans la diversité génétique et les maladies complexes

Ces variations génétiques ponctuelles peuvent étre la base des différences que 1'on observe
entre les personnes, participer aux changements qui se produisent dans I'ensemble de notre
matériel génétique au fil du temps, étre responsables de caractéristiques familiales communes
comme les cheveux bouclés, modifier la fagon dont chaque individu réagit aux médicaments,
et augmenter le risque de développer des maladies complexes et fréquentes telles que le diabeéte,

l'obésité, I'hypertension et les troubles mentaux (Shastry 2009a)
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1.2.5. Avancé et défis de la biodétection des SNPs

Les SNPs sont fondamentaux en génétique, influencant la variabilité individuelle, 1'évolution,
I'hérédité, la pharmacogénétique et les maladies complexes. Leur analyse est cruciale en
pathologie moléculaire pour le diagnostic précoce et 1'évaluation de la perte d'hétérozygotie.
Malgré les progres, 1'optimisation des stratégies de détection des SNPs reste essentielle. Les
technologies actuelles utilisent des biocapteurs fluorescents et électrochimiques, souvent
combinés a des nanomatériaux avancés (graphéne, nanoagrégats métalliques, points
quantiques) et des techniques d'amplification génique (RCA, SDA, LCR) pour accroitre la
sensibilité et la spécificité. Des outils comme CRISPR/Cas sont également exploités pour une
détection trés spécifique. La recherche continue de viser des méthodes de biodétection toujours

plus performantes pour exploiter pleinement le potentiel diagnostique et thérapeutique des

SNPs (Wu et al. 2023)

1.2.6 Prédiction des effets fonctionnels des SNPs non synonymes

Les SNPs non synonymes sont considérés comme "neutres" si la protéine résultant de cette
unique mutation ponctuelle ne présente pas de différence fonctionnelle significative par rapport
a la protéine de type sauvage. Inversement, ils sont qualifiés de "non neutres" lorsque la
protéine mutée montre des propriétés fonctionnelles distinctes de la forme non mutée. SNAP
(screening for non- acceptable polymorphisms), une méthode basée sur un réseau neuronal
pour la prédiction des effets fonctionnels des SNP non synonymes. SNAP n'a besoin que
d'informations de séquence en entrée, mais bénéficie d'annotations fonctionnelles et
structurelles, si elles sont disponibles. Plus important encore, SNAP a introduit une mesure
bien calibrée de la fiabilité de chaque prédiction. Cette mesure permettra aux utilisateurs de se
concentrer sur les prédictions les plus précises et/ou les effets les plus graves (Bromberg et

Rost 2007)

1.2.7. Variations génétiques de SIRPa

Le geéne SIRPa chez I'humain présente des variations génétiques (polymorphismes) qui
entrainent des changements dans les éléments constitutifs des protéines (acides aminés) situés
a la surface de la protéine SIRPa. Ces modifications n'altérent pas la capacité¢ de SIRPa a se
lier a son partenaire, la protéine CD47, qui ne présente pas de variations génétiques similaires.
Les polymorphismes de SIRPa pourraient étre le résultat d'une pression évolutive exercée par
la liaison de micro-organismes pathogénes ou de substances produites par ces pathogenes.

Cibler le récepteur inhibiteur SIRPa pourrait étre un avantage pour les agents pathogenes, car
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cela leur permettrait de diminuer l'activité des cellules immunitaires myéloides, facilitant ainsi

l'infection (Hatherley et al. 2014)

Des études antérieures a 1'échelle du génome GWAS (étude d'association pangénomique) ont
suggéré que les niveaux de plaquettes sanguines sont influencés par des facteurs génétiques
communs, notamment le géne SIRPA. Shoham et al ont approfondir cette observation, une
vaste méta-analyse a ¢t¢ menée sur les données de 752 910 individus, analysant 645 régions
indépendantes du génome. Cette analyse a révélé qu'une variation génétique spécifique située
dans la région 3'UTR du gene SIRPA (identifiée par rs3197744) est associée a la quantité de
plaquettes chez ces personnes (Shoham et al. 2023)

1.3. Etude in silico

1.3.1. Définition des essais in silico

Les essais cliniques occupent une place de plus en plus centrale dans la médecine moderne. Ils
permettent d’évaluer, de manicre scientifique et rigoureuse, les différentes stratégies
thérapeutiques et de valider les soins proposés aux patients. Ils constituent trés souvent le
fondement rationnel de 1’information fournie aux médecins pour les aider a adapter leurs
pratiques thérapeutiques. La lecture critique et 1’interprétation cohérente des essais cliniques
permettent de déterminer si les données disponibles apportent une preuve suffisamment fiable
pour garantir qu’un traitement apportera, en pratique, un bénéfice pertinent et suffisant pour

les patients (Beauchamp 2016).

Evaluer la qualité d’un essai clinique in silico repose sur des concepts méthodologiques et
statistiques parfois complexes, mais essentiels a maitriser pour intégrer de maniere impartiale
les données issues des publications scientifiques. Les grands principes méthodologiques
indispensables pour démontrer de fagcon incontestable le bénéfice clinique d’un traitement sont
abordés, ainsi que les principaux écueils ou biais pouvant conduire a des conclusions erronées
quant a I’efficacité d’un traitement. Sont également traitées les bases des tests statistiques
utilisés dans les essais cliniques, ainsi que certaines situations a risque comme les analyses
multiples, les analyses en sous-groupes, les analyses intermédiaires ou encore les essais de non-
infériorité, qui peuvent augmenter le risque d’erreurs d’interprétation (Aptel et al. 2011).
Contrairement aux méthodes traditionnelles in vivo et in vitro, qui sont lentes et couteuses

(Dabhi et Mistry 2014a).
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1.3.2. Analyse de polymorphisme in silico

Les méthodes in silico jouent un role clé¢ dans 1’orientation de 1’évaluation de produits pour
lesquels aucune donnée expérimentale n’est encore disponible. Par exemple, elles permettent
d’anticiper le potentiel génotoxique d’une molécule dés les premicres étapes du
développement, notamment lors du criblage. Cela permet d’écarter rapidement les composés
présentant un risque potentiel de cancérogénicité¢ (Claude, Goldfain-Blanc, et Guillouzo

2009)

En parall¢le, I’analyse in silico des polymorphismes a significativement amélioré 1’efficacité
du développement de marqueurs génétiques, en la multipliant par plus de trois. Elle a également
facilité la construction de cartes de liaison a haute densité, notamment chez 1’arachide cultivée

(Shirasawa et al. 2012)

L'algorithme a été utilisé avec ses parametres par défaut pour identifier des séquences

homologues dans la base de données UniProt (Dabhi et Mistry 2014b)

1.3.3. Modification post traductionnelle
1.3.3.1. Définition

Apres sa fabrication a partir du code génétique (traduction), une protéine peut subir des
transformations chimiques appelées modifications post-traductionnelles (MPT). Ces
modifications incluent 1'ajout de groupements chimiques spécifiques (phosphate, lipides,
glucides), la fixation d'autres protéines (comme l'ubiquitine), ou le clivage de la chaine
peptidique. La plupart de ces modifications se produisent sur des parties spécifiques des acides
aminés qui composent la protéine, celles qui ont des propriétés chimiques leur permettant de
réagir facilement. Quelques acides aminés sont rarement modifiés. Les MPT sont importantes
car elles peuvent changer la forme et le comportement de la protéine, ce qui influence

directement sa fonction dans la cellule (S. Li et al. 2009)

1.3.3.2. Phosphorilation
La phosphorylation est une modification post-traductionnelle qui se produit sur les protéines

apres leur production. Elle consiste a ajouter un groupe phosphate (provenant de I'ATP),
principalement a trois types d'acides aminés : la sérine, la thréonine et la tyrosine. Plus
rarement, la phosphorylation peut aussi concerner les histidines, les cystéines, et méme les

lysines et les arginines (Jin et Pawson 2012).
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Cette simple addition change la charge ¢électrique et la forme de la protéine, ce qui a pour effet
de modifier son comportement et son role dans de nombreux processus de signalisation a
l'intérieur de la cellule. La phosphorylation est donc un mécanisme fondamental pour contrdler
une grande variété de fonctions biologiques. La phosphorylation est au méme niveau
d'importance que l'ubiquitination (marquage pour la dégradation), I'acétylation (ajout d'un
groupe acétyle) et la protéolyse (découpage des protéines). Ces mécanismes permettent de

moduler l'activité et le devenir des protéines dans la cellule (Collins et Scott 2023).

1.3.3.3. Méthylation

La méthylation est un mécanisme clé de régulation épigénétique, c'est-a-dire une modification
chimique qui n'altéere pas la séquence de 'ADN mais influence l'activité des geénes. Ce
processus consiste a ajouter un groupe méthyle a des molécules cibles grace a des enzymes
appelées méthyltransférases. La méthylation est réversible et finement contr6lée par un
ensemble d'enzymes : les méthyltransférases (qui ajoutent les groupes méthyle), les
déméthylases (qui les retirent), et des protéines spécifiques qui reconnaissent les sites méthylés

et relayent le signal (Dai et al. 2021).

La méthylation des protéines est cruciale pour de nombreuses fonctions cellulaires, incluant les
interactions protéine-protéine et protéine-ARN, la localisation et le transport des protéines, le
traitement de ' ARN, l'assemblage ribosomique, la maturation des hnRNP, la précision de la
traduction, le métabolisme protéique et la signalisation cellulaire. Cette modification se produit
par l'ajout d'un groupe méthyle sur un atome d'azote (N-méthylation) ou de carbone (C-
méthylation). La N-méthylation touche majoritairement les résidus de lysine, arginine,
glutamine, histidine, alanine, proline, phénylalanine, asparagine et méthionine. La C-
méthylation concerne typiquement les résidus d'acide glutamique, d'acide aspartique et de
leucine. Un cas de S-méthylation, impliquant 1'ajout d'un groupe méthyle a un atome de soufre

de la cystéine, a également ét¢ observe (Polevoda et Sherman 2007).

1.3.3.4. Ubiquitination

L'ubiquitination est un processus post-traductionnel trés contr6lé qui consiste a attacher une
petite protéine appelée ubiquitine a d'autres protéines. Cette modification dynamique régule de
nombreuses fonctions essentielles de la cellule, comme le marquage des protéines pour leur
destruction, le déroulement du cycle cellulaire, la réparation des dommages a ' ADN et diverses
voies de communication a l'intérieur de la cellule. Ce processus est crucial pour s'assurer que

les protéines sont correctement produites et fonctionnent bien. Egalement, Un mauvais
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fonctionnement de I'ubiquitination peut étre a I'origine de maladies graves comme les cancers

et les maladies neurodégénératives (De Silva et Page 2023).

L'ubiquitination est fondamental pour de nombreuses fonctions vitales des cellules, comme
leur survie, leur spécialisation (différenciation) et les réponses immunitaires (innée et

adaptative) (Popovic, Vucic, et Dikic 2014).

Contrairement a la phosphorylation, qui consiste principalement a ajouter ou enlever un groupe
phosphate, le systéme de 1'ubiquitine est plus complexe. L'ubiquitine peut se lier a elle-méme
pour former de longues chaines, et il existe au moins huit fagons différentes pour ces chaines
de se construire. La maniere dont l'ubiquitine forme ces chaines sur une protéine modifiée
détermine son sort : soit elle est dirigée vers la dégradation par le protéasome (une sorte de
"poubelle" cellulaire), soit elle sert de signal pour recruter d'autres protéines et initier des

réactions en chaine (signalisation), soit elle est internalisée par la cellule (Komander 2009).

1.3.3.5. Carbonylation
La carbonylation des protéines, une caractéristique majeure des dommages oxydatifs, se

produit par I'ajout de groupes carbonyles (comme des aldéhydes, des cétones et des lactames)
aux chaines latérales des acides aminés des protéines. La mesure et la quantification de ces
groupes carbonyles sur les protéines sont couramment utilisées comme indicateurs du niveau
de stress oxydatif dans les cellules, le vieillissement et diverses maladies liées a 1'age

(Akagawa 2021).

Les avancées récentes dans 1'étude des protéines et des réactions d'oxydoréduction
(protéomique redox) ainsi que dans les techniques d'analyse par spectrométrie de masse ont
permis d'identifier des protéines endommagées par carbonylation dans différentes maladies. Il
est possible que cette carbonylation des protéines participe également aux mécanismes de
signalisation redox, jouant ainsi un role dans le développement des maladies. La création de
substances capables de réguler le niveau de carbonylation des protéines dans les cellules
pourrait ouvrir la voie a de nouvelles approches thérapeutiques pour traiter diverses affections

(Suzuki, Carini, et Butterfield 2010).

1.3.3.6. S-nitrosylation
La S-nitrosylation des protéines est un mécanisme clé par lequel le monoxyde d'azote (NO)

exerce son influence sur la communication entre les cellules. De plus en plus de preuves

suggerent que cette modification joue un réle important dans le fonctionnement normal de
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l'organisme ainsi que dans le développement de nombreuses maladies humaines. Un
déséquilibre de la S-nitrosylation peut provenir non seulement de problémes avec la
production, la localisation ou 'activité des enzymes qui fabriquent le NO (les synthases d'oxyde
nitrique), mais aussi d'anomalies dans les enzymes qui éliminent la S-nitrosylation, comme la
GSNO réductase. Bien que la production et l'activité des enzymes NOS soient des facteurs
¢évidents influengant la S-nitrosylation, d'autres éléments contribuent également a sa régulation

complexe (Foster, Hess, et Stamler 2009).

1.3.3.7. Tyrosine nitration

La nitration de résidus tyrosine dans les protéines, formant de la 3-nitrotyrosine, est une
modification post-traductionnelle causée par le stress oxydatif. Ce phénoméne se produit
lorsque des niveaux élevés d'especes réactives de l'oxygeéne coexistent avec le NO ou ses
dérivés, entrainant la formation d'agents nitrants comme le peroxynitrite. Des études récentes
ont montré que la nitration des tyrosines dans les protéines associées aux membranes
biologiques est liée a la peroxydation des lipides par une réaction qui implique 1'oxydation d'un

¢lectron de la tyrosine par les radicaux peroxyles lipidiques (Radi 2013).

La nitration est une réaction chimique qui ajoute un groupe nitro (-NO2) a une molécule. Dans
les organismes vivants, ce processus peut affecter différentes molécules comme les protéines,
les graisses (lipides) et 'ADN (acides nucléiques), ce qui peut modifier leur fonctionnement.
En ce qui concerne les protéines, certains de leurs composants de base, les acides aminés, sont
plus susceptibles d'étre nitrés. Ces acides aminés sont principalement la tyrosine (Y), le

tryptophane (W), la cystéine (C) et la méthionine (M) (Corpas et al. 2009).

1.3.4. Modélisation moléculaire

1.3.4.1. Généralités
La modé¢lisation moléculaire est une approche bioinformatique qui utilise des outils

numériques ("in silico") pour analyser les données de biologie moléculaire et structurale. Elle
permet de prédire et de visualiser les caractéristiques physico-chimiques des protéines ainsi
que la maniére dont elles interagissent ou se lient a d'autres molécules. Grace a cette technique,
il est possible de générer des représentations tridimensionnelles de la forme et des propriétés
des molécules étudiées. De nombreux logiciels de modélisation, souvent automatisés, sont

désormais disponibles pour faciliter les analyses (Castel et Tordo 2009).
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1.3.4.2. Modélisation moléculaire du complexe SIRPa/CD47

Steinkiihler et al ont étudié l'interaction entre les protéines CD47 et SIRPa, un modele
tridimensionnel de la protéine CD47 compléte liée a une partie de SIRPa (SIRPa-GST) a été
construit a I'aide d'informations de structures de protéines déja connues (codes PDB 2JJS,

2WNG et 1GTA) (Steinkiihler et al. 2018).

Pour modéliser le complexe CD47-SIRPa traversant une membrane, la partie
transmembranaire de CD47 a d'abord été modélisée (EVfold, PPM). Ensuite, les différentes
parties des protéines (CD47, SIRPa, GST) ont été assemblées sous la membrane (VDM) en
utilisant 1'interface connue de CD47-SIRPa (structure 2JJS). Les segments de liaison ont été
ajoutés (MODELLER), et le modéle obtenu a servi aux simulations moléculaires. Ces
simulations ont étudié¢ les conformations stables du complexe avec un mode¢le simplifié, traitant
les protéines comme des corps rigides avec des interactions au niveau des acides aminés. Une
force spécifique a maintenu l'interaction correcte entre les parties externes de CD47 et SIRPa,

et un pont disulfure connu a été simulé dans CD47 (Steinkiihler et al. 2018).

1.4. Problématique
Comment les variations génétiques dans la protéine SIRP alpha peuvent-elles modifier sa

structure et son interaction avec d’autres protéines ?

Certaines mutations dans le géne SIRP alpha peuvent influencer la forme et le fonctionnement
de cette protéine. Des outils informatiques (in silico) ont permis d’identifier plusieurs variations
génétiques potentiellement importantes, notamment : Q38H, G48E, R§9W, D103V, 1106M,
GI1178S, L53V, C558, C55R, C55G, C55F, C55Y et C55W, identifier par DAHMANI Rawnak
et BOUZOUINA Saida et ont mené une recherche sur 1’analyse in silico des SNPs a
conséquences fonctionnelles sur le CD172a en 2023 sous la direction du Dr. HADJIJ Zeyneb.
Ces modifications pourraient entrainer des changements dans la structure tridimensionnelle et

ou fonctionnelle de la protéine et affecter ses interactions avec d’autres protéines.

L’¢tude actuelle utilise des approches in silico pour prédire 1’impact de ces mutations sur la
structure et/ou la fonction de SIRP alpha et sur les modifications post-traductionnelles

possibles.
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1.5. Objectif
Explorer et prédire in silico I’impact des variations génétiques (SNPs) potentiellement délétere
sur la protéine SIRP alpha, et voir comment ces variations affectent ses modifications post-

traductionnelles, sa structure tridimensionnelle et/ou sa fonction.

1.6. But

Identifier les SNPs susceptibles d’affecter la structure et/ou la fonction de SIRPa.
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II. MATERIEL ET METHODES

2.1. Plan de I’étude

Les travaux de mémoire de fin d'études réalisés en 2022 par BENAMMAR Imane et
BENYAHIA Hadjer Marwa, sous la direction du Dr. Hadjidj Zeyneb, ont permis d'identifier
13 variations dans SIRPa (Q38H, G48E, R89W, D103V, 1106M, G117S, L53V, C55S, C55R,
C55G, C55F, C55Y, C55W)

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 travaux ont ét¢ menés au sein du Laboratoire Biologie Moléculaire Appliquée et

Immunologie dirigé par le Professeur ARIBI Mourad.

[ Analyse in silico des SNPs sur SIRP a ]
-

[ La base des données UNIPROTKB ]

La séquence protéique FASTA (ID P78324)

! !

[ Prédiction des sites de modification [ Analyse structurelle des nsSNPs dans ]

post-traductionnelle Les protéines

Modélisation des structures 3D des protéines par

PTM Site Phyre2
Phosphorilation GPS 6.0 NetPhos 3.1 MusiteDeep |
Mathylati GPE-MSP MusiteD ! Ly - .-
Stiyation 1.0 nsrelieep Modélisation des structures 3D des protéines par
Ubiquitination GPS-Uber MusiteDeep / SWISS MODEL
Domaine de liaison GPS-PBS MusiteDeep ! l
aux phosphoprotéines . . . .-
Carbonylation CarPs 7 7 Evaluations de la qualité des structures des protéines par
sites de nitration de la | GPS-YNO2 | DeepNitro i PROCHECK
tyrosine 1.0 |
S-nitrosylation GPE-5NO DeepNitro ! - R . ..
1.0 Evaluations de la qualité des structures des protéines par
ERRAT

Alignement des structures 3D des protéines par
TM-Align

Superposition des structures 3D des protéines par
Chimera

Figure 2.1. Study design
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2.2. Collecte de données et sélection de séquences de protéines
Les séquences primaires des protéines, correspondant aux geénes SIRPA a été obtenue a partir
de la base de données UniProt (The UniProt Consortium et al. 2025). La séquence en acides

aminés au format FASTA est disponible sous le numéro d’acces UniProt P78324 Pour SIRPA.

Afin d’obtenir la séquence mutée de la protéine étudiée, nous avons d’abord récupéré la
séquence primaire depuis la base UniProt. Cette séquence a ensuite été modifiée pour intégrer
les mutations spécifiques analysées, en remplagant les acides aminés d’origine par leurs

variantes mutées.

Site web: https://www.uniprot.org

=
h ",
UmPro.t..- BLAST Align Recherche de peptides Cartographie d'identification SPARQL  UniProtke " EEITREIES Recherche &ty 2 Aide

[Fanction % P78324 - SHPS1_HUMAN '

Noms et taxonomie

Protéine’ | Substrat de type non récepteur de la tyrosine- Acides aminés | 504 (aller ala séquence)
Localisation subcellulaire protéine phosphatase 1 Existencedes | Preuves au niveau des protéines
Gene' | rotéines®
Maladies et variantes SIRPA =
. Statut® | % UniProtKB examiné (Swiss-Prot) Score @9 =
PTM/Traitement d'annotation® =
Organisme* | Homo sapiens (Human) 2
Expression s
5
Z
Interaction Entrée Visionneuse de variantes Visionneuse de fonctionnalités Coordonnées génomiques Publications Liens ext &
Structure 4 ca— — >
. . & Outils * L Télé @& A F et . . N g
Famille et domaines £ Outils Télécharger Ajouter  Ajouter une publication ~Commentaires d'entrée

Séquence et isoformes

Fonction®

Récepteur de surface cellulaire de type immunoglobuline pour CD47. Agit comme protéine d'amarrage et induit la translocation de PTPNG,

Protéines similaires

PTPN11 et d'autres partenaires de liaison du cytosol a la membrane plasmique. Favorise I'adhésion des neurones cérébelleux, la croissance
des neurites et |a fixation des cellules gliales. Pourrait jouer un réle clé dans la signalisation intracellulaire pendant la synaptogenése et dans
la fonction synaptique ( par similarité ).

Figure 2.2. Recherche des séquences sur UniProt

2.3. Prédiction des modifications post traductionnelles
Pour nos analyses, nous avons étudié diverses modifications post-traductionnelles a 1’aide de
plusieurs outils bioinformatiques, 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/); I’ubiquitination par GPS-Uber (http://gpsuber.biocuckoo.cn/), et

MusiteDeep. Pour prédire les domaines de liaison aux phosphoprotéines nous avons utilisé

GPS-PBS (http://pbs.biocuckoo.cn/). Les sites carbonylation ont été prédits par iCarPS
(http://lin-group.cn/server/iCarPS/webServer.html).
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Enfin, pour la prédiction des sites de nitration de la tyrosine nous avons employé  Les
logiciels GPS-YNO2 1.0 (http://yno2.biocuckoo.org/) et DeepNitro
(http://deepnitro.renlab.org/webserver.html?fbclid=IwAR31XaPoaCnCgNy0OiaZjEaJ5uEiyeo3
hxzGiGixz5hvEx7P6GwLsxO36Xbc#result), et GPS-SNO 1.0 (http://sno.biocuckoo.org/)

pour les sites de S-nitrosylation

2.3.1. Prédiction des sites de phosphorilation
> GPSe6.0

Pour prédire les sites de phosphorylation spécifique des protéines, on a utilisée GPS6.0 (Group-
based prédiction systeme), un outil bioinformatique en ligne qui fournit une ou plusieurs
séquences protéiques au format FASTA et le serveur les analyse rapidement, présentant les
résultats sous forme de tableau interactif. GPS6.0 est un outil efficace et utile pour approfondir

compréhension des mécanisme de phosphorylation dans les protéines (M. Chen et al. 2023)
Pour nos prédictions sur ce site, nous avons utilisé le seuil moyen.

Site web: https://eps.biocuckoo.cn.

s-hm-:

WEB SERVER CITATION USER GUIDE LINKS DOWNLOAD CONTACT
PRODUCTS of CUECKOO % GPS INTRODUCTION: &2 i— ol E: -

i

Protein phosphorylation, catalyzed by protein kinases (PKs), is one of the most important post- ¥ Example
translational modifications (PTMs), and involved in regulating almost all of biological processes.

Here, we report an updated server Group based Prediction System (GPS) 6.0, for prediction of PK-
speclﬁc i eukaryotes. First, we pre-trained a general model using
490,762 non- redundam p- -sites in 71 teins. Then, transfer learning was conducted to obtain 577
PK-specific predictors at the group, family and single PK levels, using a well-curated data set of 30,043

known site-specific kinase-substrate relations (ssKSRs) in 7041 proteins. Ten types of sequence

features were extracted and integrated by 3 types of machine learning algorithms, including penalized

logistic regression (PLR), deep neural network (DNN), and Light Gradient Boosting Machine

UUbuddo (LightGMB). Using a newly collected data set of 326 ssKSRs, we compared other existing tools with [ 'ff;-*f“

Lestuptale Nt 2te) GPS 6.0, which exhibited a much higher accuracy on a number of well-studied PKs. Together with the AL,
evolutionary information, GPS 6.0 could hierarchically predict PK-specific p-sites for 44,046 PKs in 185
species. For users, one or multiple protein sequences could be inputted in the FASTA format, and the
output will be shown in a tabular list. Besides the basic statistics, we also int ted the knowledge Ly ¢
from 22 public resources to annotate the prediction results, including the experimental evidence, -
physical interactions, sequence logos, and p-sites in sequences and 3D structures.

For the help of GPS 6.0 and the tutorial, please refer to the USER GUIDE page.

> NetPhos 3.1 :

Pour prédire efficacement les sites de phosphorylation sur les résidus de sérine, thréonine ou
tyrosine dans les séquences protéiques NetPhos3.1, un outil qui emploie un réseau neuronal
(Biswas, Noman, et Sikder 2010). Pour nos prédictions sur ce site, nous avons utilisé¢ le Cutoff

0,5.

Site web: https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1
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Technologie de la santé de la DTU conact [T
- . . -—

Département des technologies de la santé -

Recherche Education Collaboration Services et produits Nouvelles A propos

> SERVICES ET PRODUITS DE TECHNOLOGIE DE SANTE DTU > SERVICES BIOINFORMATIQUES > NETPHOS-3.1 PARTAGER SUR m

ettt e e e 1 e g ot e e e et e e
Les prédictions spécifiques aux kinases sont identiques a celles de NetPhosk -_

1.0. Les prédictions sont effectuées pour les 17 kinases suivantes :

ATM, CKI, CKII, CaM-11, DNAPK , EGFR, GSK3, INSR, PKA , PKB, PKC, PKG, RSK, SRC, cdc2, cdk5 et p38MAPK .

Soumission Instructions Format de sortie PhosphoBase Télécnargemems
Soumission

Soumission de séquence : collez la ou les séquences et/ou téléchargez un fichier local

Collez une seule séquence ou plusieurs séquences au format FASTA dans le champ ci-dessous :

»>sp|P78324|5HPS1_HUMAN Tyrosine-protein phosphatase non-receptor &
type substrate 1 0S=Homo SapiEnS 0X=9606 GN=SIRPA PE=1 SV=2 v
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLIPVG

Soumettez un fichier au format FASTA directement depuis votre disque local :

Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Fi'g-ur-e 2.4._Prédiction-s des sites de phosphorylation par NetPhos 3.1

» MusiteDeep :

On a utilis¢ MusiteDeep, un outil de prédiction de sites de PTM. C'est le premier cadre
d'apprentissage profond qui nous permet de prédire directement des sites de phosphorylation,
qu'ils soient généraux ou spécifiques aux kinases, a partir des données de séquence brutes en
entrée. Il utilise pour cela des réseaux neuronaux convolutifs dotés d'un nouveau mécanisme
d'attention bidimensionnel. De plus, MusiteDeep nous offre la possibilité, en tant
qu'utilisateurs expérimentés, de former d'autres modeles de prédiction de PTM en utilisant nos
données personnalisées (D. Wang et al. 2017). Pour nos prédictions sur ce site, nous avons

utilisé le Cutoff 0,5.

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

MAISON Expérience professionnelle Télécharger v API Contact Aide Musite (version SVM)

MusiteDeep : un cadre d*apprentissage profond pour la prédiction du site de modification post-traductionnelle
des protéines

9495 visiteurs uniques
2388600 protéines transformées

169 acides aminés transformés
Soumettez votre/vos séquence(s)

Veuillez sélectionner un modéle de prédiction :

Phesphorylation (ST X

Collez la ou les séquences FASTA d'entrée (jusqu'a 10 séquences ou 5 000 résidus au total) dans la zone ci-dessous
Charger I'exemple FASTA

>sp|P78324|SHPS1_HUMAN Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SIRPA PE=1
sv=2
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSLIPYGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIR
IGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDITLKWFKNGNELSDFQTNVDPYGESVSYSIHSTA
KVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPLRGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETASTVTENKDGTYNWMSWL
LVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGOPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNTAAENTGSNERNIVIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREIT
QDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNRTPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

Figure 2.5. Prédictions des sites de phosphorylation, de méthylations et
d’ubiquitinations par MusiteDeep
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2.3.2. Prédiction des sites de méthylation
» GPS-MSP 1.0

Pour prédire des sites de méthylation sur les résidus de lysine et d'arginine dans les protéines,
on a utilisée GPS-MSP (Group-based Prediction System-Methyl-group Specific
Predictor), un outil bioinformatique se base sur des motifs de séquences conservées au sein de
groupes de protéines similaires. GPS-MSP permet également de prédire les types de
méthylation potentiels pour les sites modifiés (Deng et al. 2016). Pour nos prédictions sur ce

site, nous avons utilis¢ le seuil moyen.

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

ﬁr S'Mar 2 Jk/ﬁy/—yma/peg;/mﬁc Prediclo

Vewsion-14.0

® = =
The CUCKOO Workgroup THE egs ﬁgg WORKGROUP _ﬁ — /,‘.
e \.e
HOME WEBSERVER DOWNLOAD USER GUIDE LINKS CONTACT
PRODUCTS OF CUCKOO * GPS-MSP 1.0 Introduction«
L; PTMs Predi ] Protein methylation is one of the most important reversible post-translational modifications (PTMs). As a key regulator of numerous cellular
processes, protein methylation is involved in almost all aspects of cell metabolism, development and differentiation (Chen et al., 2006).
e ) Protein methylation can occurr on either backbone or side-chain of several types of amino acid residues including lysine (K), arginine (R),

proline (P), histidine (H), alanine (A), and asparagine (N) in the form of N-methylation (Bedford et al, 2005, Lee et al, 2005). Also, O-
E_ methylation of glutamic acids (E) and S-methylation of cysteine (C) and methionine (M) residues were also reported (Predel ef al., 1999,
Lapko et al, 2005). The predominant studies have focused on the N-methylation of lysine and arginine residues since they are widely
involved in cellular activities (Paik ef al., 2007, Guo ef al., 2014). Recently studies have shown that protein methylation plays an important
role in gene regulation, epigenetics, and disease development (Yu ef al, 2012, Brinkmann et al, 2014, Li et al, 2014, Zhang ef al, 2014).
Lysine methylation can be classified into mono- (K.momao), di- (K.di), and tri-methylation (K tri) according to the amount of hydrogen atoms
on amino-groups substituted by methyl-groups, while arginine methylation can be classified into mono- (R.mono), symmetry di- (R.s.di),
asymmetry di-methylation (R a di) (Paik ef al, 2007). Different methyltransferases catalyze different types of protein methylations. So far,
most studies have focused on the histone methylation, but as the rapid development of high-throughput methodology and technology, more
and more attention has been given to non-histone methylation. Benefit from the development of these techniques, the large-scale
identification of protein methylation has been greatly advanced recently.

Last update: Jun. 1st, 2023

Figure 2.6. Prédiction des sites de méthylation par GPS-MSP

2.3.3. Prédiction des sites d’ubiquitination
> GPS-Uber

Pour prédire les sites d'ubiquitination sur les protéines, on a utilis¢ GPS-Ubiquitination
(group-based Prediction System for Ubiquitination), une plateforme bioinformatique que
nous avons développée (C. Wang et al. 2022). Pour nos prédictions sur ce site, nous avons

utilisé le seuil moyen.

Site web: https://epsuber.biocuckoo.cn/index.php
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familles

3. Cliquez sur le bouton Soumettre.

& mise 4 jour - 7 novembre 2021

Option de sélection

= [F — Ubiquitination
O LANNEAU

Pour la prédiction avec |'identificateur de protéines , veuillez cliquer ici >>

la ou les sé

au format FASTA

>sp|P78324|SHPS1_HUMAN Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1 0S=Homo
sapiens OX=9606 GN=SIRPA PE=1 SV=2

SWRTERRE

GPLLCLLLAASC

IPVGP IQWFRGAGPGREL TYNQKEGHF PRVT TVSDLTKRNNMDF STRIGNITPADAGTYY

CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTEL

QUIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSL

TPQHTVSFTC DI

®[JLIRBR

@ [ [ HECT

@ [ [ iCullin RING
@[] LIAPC/C
®#0

@[] jAutre

Filtré par nom

TL DFQTHVD!

RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQUNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSHLLYNVSAHRDDVKL TCQVEHDGQPAWSK SHOLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNARET

THSTAKVVL TREDVHSQUICEVAHVTLQGDPL

TQDTNDITYADLNLI
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQUPRK

EYASIQT LTYADLDMVHLNR

[ Afficher les informations expérimentales

Figure 2.7. Prédiction des sites d’ubiquitination par GPS Uber

2.3.4. Prédiction des domaines de liaison aux phosphoprotéines
> GPS-PBS

Pour prédire les domaines de liaison aux phosphoprotéines, on a utilis¢ GPS-PBS (Group-
based Prediction System-Phosphoprotein Binding Site), un outil bioinformatique s'appuie
sur un algorithme basé sur les groupes, intégrant l'apprentissage profond et l'apprentissage par

transfert (Guo et al. 2020). Pour nos prédictions sur ce site, nous avons utilisé le seuil moyen.

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

MAISON

SERVEUR WEB

% Serveur Web GPS-PBS

GUIDE DE L'UTILISATEUR

HOST N ohors et

LINKS CONTACT

= [J . Phosphosérine/phosphothn
[ 114-3-3 Saisissez la ou les séquences au format FASTA
1L BRCT
O L FHA »sp|P78324|SHPS1_HUMAN Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1
@000 PeD 0S=Homo sapiens 0X=9686 GN=SIRPA PE=1 SV=2
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGE EELQVIQPDKSVLVAAGE TATLRCTATS LIPVGPIQWFRGAGPGRE L IYNQKEG

OSww HFPRVTTVSDLTKRNNHDFS IRIGNITPADAGTYYCVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTC
O LimH2 ESHGF SPRDITLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSTHSTAKVVL TREDVHSQVICEVAHVTLQGDP LRGTANLSETIRVPPT
O wp4o LEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTHLENGNVSRTETASTYTENKDGTYNWMSWL LVNVSAHRDDVK L TCQVEHDGQPA
O EeK VSKSHDLKVSAHPKEQGSNTAAENTGSNERNIVIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREITQDTN
] i Arrestin DITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDHMVHLNRTPKQPAPKPEPSFSEYASVQUPRK
OJLILRR

O D kix

OO IrF3

= [J 2 Phosphotyrosine (pY)

[ isH2
O e

OO Hys

O0c2

Seuil Console
OHaut @mMoyen OFaible O Tous ‘ Exemple ‘ Effacer ‘ Soumettre

Figure 2.8. Prédiction des domaines de liaison aux phosphoprotéines par GPS.PBS
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2.3.5. Prédiction des sites de carbonylation
» iCarPS

Pour prédire les sites de carbonylation des protéines, on a utilis¢ iCarPS, un outil
bioinformatique et un nouveau codage basé sur les coordonnées coniques des résidus, leurs
propriétés physicochimiques et un algorithme d'apprentissage automatique (D. Zhang et al.

2021)

Site web: http://lin-group.cn/server/iCarPS/webServer.html

i C arPS You can visit the LinDing_Group

to view more scientific achievements,

LWDWGmup

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 0X=9686 GN=TGFBR2
MGRGLLRGLWPLHIVLWTRIASTIPPHVQKSDVEMEAQKDEIICPSCNRTAHP LRHINND

MIVTDNNGAVKFPQLCKFCDVRFS TCONQKSCHSNCSITSICEKPQEVCVAVIWRKNDENT —Please choose a suitable type for prediction—
TLETVCHDPKLPYHDFILEDAASPKCIMKEKKKPGET FFMCSCSSDECNDNIIFSEEYNT o )
SNPDLLLVIFQUTGISLLPPLGVAISVITIFYCYRVNRQQKLS STWETGKTRKLMEFSEH ® Carbonyation Sites: K (lysine)
CATILEDDRSDISSTCANNINHNTELLPIELDTLVGKGREAEVYKAKLKQNTSEQFETVA O carbonylation Sites: P (proline)

VKIFPYEEYASWKTEKDIFSDINLKHENILQFLTAEERKTELGKQYWLITAFHAKGNLOE
YLTRHVISWEDLRKLGSSLARGIAHLHSDHTPCGRPKMPIVHRDLKSSNILVKNDLTCCL
CDFGLSLRLDPTLSYDDLANSGQYGTARYMAPEVLESRMNLENVESFKQTOVYSMALVLY @] Carbonylation Sites: T (threonine)
EMTSRCNAVGEVKDYEPPFGSKVREHPCVESMEDNYLRDRGRPEIPS FWLNHQGIQMVCE h
TLTECWDHDPEARLTAQCVAERFSELEHLDRLSGRSCSEEKIPEDGSLNTTK

@] Carbonylation Sites: R (arginine)

o

Console

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

Center for Informational Biology, University of Electronic Science and Technology of China, Sichuan, Chengdu 611731,China.

Figure 2.9. Prédiction des sites de carbonylation par iCarPS

2.3.6. Prédiction des sites de nitration des tyrosines
» GPS-YNO2:

Pour prédire les sites de nitration des tyrosines (PTN) dans les protéines, on a utilis¢ GPS-
YNO2, un logiciel bioinformatique .Cet outil intégre des algorithmes d'apprentissage
automatique pour identifier précisément les résidus modifiés. Au cours de la validation "leave-
one-out", 'outil a montré des performances prometteuses, atteignant une précision globale de

76,51 %, une sensibilité de 50,09 % et une spécificité de 80,18 % (Z. Liu et al. 2011).

Site web: http://yno2.biocuckoo.org/
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€8 GPS-¥NO2 1.0 — O
File Tools Help
Predicted Sites
Position Peptide Score Cutoff Cluster
392 ALLMARLYLVRIRQK 1.088 1.065 Cluster B
429 QDTNDITYADLNLPK 1.632 1.16 Cluster D

Enter sequence(s) in FASTA format

[-spIP78324|SHPS1_HUMAN Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SIRPA PE=1 | =
|Swv=2
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELOVIQPDKSVILVAAGETATLRCTATSL
PVGPIOWFRGAGPGRELIYNOKEGHFPRVTTVSDLTKRNMNMDFSIRIGNITPADAGTYY
ICVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
[TLKWFKMNGMNELSDFQTNVDPVYGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTAMNLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
[TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
IPAENT GSNERMNIYIVVGVWVCTLLVALL MAAL YLVRIROKKAQGSTSSTRLHEPEKMNAREI

Threshold

Console

< Hign ® Medium < Low < An [ E | Clear |

Figure 2.10. Prédiction des sites de nitration des tyrosines par GPS-YNO2

2.3.7. Prédiction des sites de S-nitrosylation
> Deep Nitro :

Pour prédire les sites de nitration et de nitrosylation dans les protéines, on a utilis¢é DeepNitro
un outil bioinformatique qui exploite I'apprentissage profond. II s'appuie sur plusieurs types de
caractéristiques biochimiques et séquentielles pour détecter avec précision les résidus modifiés

(Xie et al. 2018)

Site web:
http://deepnitro.renlab.org/webserver.html?fbclid=IwAR31XaPoaCnCgNy0iaZijEaJ5uEiyeo3
hxzGiGixz5hvEx7P6GwLsx036Xbc#result

o
DeepNitro~< )
Maison  Télécharger Base de données  Citation

Aide  Contact

T coller ou télécharger |I€S dONNées saisies

[»5p|P78324|SHPS 1_HUMAN Tyrosine-prolein phosphatase non-[eceplof type = ou sélectionnez les fichiers locaux & télécharger
lsubstrate 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SIRPA PE=1 SV=2
IMEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCT

TSLIPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGNITP

DAGTYYCVKFRKGSPDDVEFKS GAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVS
FTCESHGFSPRDITLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDY
HSQVICEVAHVTLQGDPLRGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRK |
FYPQRLOLTWLENGNVSRTETASTVTENKDGTYNWMSWLLVNYSAHRDDVKLTC
Exemples :

* format fasta pris en charge

* Taille du fichier de collage < 2 Mo OClair CExemple de Fasta

T Options

Figure 2.11. Prédiction des sites de S-nitrosylation par DeepNitro
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» GPS-SNO 1.0

Pour prédire des sites de S-nitrosylation sur les protéines, on a utilis¢ GPS-SNO 1.0, un logiciel

bioinformatique s'appuie sur une version améliorée de I'algorithme GPS (Xue et al. 2010)

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

€2 GPS-SMNO 1.0 — O =
File Tools Help
Predicted Sites

Position Peptide Score Cutoff Cluster

Enter sequence(s) in FASTA format
=sp|P78324|SHPS1_HUMAN Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate 1 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SIRPA PE=1 | =~
Sw=2

MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSL
IPVGPIOWFRGAGPGRELIYNOKEGHFPRVT TVSDLTKRMNNMDFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTEL SVRAKPSAPVWSGPAARATPOHTVSFTCESHGFSPRDI
[TLKWFKMNGMNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVL TREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQOQPVRAENQVNVTCOVRKFYPORLOLTWLENGNVSRTETAS
[TV TENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSMERMNIYIVVGVVCTLLVALL MAALYLVRIROKKAQGSTSSTRLHEPEKMAREI

Threshold Console

) High & Medium < Low o An [ Example | Clear | Submit

Figure 2.12. Prédiction des sites de S-nitrosylation des protéines par GPS-SNO

2.4. Modélisation moléculaire

» Modélisation par Phyre2

On a utilisé Phyre2, un ensemble d'outils bioinformatiques en ligne pour prédire les sites de
liaison des ligands, la structure 3D, la fonction et 1'impact des mutations protéiques avec une

interface simple pour des analyses protéiques avancées.

De plus, Phyre2 nous a permis d'utiliser ses outils supplémentaires pour identifier la structure
d'une protéine directement a partir d'un génome, de soumettre un grand nombre de séquences
protéiques simultanément pour une analyse en masse, et de rechercher et modéliser

automatiquement les protéines difficiles a analyser (Kelley et al. 2015)

Site web: http://www.sbe.bio.ic.ac.uk/~phyre2
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N ) P A £y : g : Date Sat May;l 00:14:07 BST 2025
l h_\] { Q / - / Unique Job ID 8dd115665b9f6be8

Sequence MEPAGPAPGR ... Download FASTA
Job Type normal
Job Expiry Renew for 30 days

Download zip of
‘ all results

Top model

Model (left) based on template c2wngA_

Top template information
PDB header: cell adhesion
Chain: A: PDB Molecule: TYROSINE-PROTEIN PHOSPHATASE
NON-RECEPTOR TYPE SUBSTRATE 1
PDBTitle: complete extracellular structure of human signal
regulatory protein (sirp) alpha
PDB Entry: PDBe RCSB PDBj

Confidence and coverage

Confidence: 100.0% Coverage:

305 residues ( 61% of your sequence) have been modelled with
100.0% confidence by the single highest scoring template.
Additional confident templates have been detected (see Domain
analysis) which cover other regions of your sequence.

478 residues ( 95%) could be modelled at >90% confidence using
multiple-templates.

You may wish to try resubmitting your sequence in "intensive"
mode to model more of your sequence.

Figure 2.13. Modélisation des structures tridimensionnelles des protéines par Phyre2

» Modélisation par SWISS-MODEL

Pour la modélisation par homologie des structures protéiques on a utilis¢ SWISS-MODEL,
une plateforme bioinformatique. Elle nous a permis de générer des modeles 3D de protéines a
l'aide de leurs séquences d'acides aminés, et ce, de maniére enticrement automatisée

(Waterhouse et al. 2018)

Site web: https://swissmodel.expasy.org/

Model Results o Orderby  GMQE ~
q 504
Model 01

Structure Assessment
=
ST Y Compare

Download fies & | Display files B

Oligo-State Gmae QMEANDIsCo Global
Monomer 0.59 @& 005
QMEANDisCo Local -~

v
A TYROSINE-PROTEIN PHOSPHATASE  Seq Identity
CEPTOR TYPE SUBSTRATE 1 95.929

slar structure of human signal requiatory  aeeeraB

Figure 2.14. Modélisation des structures tridimensionnelles des protéines par SWISS-
Model
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2.5. Evaluations de qualité des structures des protéines modélisées
> ERRAT

Pour évaluer la qualité des structures de protéines obtenues par cristallographie on a utilisé
ERRAT est un programme bioinformatique qui fonctionne en analysant les interactions entre
atomes qui ne sont pas liés, comparant ces interactions a une base de structures protéiques trés
faibles. Les zones problématiques sont mises en évidence en jaune (confiance de 95%) ou en
rouge (confiance 99%) permettant aux scientifiques de savoir quelles parties d’une structure

protéique sont moins faibles (Colovos et Yeates 1993)

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

UCLA-DOE LAB — SAVES v6.1 UCLA
Job 260391 has been created
New Job
job #260391: sauvage swiss model.pdb [job link] [3D Viewer]
ERRAT complete Verify3D
Determines the compatibility of an atomic|
model (3D) with its own amino acid
Overall Quality Factor sequence (1D) by assigning a structural
class based on its location and
environment (alpha, beta, loop, polar,
86.7987 nonpolar etc) and comparing the results
to good structures.
Results ' w)
WHATCHECK PROCHECK OPEN
Derived from a subset of protein Checks the stereochemical quality of a Uiz 202 G U 1 312l 5 el = (Gl

program to operate in this window. If you
know of a program that we could run
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Figure 2.15. Evaluations de la qualité des structures des protéines par ERRAT

» PROCHECK

Pour évaluer la qualité stéréochimique des structures protéiques tridimensionnelles on a utilisé
PROCHECK, est un outil bioinformatique qui examine en détail la géométrie de chaque résidu
ainsi que la conformation globale de la protéine afin de détecter d’éventuelles anomalies

structurales.

Site web: https://saves.mbi.ucla.edu/
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UCLA-DOE LAB — SAVES vb.1
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res des protéines par PROCHECK

Pour aligner la structure 3D de deux protéines on a utilis¢ TM-Align, un outil bioinformatique

qui utilise une combinaison du score TM et de la programmation dynamique (DP). TM-Align

se base sur les structures spatiales des protéines plutdt que sur leurs séquences d’acides aminés

(Y. Zhang et Skolnick 2005)

Site web: https://zhangeroup.org/TM-alien/

['M-align Results
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............................................................. ey
TM-align (Version 20190822)

* An algorithe for protein structure aligneent and cosparison

* Based on statistics:

0.0 < TH-score < 0.30, random structural similarity
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* Reference: Y Zhang and ) Skolnick, Nucl Acids Res 33, 2392-9 (2805)
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Figure 2.17. Alignement des structures d
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2.6. Alignement et superposition des structures tridimensionnelles des protéines
» Chimera

Pour la visualisation interactive et l'analyse de structures moléculaires on a utilis¢ UCSF
Chimera, un outil bioinformatique qui analyse les données associées aux structures, comme
les cartes de densité, les alignements de séquences, les résultats de docking moléculaire, et les

trajectoires de dynamique moléculaire, et Générer des images et animations de haute qualité

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

<) UCSF Chimera —

File Select Actions Presets Tools Favorites Help

Figure 2.18. Alignement et superposition des structures 3D des protéines par Chimera
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IV. DISCUSSION

La protéine SIRPa, présente a la surface de cellules myéloides telles que les macrophages, est un
récepteur clé interagissant avec CD47, une protéine exprimée par la plupart des cellules saines et
souvent surexprimeée par les cellules cancéreuses. Cette interaction agit comme un signal « don’t eat

me », empéchant les macrophages de phagocyter ces cellules.

L’année précédente, Dahmani Rawnak et Bouzouina Saida ont mené une étude in silico sur les SNPs
présents dans les genes SIRPa, SHP1 et SHP2, en évaluant leurs conséquences fonctionnelles ainsi
que leurs liens potentiels avec diverses pathologies. Leur analyse a permis d’identifier 23 nSSNPs dans
le géne SIRPa, 77 dans SHP1 et 472 dans SHP2, dont respectivement 13, 34 et 176 ont été considerés

comme des variants pathogenes a haut risque.

Nous avons poursuivi ce travail par une analyse in silico sur I’impact des variations identifi¢es sur les
modifications post-traductionnelles de la protéine SIRPa, ainsi que sur sa structure tridimensionnelle
et/ou sa fonction. Nous avons identifié 13 nsSNPs (Q38H, G48E, R89W, D103V, 1106M, G117S,
L53V, C55S, C55R, C55G, C55F, Ch5Y et C55W) ayant des conséquences structurelles et/ou

fonctionnelles sur SIRPa.

La prédiction des modifications post-traductionnelles (PTMs), réalisée a 1’aide de 12 outils
bioinformatiques, a mis en évidence plusieurs changements. Six sites de phosphorylation ont été
prédits dans la protéine SIRPa sauvage, localisés aux positions suivantes : G48E (52T), R89W (9171),
L53V (50T), C55S (50T), C55R (50T) et C55G (50T). Ces sites ont été supprimés aprés mutation.
Parallelement, deux nouveaux sites de phosphorylation ont été prédits dans la forme mutée de SIRPa
: G117S et C55S (55S).

Un seul site de méthylation a été identifié dans la protéine SIRPa sauvage a la position R89W,
supprimé apres mutation. Deux sites de carbonylation sur résidus arginine ont également été prédits :
I’un présent dans la forme sauvage a la position REOW (supprimé aprés mutation), I’autre introduit

dans la forme mutée a la position C55R.

Pour la modélisation moléculaire, deux outils d’homologie structurelle, Phyre2 et SWISS-MODEL,
ont eté utilises pour modéliser les structures tridimensionnelles des formes sauvages et mutées de

SIRPa, sur la base de modeles (templates) sélectionnés. Les similarités entre les structures ont été
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¢évaluées a I’aide de TM-align, tandis que leur visualisation et superposition ont été réalisées avec

Chimera.

Les résultats indiquent que certaines variations génétiques de SIRPo pourraient altérer sa structure
et/ou sa fonction. Notre étude suggere également que certaines mutations peuvent entrainer la
suppression ou I’apparition de modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation, la

méthylation ou la carbonylation.

En résumé, cette étude apporte un éclairage nouveau sur I’impact potentiel de plusieurs NSSNPS
identifiés dans la protéine SIRPa, en soulignant leur rdle possible dans la régulation fonctionnelle de
cette protéine par le biais d’altérations structurelles et de modifications post-traductionnelles. Certaines
mutations pathogenes identifiées pourraient étre liées a une altération de la réponse immunitaire innée,
favorisant ainsi le développement ou la progression de pathologies telles que les cancers ou les
maladies auto-immunes. Notre étude pourrait ouvrir la voie a une validation expérimentale des
résultats in silico, en vue de mieux comprendre 1I’impact des mutations identifiées sur la structure et/ou

la fonction et la régulation de la protéine SIRPa.
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V. CONCLUSION

La protéine SIRPa est un récepteur transmembranaire principalement trouvé a la surface des
cellules my¢éloides telles que les macrophages et interagit avec son ligand, la protéine CD47.
Notre ¢étude a permis d’analyser les effets fonctionnels et structurels de certains
polymorphismes mononucléotidiques (SNPs) sur les protéines SIRPa. Nous avons utilisé des
outils bioinformatiques pour prédire les modifications post-traductionnelles associées a ces
SNPs, considérés comme potentiellement déléteres, ainsi que la modélisation moléculaire pour

mieux visualiser leurs effets.

Les résultats ont montré que certaines variantes de la protéine SIRPa (G48E, R89W L53V,
C55S, C55R et C55G et G117S) pourraient provoquer des modifications post- traductionnelles,

notamment la phosphorilation, la méthylation et carbonylation.

En conclusion, cette étude fournit une base scientifique utile pour mieux comprendre 1’impact
possible de certains SNPs de SIRPa. Ces données pourront servir de support pour des
recherches expérimentales visant a confirmer ces effets et a explorer leur role dans le

développement de cette maladie.
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VII. ANNEXES

Les séquences FASTA des protéines sauvage et mutées

e SIRPa sauvage

>sp|P78324|SHPS1 _HUMAN Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type substrate | OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=SIRPA PE=1 SV=2
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

e SIRPa SNP : Q38H
> SIRPA

MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIHPDKSVLVAAGETATLRCTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

e SIRPa SNP : G48E
> SIRPA
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAEETATLRCTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

e SIRPa SNP : R§9W
> SIRPA
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPWVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK
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e SIRPa SNP : D103V
> SIRPA
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMVEFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

e SIRPa SNP : G117S
> SIRPA
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADASTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

e SIRPa SNP : 1106M
> SIRPA
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRCTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSMRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

e SIRPa SNP : L53V
>SIRPA
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATVRCTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

e SIRPa SNPsCS5S
>SIRPA
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRSTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
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TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

e SIRPa SNP : C55R
>SIRPA
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRRTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

e SIRPa SNP : C55G
>SIRPA

MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRGTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

e SIRPa SNP : C55F
>SIRPA
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRFTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK

e SIRPa SNP : C55Y
>SIRPA
MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRYTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK
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e SIRPa SNP : C55W
>SIRPA

MEPAGPAPGRLGPLLCLLLAASCAWSGVAGEEELQVIQPDKSVLVAAGETATLRWTATSL
IPVGPIQWFRGAGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRIGNITPADAGTYY
CVKFRKGSPDDVEFKSGAGTELSVRAKPSAPVVSGPAARATPQHTVSFTCESHGFSPRDI
TLKWFKNGNELSDFQTNVDPVGESVSYSIHSTAKVVLTREDVHSQVICEVAHVTLQGDPL
RGTANLSETIRVPPTLEVTQQPVRAENQVNVTCQVRKFYPQRLQLTWLENGNVSRTETAS
TVTENKDGTYNWMSWLLVNVSAHRDDVKLTCQVEHDGQPAVSKSHDLKVSAHPKEQGSNT
AAENTGSNERNIYIVVGVVCTLLVALLMAALYLVRIRQKKAQGSTSSTRLHEPEKNAREI
TQDTNDITYADLNLPKGKKPAPQAAEPNNHTEYASIQTSPQPASEDTLTYADLDMVHLNR
TPKQPAPKPEPSFSEYASVQVPRK
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Résumé

Dans cette étude, nous avons mené des analyses in silico afin d’évaluer I’impact fonctionnel de certains
polymorphismes mononucléotidiques (SNPs) sur la protéine SIRPa. Nous avons prédit les
modifications post-traductionnelles (PTMs) associées aux SNPs identifiés comme potentiellement
délétéres, ainsi que modélisé les structures tridimensionnelles des protéines mutées pour mieux
visualiser les altérations structurelles.

Pour cela, nous avons utilisé divers outils bioinformatique spécialisés dans la prédiction des PTMs, tels
gue GPS 6.0, MusiteDeep, NetPhos 3.1, GPS-MSP, GPS-UBER, GPS-PBS, CarSite-1I, GPS-YNO?2,
GPS-SNO 1.0 et DeepNitro. La modélisation moléculaire des protéines mutées a été réalisée a 1’aide
des logiciels Phyre2 et SWISS-MODEL, tandis que I’évaluation de la qualité des modéles a été assurée
par ERRAT et PROCHECK.

Nos résultats suggérent que certaines variations dans la protéine SIRPa (Q38H, G48E, R89W, D103V,
1106M, G117S, L53V, C55S, C55R, C55G, C55F, C55Y et C55W) pourraient induire diverses
modifications post-traductionnelles, notamment des phosphorylations, méthylations et carbonylation.
En conclusion, cette approche in silico constitue une base préliminaire pertinente pour comprendre les
effets potentiels de certains SNPs sur la fonction de SIRPa. Ces résultats pourront servir de point de
départ pour des investigations expérimentales futures visant a valider leur impact biologique.

Mots clés : modélisation moléculaire, modifications post-traductionnelles, polymorphismes
mononucléotidiques (SNPs), SIRPa.

Abstract

In this study, we conducted in silico analyses to evaluate the functional impact of certain single
nucleotide polymorphisms (SNPs) on the SIRPa protein. We predicted the post-translational
modifications (PTMs) associated with SNPs identified as potentially deleterious, as well as modeled
the three-dimensional structures of mutated proteins to better visualize structural alterations.

For this, we used various bioinformatics tools specialized in the prediction of PTMs, such as GPS 6.0,
MusiteDeep, NetPhos 3.1, GPS-MSP, GPS-UBER, GPS-PBS, CarSite-1I, GPS-YNO2, GPS-SNO 1.0
and DeepNitro. The molecular modelling of mutated proteins was carried out using Phyre2 and SWISS-
MODEL software, while the evaluation of the quality of the models was carried out by ERRAT and
PROCHECK.

Our results suggest that certain variations in the SIRPa protein (Q38H, G48E, R89W, D103V, 1106M,
GI1178S, L53V, C55S, C55R, C55G, C55F, C55Y and C55W) could induce various post-translational
modifications, including phosphorylations, methylations and carbonylation.

In conclusion, this in silico approach constitutes a relevant preliminary basis to understand the potential
effects of certain SNPs on the function of SIRPa. These results could serve as a starting point for future
experimental investigations aimed at validating their biological impact.

Keywords: molecular modeling, post-translational modifications, single nucleotide polymorphisms
(SNPs), SIRPa.
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