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Résumé

Résumé

SHP-2 est une protéine phosphatase jouant un réle central dans la transmission des signaux
intracellulaires impliqués dans la croissance, la différenciation et la survie cellulaires. Les
variations génétiques de type polymorphismes non synonymes (nsSNPs) peuvent modifier ses
propriétés structurales et fonctionnelles, influencant ainsi son activité biologique et son
implication dans diverses pathologies, notamment les cancers.

L’objectif de cette étude était d’évaluer I’impact potentiel des nsSNPs de SHP-2 a I’aide
d’une approche bioinformatique intégrée. Plusieurs outils bioinformatiques ont été utilisés
afin d’identifier les variants susceptibles d’altérer 1’activité de la protéine SHP-2, en
particulier ceux associés a un gain de fonction pouvant influencer les voies de signalisation
cellulaires.

Les variants sélectionnés ont ensuite été soumis a des analyses complémentaires portant sur
leurs effets fonctionnels, leur impact sur la stabilité protéique ainsi que leur localisation au
niveau des régions conservées au cours de 1’évolution. Un premier filtrage par SIFT,
PolyPhen-2 et PROVEAN a permis d’identifier 544 variants tolérés parmi les SNPs missense
sélectionnés. Ces derniers ont été analyses par MutPred?2 afin de prioriser les mutations
susceptibles d’induire un gain de fonction. Afin de préserver I’intégrité structurale de la
protéine, seuls les variants prédits comme bénins par les outils d’évaluation de stabilité (I-
Mutant, DUET) et par 1’analyse structurale (Missense3D) ont été retenus. Cette démarche a
permis d’aboutir a la sélection de 10 SNPs candidats, dont I’effet sur la stabilité des
interactions et I’affinité de liaison a été évalué par docking moléculaire.

Mots-clés : Axe CD47/SIRPa, caractérisation des SNPs, énergie d’intéraction, gain de
fonction, modification structurale, préparation in silico, SHP-2 (PTPN11).



Résumé

Abstract

SHP-2 is a protein phosphatase that plays a central role in the transmission of intracellular
signals involved in cell growth, differentiation, and survival. Non-synonymous single
nucleotide polymorphisms (nsSSNPs) may alter its structural and functional properties, thereby
affecting its biological activity and its involvement in various diseases, particularly cancers.

The aim of this study was to evaluate the potential impact of SHP-2 nsSNPs using an
integrated bioinformatics approach. Several bioinformatics tools were employed to identify
variants likely to affect SHP-2 protein activity, particularly those associated with gain-of-
function effects that may influence cellular signaling pathways.

The selected variants were then subjected to further analyses focusing on their functional
effects, their impact on protein stability, and their localization within evolutionarily conserved
regions. An initial screening using SIFT, PolyPhen-2, and PROVEAN identified 544 tolerated
variants among the selected missense SNPs. These variants were subsequently analyzed using
MutPred?2 to prioritize mutations likely to induce gain-of-function effects. To ensure the
structural integrity of the protein, only variants predicted as benign by stability assessment
tools (I-Mutant and DUET) and structural analysis (Missense3D) were retained. This
workflow resulted in the selection of 10 candidate SNPs, whose effects on interaction stability
and binding affinity were evaluated through molecular docking.

Keywords: CD47/SIRPa axis, SNP characterization, interaction energy, gain of function,
structural modification, in silico analysis, SHP-2 (PTPN11).
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Introduction :

L’oncogenése et I’évolution tumorale ne résultent pas uniquement d’une prolifération
cellulaire incontrolée, mais reposent étroitement sur la capacité des cellules cancéreuses a
mettre en place des mécanismes complexes d’échappement immunitaire. Parmi ces stratégies
de survie, la manipulation des points de contréle de I’immunité innée occupe une place

déterminante.

En particulier, I’activation de 1’axe de signalisation CD47—SIRPa constitue un point de
contréle immunitaire essentiel qui inhibe la phagocytose. Indispensable a lI'auto-tolérance
physiologique, ce mécanisme est détourné par les cellules cancéreuses qui surexpriment
CDA47 pour échapper a I'immunosurveillance innée. Cela permet aux cellules tumorales de
bloquer la phagocytose dépendante des macrophages, compromettant ainsi 1’une des

premicéres barriéres de défense de I’organisme (Dizman & Buchbinder, 2021).

Cet axe recrute et active la protéine tyrosine phosphatase SHP-2, codée par le gene
PTPN11. Lorsque SIRPa est activée, SHP-2 exerce un contréle inhibiteur sur la phagocytose
en déphosphorylant des cibles protéiques cruciales pour la dynamique cellulaire (Li et al.,
2023).

Cette action enzymatique bloque les processus d'attachement et de réorganisation structurale
indispensables a I'encapsulation des cellules cancéreuses par les macrophages (L.i et al.,
2023). En plus de cette action directe, SIRPa contréle la répartition intracellulaire de SHP-2,
influencant par conséquent I'équilibre de signalisation et favorisant un état macrophagique

immunosuppresseur (Shi et al., 2021 ; Eminaga et Bennett, 2008).

Cette voie est aujourd’hui une cible émergente des points de contrdle immunitaires
myeéloides. Elle montre une efficacité notable dans les cancers hématologiques, tandis que
dans les tumeurs solides, les inhibiteurs sélectifs de SIRPa (tels que 'ALX148) sont plus
performants, notamment en association thérapeutique. (Son et al., 2022).

Malgré ce succes, les taux de réponse varient et tous les patients ne bénéficient pas des
traitements actuels. Cette hétérogéneite de réponse peut étre expliquée par des variations
génetiques affectant le fonctionnement de cet axe, notamment les polymorphismes de type
SNPs du géne PTPN11. Les SNPs non synonymes (missense) localisés dans les régions
codantes peuvent perturber l'interface d'auto-inhibition entre les domaines SH2 et le domaine

PTP, stabilisant SHP-2 dans une conformation ouverte (Edouard et al., 2007 ; Eminaga et
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Bennett, 2008). Ces variants a gain de fonction présentent une activité phosphatase
constitutivement augmentée et une affinité renforcée pour SIRPa, ce qui peut intensifier la
signalisation inhibitrice et favorise I'échappement tumoral (Eminaga et Bennett, 2008 ; Xu
etal., 2021 ; Lietal., 2023).

Pour étudier ces mécanismes et comprendre comment les variants de SHP-2 influencent la
croissance tumorale, nous allons utiliser des approches in silico, car elles permettent
d’analyser rapidement les mutations, de prédire leurs effets sur la protéine et de modéliser
leurs interactions avec les traitements. Ces méthodes sont particuliérement pratiques car elles
sont plus rapides, moins colteuses et moins complexes que les expériences classiques, et elles

nous aident a mieux planifier et optimiser les stratégies d’immunothérapie ciblée.

Notre étude porte sur I'analyse fonctionnelle des variants a gain de fonction de SHP-2
amplifiant I’activité phosphatase au sein de la signalisation inhibitrice post-SIRPa dans le but

d’inhiber I’échappement tumoral.
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1.1. Généralités et Classifications :
1.1.1. Définition des PTPs

Les Protéines Tyrosine Phosphatases (PTPs) constituent une large famille d’enzymes
impliquées dans la transduction du signal, dont la fonction principale est de réguler les
niveaux de phosphorylation au sein de la cellule (Welsh et al., 2021). Elles agissent en sens
opposé des Protéines Tyrosine Kinases (PTKs) en catalysant I’hydrolyse des groupements
phosphate fixés sur les résidus phosphotyrosines des protéines (Chen et al., 2017 ; Welsh et
al., 2021).

Le génome humain code environ 107 PTPs, qui contrebalancent I’activité d’environ 95
PTKs, assurant ainsi un contréle précis de la signalisation cellulaire. Ce mécanisme est
fondamental pour le maintien de I’homéostasie, le contrdle de la prolifération, la

différenciation, ainsi que 1’adhésion cellulaire (Tautz et al., 2013).

Des mutations affectant les PTPs ont été associées a de nombreuses pathologies humaines,
notamment divers cancers, ainsi que des maladies métaboliques telles que le diabete de type 2
et ’obésité (Hendriks et al., 2013).
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Figure 1.1 : Structure du géne PTPN11 et domaines de la protéine
SHP-2(Yang & Lefebvre, 2025a).

1.1.2. Classification des PTPs :
Les génes PTP humains peuvent étre subdivisés en plusieurs classes selon la séquence de

leur domaine catalytique. Parmi celles-ci :
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La classe I représente le groupe le plus important, avec environ 100 génes (Chen et al.,
2017). Cette classe regroupe les PTP a cystéine, caractérisées par un mécanisme catalytique
reposant sur un résidu cystéine nucléophile situé¢ au sein du motif signature CXsR, hautement
conservé dans I’ensemble de la famille (Welsh et al., 2021). En raison de leur diversité
structurale et fonctionnelle, les PTP de classe | constituent la catégorie la plus vaste et la plus
hétérogene des phosphatases humaines (Chen et al., 2017 ; Tautz et al., 2013).

Cette classe | se subdivise en deux sous-familles fonctionnelles :

1. Les PTP classiques, specifiqguement dirigés contre les résidus phosphotyrosines

(pTyr). lls se décomposent eux-mémes en deux groupes (Welsh et al., 2021) :

o Les PTP récepteurs (RPTP), qui possédent un domaine extracellulaire, un

segment transmembranaire et un domaine catalytique intracellulaire

o Les PTP non récepteurs (NRPTP), localisés exclusivement dans le
compartiment intracellulaire. Ce dernier groupe inclut notamment le géne
PTPN11, codant la phosphatase SHP-2 (Andersen et al., 2001 ; Welsh et
al., 2021).

1.2. La Phosphatase SHP-2 (PTPN11) :

1.2.1. Structure et domaines SH2 et PTP :
Le produit protéique SHP-2 (Src Homology 2 domain-containing Protein Tyrosine

Phosphatase 2) est une phosphatase non réceptrice spécifique des résidus tyrosine,
il comporte 593 acides aminés (Chen et al., 2024). Ce dernier est codé par le géne PTPN11,
situé sur le chromosome 12, au locus 12q24.13, sur une région d’environ 91 kb (Yang &

Lefebvre, 2025b).

Sur le plan structural, SHP-2 est constituée d'un tandem de deux domaines SH2 situés a
I'extrémité N-terminale : le domaine N-SH2 (codé par les exons 2 et 3) et le domaine C-SH2
(codé par les exons 4 et 5). Elle comprend ensuite un domaine catalytique central (PTPase,
codé par les exons 6 a 13) qui renferme le site catalytique, la région fonctionnelle coeur de
I'enzyme ou s'effectue la réaction chimique de déphosphorylation des substrats (Yu et al.,
2014). Structurellement, ce site est délimité par cing boucles hautement flexibles (WPD, 5-
6, P, Q et pTyr) et repose sur des résidus d'acides aminés spécifiques, notamment la Cys459

qui joue le réle de nucléophile pour attaquer le groupement phosphate, et I'Arg465 qui
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stabilise le substrat (Moon, 2025; Yuan et al., 2020) , suivi d'une queue C-terminale (codée

par les exons 14 et 15) avec deux sites régulateurs de phosphorylation de la tyrosine

(Y542 et Y580), et d’un motif riche en proline (Hou et al., 2023; Lépez Moreno et al., 2025;
Yang & Lefebvre, 2025b).

Phosphotyrosine
recognition

Cys459 2
| J?'%:.-’ Zs,
e = e
%’._) C-terminal
N-terminal Phosphotyrosine

dephosphorylation

Figure 1.2 : Structure primaire et conformation tridimensionnelle de

SHP-2(Yang & Lefebvre, 2025b).
1.2.2. Mécanisme de fonction et d'auto-inhibition de SHP-2 :

SHP-2 est une protéine exprimée de maniere ubiquitaire dans la plupart des tissus et agit
comme un régulateur clé de multiples voies de signalisation. Elle exerce un réle activateur
positif sur des cascades majeures, notamment RAS/MAPK, PI3K/AKT et JAK/STAT, tout
en contribuant négativement a la régulation de 1’inflammation et de ’activation immunitaire
(Chang et al., 2022; Lopez Moreno et al., 2025). Le maintien de 1’équilibre entre sa
conformation ouverte active et son état basal autoinhibé repose sur un agencement précis et
controlé des interactions entre ses différents domaines

-7-
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Dans I’état basal autoinhibé, le domaine N-SH2 s’insére dans le site actif du domaine PTP,
cette interface constitue le site allostérique fonctionnel de SHP-2 qui limite 1’accés du substrat
au centre catalytique. Cette conformation fermée n’est pas aléatoire : elle est stabilisée par un
réseau dense d’interactions non covalentes. Par exemple, le résidu Glu76 (E76) du domaine
N-SH2 établit de fortes liaisons hydrogene avec Arg265 (R265) et Ser502 (S502) du domaine
PTP, contribuant a verrouiller la structure inhibée (Lépez Moreno et al., 2025; Pierotti &
Ko6hn, 2026a).

Lors de la stimulation de SHP-2 par des facteurs de croissance ou des cytokines activant les
récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK), ou encore par des protéines d’échafaudage, deux
résidus de tyrosine phosphorylée (pY) rapprochés spatialement interagissent avec le domaine
C-SH2, initialement disponible. La liaison de ce domaine au premier site pY augmente la
concentration locale du second site pY. Cette dynamique force le domaine N-SH2 a
réorganiser sa conformation tridimensionnelle afin de s’y lier, induisant une rotation
d’environ 120° de ce domaine par rapport au domaine PTP (Y. Song, Zhao, et al., 2022a).
Cette nouvelle architecture est incompatible avec I’ancrage du domaine PTP, exposant ainsi le
site catalytique et libérant I’autoinhibition, ce qui permet 1’activation de I’activité phosphatase

de SHP-2(Chang et al., 2022; Lépez Moreno et al., 2025).

Par ailleurs, la queue C-terminale spécifique de SHP-2 constitue une région régulatrice
additionnelle. La phosphorylation de la tyrosine Y542 perturberait I’interaction entre les
domaines N-SH2 et PTP, favorisant ainsi une conformation active. De maniére
complémentaire, la phosphorylation de Y580 augmenterait 1’efficacité catalytique de SHP-2

en renfor¢ant I’engagement du domaine C-SH2 (L6pez Moreno et al., 2025).
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Figure 1.3 : Formes autoinhibée et activée de SHP-2.

1.2.2. Stabilité de la protéine SHP-2 :
La protéine SHP-2 présente une dynamique conformationnelle essentielle a sa fonction

biologique, elle repose sur un équilibre entre deux états structuraux principaux :

= Un état fermé auto-inhibé, relativement stable et peu dynamique

= Un état ouvert actif, caractérisé par une forte flexibilité conformationnelle.

Dans le SHP-2 sauvage (WT) : L'état inactif est le point d'énergie le plus bas, ce qui
signifie gu'il est naturellement I'état le plus stable pour la protéine seule. Lorsque SHP-2 est
lié a un ligand, il doit franchir une barriére d’activation d’environ 70 kJ/mol pour adopter son

état actif.

v Les mutations altérent cet équilibre de stabilité, notamment la mutation E76K qui
déstabilise 1’état basal fermé et favorise un état ouvert actif, plus stable et plus
accessible. Dans ce contexte, SHP-2 devient constitutivement actif, méme en
I’absence de peptides activateurs.

v' Les approches thérapeutiques visent a restaurer cet équilibre initial comme dans le cas
de I’inhibiteur allostérique SHP099 (n’agit pas sur le site actif) qui stabilise la
conformation fermée de SHP-2, car il est efficace sur la forme sauvage mais son
efficacité est réduite dans le cas des mutants oncogéniques tels que E76K (Marasco

et al., 2023; Wujieti et al., 2024).
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1.3. L'Axe de Signalisation CD47-SIRPa. :
1.3.1. Présentation de I'axe CD47-SIRPa. :

Le CDA47 (Cluster of Differentiation 47), également connu comme integrin-associated
protein, est une glycoprotéine transmembranaire d’environ 50 kDa. Elle posséde un domaine
extracellulaire de type immunoglobuline (1gV), cing segments transmembranaires et une
courte queue intracellulaire. CD47 est exprimé dans de nombreux types cellulaires, y compris
les érythrocytes (Bouwstra et al., 2022).

CD47 interagit avec son récepteur inhibiteur SIRPa (Signal Regulatory Protein alpha),
exprimé a la surface des cellules myéloides telles que les macrophages, les cellules
dendritiques et les neutrophiles. SIRPa se caractérise par trois domaines extracellulaires de
type immunoglobuline — un domaine distal de type IgV et deux domaines proximaux de type

IgC — ainsi que par quatre résidus tyrosine dans sa région cytoplasmique.

Lors de ’engagement de CD47 avec SIRPa, les résidus tyrosine cytoplasmiques de SIRPa
subissent une phosphorylation, conduisant a I’activation de motifs ITIM (Immunoreceptor
Tyrosine-based Inhibitory Motifs). Ces motifs recrutent ensuite des phosphatases inhibitrices,

ce qui déclenche une cascade de signaux négatifs empéchant 1’activation de la phagocytose.

Cette interaction constitue un signal inhibiteur connu sous le nom de « don’t eat me »,
permettant aux cellules d’échapper a I’élimination par les macrophages. Les cellules
cancereuses exploitent fréguemment ce mécanisme en surexprimant CD47 afin de détourner
la signalisation CD47—SIRPa et ainsi échapper a la phagocytose et au contrdle immunitaire
(Bhardwaj et al., 2025; Tristan Maguet., 2020).

-10-
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Figure 1.4 : L’axe CD47-SIRPa "Don’t eat me".

1.3.2. Recrutement et activation de SHP-2 par les motifs ITIM de SIRPa :
L’activation du récepteur SIRPa par son ligand CD47 provoque la phosphorylation des

Blockade of
phagocytosis by CD47

o8

motifs de signalisation ITIM et ITSM (courtes séquences d’acides aminés contenant une
tyrosine) qui agissent comme des sites d’ancrage pour les domaines SH2 des SHP-2
(Logtenberg et al., 2020).

Parallelement, cette interaction déclenche la déneddylation de SHP-2 néddylée dans 1’état
basal, ¢’est-a-dire modifiée par la conjugaison de la protéine ubiquitine-like NEDD8 sur les
résidus lysine K358 et K364. L’engagement de CD47 avec SIRPa active la protéase
spécifiqgue SENP8 (sentrin-specific protease 8), qui catalyse la déneddylation de SHP-2 en
retirant les groupements NEDDS8. Ce processus relache 1’autoinhibition de SHP-2 et
déverrouille son domaine catalytique PTP, rendant la phosphatase pleinement fonctionnelle
(Kharitonenkov et al., 1997; Li et al., 2023).

L’ancrage de SHP-2 sur SIRPa est le point principal pour atteindre le but de cet axe,
induisant une paralysie mécanique et structurelle tres ciblée de la machinerie cellulaire du

macrophage :

« Sur le plan mécanique : la SHP-2 déphosphoryle directement des protéines a proximite
comme : les protéines associées aux intégrines et FAK (Focal Adhesion Kinase) et la

-11 -
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Vinculine et la paxilline ce qui renforcent les signal CD47-SIRPa, ce qui empéche le
macrophage de s‘ancrer fermement a sa cible (Li et al., 2023; Sabrin Mishel., 2023).

1. CD47-SIRPa Interaction 2. SHP2 dephosphorylation
Recruitment and activation of of nearby adhesion proteins
SHP2
' ™
Cancer cell

:nﬁffﬁ]fﬁ_ ____ff:fff"f
Q] [C) ® @

L Macrophage L
Preventing the macrophage from
firmly anchoring to its target

L ' Created in BioRender.com bio

Figure 1.5 : Recrutement et activation de SHP-2 via CD47-SIRPa.

« Sur le plan structurel : L’engloutissement de la cellule cible par le macrophage nécessite le
remodelage de la MEC suite & la formation d’une structure appelée la coupe phagocytaire
grace aux pseudopodes et I’utilisation des protéines motrices comme la myosine 1A qui

s’accumule au niveau de la coupe phagocytaire (Li et al., 2023; Logtenberg et al., 2020).

Lorsque le SHP-2 s’active, il bloque la formation de cette coupe en supprimant les
pseudopodes et désactivant la myosine I11A. Cela empéche le réarrangement du cytosquelette

d'actine nécessaire pour engloutir la cible, bloquant ainsi la phagocytose par le macrophage.

1.4. Les Polymorphismes Génétiques de SHP-2 :

1.4.1. Définition des polymorphismes génétiques :

Les polymorphismes sont considérés comme des biomarqueurs qui jouent un réle essentiel
dans le domaine biologique et médical (Eguia Del Valle et al., 2018). lls sont responsables de
la variabilité des traits physiques, de la susceptibilité aux maladies et de la reponse

-12 -
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différentielle aux médicaments, aux vaccins et aux agents pathogenes (A.F. Al-Koofee &
M.H. Mubarak, 2020; Sukhumsirichart, 2018).

Le polymorphisme génétique correspond a I’existence de plusieurs versions différentes
(appelées alleles) d’un méme segment d’ADN chez les individus d’une méme espece
(Teama, 2018). Ces variations se situent a un endroit précis et fixe du chromosome, appelé
locus. Bien que 99,9 % de I’ADN soit identique entre deux individus de I’espéce humaine, les
0,1 % restants sont représentés par les polymorphismes. Pour qu’une variation soit considérée
comme un polymorphisme, sa fréquence doit étre > 1 % (A.F. Al-Koofee & M.H. Mubarak,
2020; Sukhumsirichart, 2018).

Certains polymorphismes peuvent modifier I’expression de génes impliqués dans des
processus biologiques clés (comme la réponse inflammatoire ou la régulation cellulaire),

entrainant ainsi une dérégulation des mécanismes physiologiques espéce (Teama, 2018).

PMN
. AA|G|TC
C
G
T
cAAT C
G
cAA c|TC
G

Figure 1.6 : Variabilité génetique liée aux polymorphismes

mononucléotidiques.

Le polymorphisme le plus courant est le polymorphisme nucléotidique unique (SNP), car il
correspond a un changement d’une seule base azotée (nucléotide) a un endroit précis du
génome. L’effet d’'un SNP dépend de sa localisation génomique ou Il peut affecter des régions
non codantes (NcSNPS) qui sont souvent neutres ; cependant, lorsqu’il touche des régions

régulatrices, il peut influencer 1’expression génique en modifiant 1’épissage de I’ARNm, la

-13-
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stabilité de la transcription ou la liaison des facteurs de transcription (1. Udoh et al., 2021;
Kaur & Mukhopadhyay, 2022).

Dans les régions codantes, lorsque la variation ne change pas 1’acide aminé de la protéine,
on parle de SNPs synonymes. En revanche, lorsque cette substitution entraine I’incorporation
d’un acide aminé différent au sein de la chaine polypeptidique, on parle de SNPs non
synonymes (missense). Ce type de SNP peut altérer la structure et la fonction de la protéine
(1. Udoh et al., 2021; Kaur & Mukhopadhyay, 2022).

Dans notre recherche, nous nous concentrons sur ces SNPs missense affectant la protéine
SHP-2, pouvant provoquer un gain de fonction, en particulier ceux classés comme SNPs

tolérés.

Non-synonymous SNPs (missense)
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Figure 1.7 : SNPs Faux sens (missense).

1.4.2. Les SNPs augmentant I'activité phosphatase :
Dans certains cas particuliers, la conformation auto-inhibée et 1’activité catalytique de la

phosphatase SHP-2 peuvent étre altérées par des mutations ponctuelles de type SNP faux-sens
affectant le géne proto-oncogéne PTPN11. Ces substitutions d’acides aminés peuvent induire
des modifications structurales de la protéine sauvage SHP-2, conduisant soit a des pertes de
fonction (LOF), soit a des gains de fonction (GOF).

Les mutations entrainant une perte de fonction peuvent perturber la formation de la surface
de reconnaissance du substrat phosphotyrosine (pTyr) et altérer I’activité de

déphosphorylation. Ce phénoméne résulte notamment d’une diminution de I’interaction

-14 -
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intramoléculaire entre le domaine N-SH2 et le domaine catalytique PTP, compromettant ainsi

la reconnaissance et la liaison du substrat.

A I’inverse, certaines mutations induisent un gain de fonction en favorisant I’adoption d’une
conformation ouverte de la protéine. Dans cet état, le domaine N-SH2 se déplace vers le coté
opposé du domaine PTP, a la suite d’une rotation du domaine C-SH2 d’environ 120° par
rapport a celui-ci. Cette réorganisation structurale augmente 1’accessibilité de la poche
catalytique et entraine la transition de 1’état auto-inhibé vers un état activé de la protéine
(Rafiq et al., 2025; Um et al., 2025).

Ces variants peuvent étre associés a différentes pathologies, notamment des syndromes du
développement et des hémopathies malignes. Par exemple, certaines mutations du géne
PTPN11 sont impliquées dans le Syndrome de Noonan (ex. : D61G) et le Syndrome
LEOPARD (ex. : Y279C), ainsi que dans divers troubles neurodéveloppementaux et certaines
leucémies (ex. : E76Q) (Rehman et al., 2019; Tajan et al., 2015).

Le SNP E76Q correspond a une mutation somatique de type gain de fonction (GOF) de la
protéine SHP-2. Cette altération est identifiée chez environ 35 % des patients atteints de
Leucémie myélomonocytaire juvénile (JMML). Elle affecte ’exon 3 du gene, qui code pour
le domaine régulateur N-SH2. Cette mutation correspond a la substitution de 1’acide aminé

glutamate par une glutamine en position 76 (E76Q).

Cette substitution entraine une diminution des interactions intramoléculaires stabilisant
I’état auto-inhib¢ de la protéine, en perturbant les interactions d’interface Q256/F7 et
S502/Q76, ainsi qu’en affaiblissant les interactions Q256/R4, Q510/G60 et Q506/A72 entre
les domaines N-SH2 et PTP. En conséquence, la boucle D'E (un interrupteur conformationnel
situé dans le domaine régulateur N-SH2) s’éloigne du site catalytique du domaine PTP, ce qui
favorise la dissociation de I’interface N-SH2/PTP et contribue a la stabilisation d’une

conformation ouverte et catalytiquement active de la protéine (Rehman et al., 2019).

1.5. Gain de Fonction et Modifications Post-Traductionnelles de SHP-2 :

1.5.1. Modifications post-traductionnelles :
Apreés la synthése des proteines, elles vont subir des changements chimiques impliquant
I’ajout ou la modification de liaisons covalentes sur les acides aminés c’est ce qu’on appelle

les modifications post-traductionnelles des protéines (MPT). Ces modifications augmentent

-15-
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fortement la diversité fonctionnelle des protéines et sont essentielles a la complexité des

organismes.

Ces MPT peuvent modifier plusieurs propriétés des protéines, notamment leur
conformation, leur activité enzymatique, leur localisation cellulaire, leur stabilité, leurs

charges ¢électriques et leurs interactions avec d’autres molécules biologiques.

On dénombre aujourd’hui plus de 650 types, parmi les plus connues : la phosphorylation,

I’ubiquitination, la glycosylation, la méthylation, la SUMOQylation (Zhong et al., 2023).

Le SHP-2 subit aussi des modifications parmi eux la phosphorylation qui est une
modification réversible et fondamentale car elle joue un role critique dans le passage de
I’enzyme d’un état basal auto-inhibé a un état actif (Marasco et al., 2021). Cette
phosphorylation affecte le domaine C-terminale plus précisément les résidus Y542, Y580 ce
qui mene a I’activation indirect de cette protéine et d’agir comme une protéine adaptatrice qui
recrute des partenaires de signalisation (Grb2/SOS) (Asmamaw et al., 2022; Y. Song, Zhao,
et al., 2022b).

En outre, des découvertes récentes indiquent que la phosphorylation du domaine N-SH2 lui-
méme (site Y62) augmente directement 1’activité catalytique de la phosphatase et induit une
conformation ouverte et active de SHP-2, similaire a celle observée dans les formes

constitutivement actives (Karunaraj et al., 2025; Pierotti & Kdhn, 2026b).

Indirect activation of SHP2

Y542
Y580  Recruitment of signaling @
—_—
)\ / partners
C-terminal

Y62 Direct activation of shp2

Phosphorylation of Y542 and Y580

N-SH2 C-SH2 a —» relieves autoinhibition

Phosphorylation of Y62

—» stabilization of the open conformation

Figure 1.8 : Mécanisme de phosphorylation de SHP-2.
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1.5.2. Gain de fonction :

Est un phénomene biologique qui permet & une protéine d’augmenter son activité,
d’acquérir une nouvelle fonction ou de présenter une activation persistante dépassant ses

limites physiologiques normales (Matozaki et al., 2009; Scheiter et al., 2024).

Ce gain de fonction (GOF) est freqguemment provoqué par des mutations appelées mutations
de gain de fonction. Ces derniéres modifient les profils d’expression qui se produisent dans

les régions regulatrices des génes (Rougvie, 2013).

Ces mutations peuvent affecter la protéine tyrosine phosphatase SHP-2, ou elles induisent

un passage vers un état de gain de fonction selon les mécanismes suivants :

e Rupture de I’auto-inhibition conformationnelle : Le gain de fonction provoque des
modifications structurelles déstabilisant le verrou qui bloque 1’accés au site actif
(Matozaki et al., 2009), forgant la protéine a rester dans une conformation ouverte et
active (Rafiq et al., 2025; Scheiter et al., 2024).

e Altération de ’interface de verrouillage : Des résidus spécifiques, notamment au
niveau de I’exon 3 (domaine N-SH2), constituent des points critiques. Des
changements affectant des résidus tels que E76 ou D61 affaiblissent les liaisons
hydrogene et les interactions ioniques qui maintiennent le verrou fermé (Rafiq et al.,
2025).

1.6. Conséquences Pathologiques et Ciblage Thérapeutique de SHP-2 :
1.6.1. Pathologies associées a la perturbation de SHP-2 :

Des mutations du géne PTPN11 peuvent perturber ’activité de SHP-2 et sont impliquées
dans plusieurs pathologies humaines distinctes, incluant des syndromes développementaux et

des cancers. Parmi celles-ci :

1.6.1.1. Syndromes génétiques :

1.6.1.1.1. Syndrome de Noonan :
Le syndrome de Noonan est un trouble autosomique dominant caractérisé par une petite

taille proportionnée, un dysmorphisme facial typique et des anomalies cardiaques
congénitales. Environ 50 % des cas sont attribués a des mutations du géne PTPN11, telles que
D61G et N308D. La plupart de ces mutations affectent des résidus situés a ’interface entre les
domaines N-SH2 et PTP, entrainant une augmentation de 1’activité enzymatique de SHP-2 et

une activation accrue de la voie de signalisation RAS/ERK.
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1.6.1.1.2. Syndrome LEOPARD :
Le syndrome de LEOPARD, également de transmission autosomique dominante mais plus

rare, constitue une entité distincte. Son acronyme correspond a ses principales manifestations
cliniques : lentigines multiples, anomalies de la conduction cardiaque, anomalies génitales,
retard de croissance, hypertélorisme oculaire et surdité. Cette pathologie est majoritairement

associee a des mutations du gene PTPN11, notamment la mutation Y279C.

Contrairement au syndrome de Noonan, les mutations impliquées dans le syndrome de
LEOPARD touchent principalement des résidus du domaine PTP, ce qui conduit a une
diminution significative de 1’activité catalytique de SHP-2 ainsi qu’a une réduction de

I’activation de la voie RAS/ERK (Qiu et al., 2014).

1.6.1.2. Maladies auto-immunes et auto-inflammatoires :
La phosphatase SHP-2 agit comme un régulateur central de la signalisation pathogénique,

particulierement dans :

1.6.1.2.1. Lupus érythémateux systémique :
Une maladie auto-immune caractérisée par des signes cliniques touchant plusieurs organes

comme la peau, les reins, le SNC, le systeme cardiovasculaire...(Crow, 2023) Ces
manifestations reflétent le dysfonctionnement du systeme immunitaire, ou SHP-2 joue un réle
majeur ; car il participe a la régulation négative de 1’activation des LT via trois mécanismes

principaux :
e L’inhibition de la voie de contrdle PD-1 et le blocage de 1’axe CD28-NFxB-AKT,

empéchant ainsi I’autorégulation des cellules T.

o L’amplification de la voie ERK1/2, et il favorise I’expansion clonale des cellules T

autoréactives.

o Déphosphoryle les protéines STAT et la production des cytokines pro-inflammatoires
IL-17 (Le Sommer & Kontaridis, 2025).

1.6.1.2.2. Psoriasis :
Une maladie auto-immune et auto-inflammatoire hybride, elle est caractérisée par une

prolifération excessive des cellules épidermiques, une peau séche, rouge, des démangeaisons

et des squames.
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A cet égard, SHP-2 intervient majoritairement dans I’immunité innée, ou les neutrophiles la
surexpriment. Cette protéine favorise la formation des piéges neutrophiliques (NET) en

maintenant les lésions cutanées.

Cependant, elle intervient aussi dans les macrophages, car elle déphosphoryle TLR7,
facilitant son clivage, ce qui induit une production d’IL-23, régulant ainsi les réponses T, en

particulier les

1.6.1.3. Cancers:

Dans ce cas-1a, SHP-2 participe a plusieurs processus tumoraux, car il facilite I’invasion
tumorale et la métastase. Comme dans le cancer du sein, il active plusieurs protéines (ex : Src,

ERK...) qui augmentent la migration cellulaire.

Cependant, dans I’apoptose, SHP-2 agit comme un inhibiteur, ou il empéche la destruction
des cellules cancéreuses. De plus, les mutations a gain de fonction rendent la protéine
hyperactive, comme dans le cas de E76K, ce qui va bloquer I’apoptose et les cellules

tumorales ne meurent pas.

SHP2 participe également a la prolifération des cellules tumorales et a la régulation du cycle
cellulaire ; car il favorise la croissance des cellules cancéreuses en activant les voies de
signalisation ERK et PI3K/AKT. Il permet de passer d’une phase a une autre dans le cycle et
aide les cellules a échapper a la sénescence. En plus, dans les cellules HeLa, SHP-2 contréle
les points de contréle régulant le cycle cellulaire.

Enfin, il participe aussi a I’activation des voies qui rendent la cellule cancéreuse moins
sensible aux médicaments. C’est pourquoi, aujourd’hui, les chercheurs s’intéressent beaucoup

a SHP-2 comme cible thérapeutique (Zhang et al., 2015).

1.6.1.4. Maladies neurodégénératives :
Dans le cadre des maladies neurodégénératives (ND) comme la maladie d’ Alzheimer et de

Parkinson, SHP-2 est exprimée principalement dans différents types de neurones, tandis que
les cellules gliales en expriment trés peu. Elle émerge comme un régulateur moléculaire clé

dont les effets sont souvent bidirectionnels :

Une réduction de SHP-2 dans les cellules précurseurs du cerveau empéche la formation
normale des neurones, ce qui signifie que cette derniére aide les cellules souches neurales a

devenir des neurones plutdt que d’autres types cellulaires.
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Un mauvais controle de SHP-2 peut perturber 1I’équilibre entre les différents types

cellulaires du cerveau et entrainer des troubles neurologiques.

Par exemple, dans la maladie d’ Alzheimer, SHP-2 interagit directement avec la protéine
Tau, ce qui active la voie de signalisation MAPK et induit une entrée anormale des neurones

dans le cycle cellulaire, menant a leur perte.

A I’inverse, SHP-2 peut aussi jouer un role protecteur, car elle permet d’atténuer les déficits
cognitifs et la perte synaptique en favorisant la mitophagie (élimination des mitochondries
défectueuses) (Pang et al., 2025a).

1.6.2. Thérapies ciblant SHP2 :
Compte tenu de son role central dans de nombreuses pathologies, SHP-2 s’impose

aujourd’hui comme une cible thérapeutique prometteuse. En raison de son réle bidirectionnel,
les stratégies thérapeutiques visent soit a augmenter son activité, comme dans le cas des
maladies neurodégenératives (Pang et al., 2025b), soit a la réduire, notamment dans le
cancer, ou SHP-2 participe a I’activation de voies de signalisation conférant aux cellules
tumorales une résistance aux traitements, ainsi que dans certaines pathologies auto-immunes
(Z. Song et al., 2021; J. Wang et al., 2016).

1.6.2.1. Thérapies augmentant I'activité (approche knockout) :
++ Dans le contexte des maladies neurodégénératives, SHP-2 présente des propriétés

bénéfiques. A cet effet, les chercheurs ont développé des approches thérapeutiques visant

a renforcer son activité, telles que :

v La lovastatine : identifiée comme un activateur prometteur de SHP-2, elle est étudiée
pour son potentiel thérapeutique dans la maladie de Parkinson. Elle favorise la
translocation de SHP-2 vers les mitochondries, permettant la déphosphorylation de

Parkin et I’induction de la mitophagie.
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Lovastatin

Figure 1.9 : Structure chimique de la lovastatine (PubChem).

v Vsésicules extracellulaires modifiées (MSC-EVs-SHP-2) : des nanovésicules
enrichies en SHP-2, dérivées de cellules souches mésenchymateuses, ont été
développées pour le traitement de la maladie d’ Alzheimer, ou elles contribuent a

promouvoir la mitophagie (Pang et al., 2025b).

1.6.2.2. Thérapies réduisant I'activité (approche knockdown) :
% Dans le méme contexte des maladies neurodégénératives, une hyperactivation de SHP-2

peut également entrainer des effets déléteres. Certaines approches thérapeutiques visent a

inhiber son activite :

v L’inhibiteur allostérique SHP099 : 1’un des inhibiteurs de SHP-2 les plus étudiés,
car il se lie & cette derniere et stabilise sa conformation auto-inhibée en se fixant a
I’interface des trois domaines (N-SH2, C-SH2 et PTP) et il contribue a la régulation
de la croissance neuronale et de la neurogenése. Cet inhibiteur a été exploré dans le
contexte de 1’épilepsie (Pang et al., 2025b).

e Ensituation tumorale, I'encodage de la protéine agit comme des facteurs oncogénes chez
les patients atteints de cancers hématologiques. Les inhibiteurs de SHP-2 permettent de
resensibiliser les cellules tumorales aux traitements, auxquels elles deviennent résistantes
en raison de I’hyperactivation de SHP-2 :

v Parmi eux, le méme inhibiteur allostérique SHP099 agit en stabilisant la
conformation auto-inhibée de la SHP-2 de type sauvage, une conformation
habituellement destabilisée par les mutations oncogeniques (LaRochelle et al., 2018).
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Cl
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Figure 1.10 : Représentation structurale de I’inhibiteur allostérique

SHP099 (S. Wang et al., 2020).

v' Le PF-07284892 (ARRY-558) : il s’agit d’un inhibiteur allostérique puissant et
hautement sélectif de SHP2, qui maintient la protéine dans sa conformation inactive.
Il se lie a une région spécifique située dans un tunnel formé entre les domaines N-
SH2, C-SH2 et PTP. Sa structure chimique lui permet de s’insérer plus profondément
dans ce site par rapport aux autres inhibiteurs de sa classe, établissant des interactions
renforcées qui conférent une sélectivité élevée vis-a-vis d’autres phosphatases,
notamment SHP-1. Parmi les cancers traités par cet inhibiteur il y a le cancer
colorectal, le cancer de 1’ovaire et le cancer du pancréas (Y. Song, Wang, et al.,

2022).

NH;

N==N

a—d N

—N

HoN

Figure 1.11 : Organisation structurale de ’inhibiteur PF-07284892
(PubChem).

e Dans le lupus érythémateux, I’inhibiteur 11a-1 constitue un agent sélectif, puissant et

réversible de SHP-2. Il module la voie de signalisation ERK/MAPK, entrainant une
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diminution de la prolifération des lymphocytes T ainsi qu’une réduction de la production
de cytokines pro-inflammatoires, telles que I’IFN-y et I’IL-17A/F (Wang et al., 2016).

1.7. Analyse in silico et son r6le dans I'étude des SNPs :

Les analyses in silico, dont le terme est dérivé par analogie avec les concepts expérimentaux
in vivo et in vitro, permettent de simuler et de reproduire, a I’aide d’outils informatiques, des
phénomenes biologiques observes dans la nature, ce qui releve du domaine de la
bioinformatique (Al-Mohaya et al., 2024; Lin et al., 2020).

Les études in silico jouent un rdle essentiel dans I’identification, la caractérisation et la
priorisation des polymorphismes nucléotidiques uniques (SNP), en particulier les SNP non
synonymes (nsSNP), en permettant une analyse rapide, économique et a grande échelle
(Dakal et al., 2017a).

Elles permettent d’abord de prédire I’impact fonctionnel des mutations en distinguant les
variants déléteres de ceux neutres, ainsi que d’analyser la conservation évolutive des résidus.
Ensuite, elles facilitent la modélisation structurale des protéines, permettant de visualiser
I’impact des mutations sur la conformation tridimensionnelle, et méme de comprendre
comment une mutation peut perturber la fonction biologique, en évaluant la stabilité protéique
et en analysant les interactions protéine-protéine (comme le docking) Enfin, elles contribuent
a établir des corrélations avec les maladies en intégrant des données expérimentales et
cliniques, permettant ainsi de prioriser certains SNP comme biomarqueurs potentiels ou cibles
thérapeutiques (Dakal et al., 2017a; Rozario et al., 2021).

Toutes ces propriétés offrent un cadre rigoureux pour 1’étude des structures protéiques telles

que la phosphatase SHP-2 (Hossain et al., 2020).

1.8. Problématique, Objectifs et But de I'Etude :
1.8.1. Problématique :

Dans le cadre de cette étude, nous analyserons in silico les variants SNPs du géne PTPN11
et leur impact sur la structure et la fonction de la protéine SHP-2, ainsi que I'étendue de leur
implication dans I'amplification de la signalisation inhibitrice post-SIRPa et I'échappement
tumoral a I'immunosurveillance innée, dans le but de decouvrir de nouvelles pistes pour le

diagnostic moléculaire et I'optimisation des stratégies d'immunothérapie ciblée.
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1.8.2. Objectifs :
L’objectif central de cette étude est d’identifier, par une approche in silico multi-niveaux,

les mutations du gene PTPN11 susceptibles d’altérer la stabilité et la structure de la protéine

SHP-2, et d’induire des mécanismes de gain de fonction.

Dans ce cadre, les SNPs non synonymes associés a SHP-2 seront d’abord identifiés et

collectés, puis filtrés en variants tolérés a 1’aide d’approches de prédiction fonctionnelle.

Les mutations sélectionnées (tolérées) feront ensuite 1’objet d’une évaluation de leur impact
sur la stabilité protéique, suivie d’une analyse structurale basée sur des méthodes adaptées et

des modéles tridimensionnels de la protéine.

Enfin, une corrélation entre les résultats fonctionnels et structuraux permettra d’identifier

les mutations les plus susceptibles de favoriser un état actif constitutif de SHP-2.

1.8.3. But de I'étude :
Le but de cette étude est de classifier les polymorphismes du géne PTPN11 en distinguant

les variants tolérés des variants délétéres, afin d’analyser précisément leur impact sur la
stabilité et la structure de la protéine SHP-2 et d'identifier les mutations susceptibles d’induire

une activation constitutive par gain de fonction.
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2.1 Exploration de données :

Afin d'étudier les variations genétiques de la protéine SHP-2, nous avons utilisé deux
ressources biologiques de référence. Les polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs) ont
été extraits de la base de données dbSNP du NCBI. Cette ressource permet d'accéder a un
catalogue de variations, incluant leurs fréquences alléliques et leurs conséquences

fonctionnelles potentielles (Phan et al., 2025).

(National Center for Biotechnology Information)
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National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Also known as
Summary

Catarrhini; Hominidae; Homo

CFC; NS1; JMML; SHP2; BPTP3; PTP2C; METCDS; PTP-1D; SH-PTP2; SH-PTP3

The protein encoded by this gene is a member of the protein tyrosine phosphatase (PTP) family. PTPs are known to be signaling
molecules that regulate a variety of cellular processes including cell growth, differentiation, mitotic cycle, and oncegenic transformation.
This PTP contains two tandem Src homology-2 domains, which function as phospho-tyrosine binding domains and mediate the
interaction of this PTP with its substrates. This PTP is widely expressed in most tissues and plays a regulatory role in various cell

Gene EEr—  scorcn
Advanced Help
Full Report = Sendto: v Hide sidebar >>
- < : Table of contents =
PTPN11 protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11 [ Homo sapiens (human) ] 4, Download Datasets [
ummary
Gene |D: 5781, updated on 12-Apr-2026 Genomic context
“ Summary 211?]  Genomic regions, transcripts, and products
Expression
Official Symbol PTPN11 provided by HGNG
N . . N Bibliography
Official Full Name protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11 provided by HGHC
Primary source HGNC-HGNC-9644 Phenotypes
See related EnsemblENSG00000179295 MIM:.176876; AllianceGenome HGNC:9644 Variation
Gene type protein coding
RefSeq status REVIEWED HIV-1 interactions
Organism  Homo sapiens Pathways from PubChem
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; \ bi : Eutel lia; Eutheria; Euarc lires; Primates; H

Interactions

General gene information
Markers, Related pseudogene(s), Clone Names,
Homology, Gene Ontology

General protein information

Figure 2.1 : Base de donnée NCBI.

Parallelement, la séquence primaire de la protéine SHP-2 (identifiant UniProt : Q06124) a été

récupérée au format FASTA a partir de I'UniProt Knowledgebase (UniProtKB). Cette base de

données garantit I'accés a une séquence de référence de haute qualité, enrichie d'annotations

fonctionnelles expertes, indispensable pour les analyses bioinformatiques ultérieures (The

UniProt Consortium et al., 2023). (UniProt)
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IFunction Q06124 - PTN11_HUMAN
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Positively regulates MAPK signal transduction pathway (PubMed 28074573).
Dephosphorylates GAB1, ARHGAP35 and EGFR (PubMed 28074573)
Dephosphorylates ROCK2 at "Tyr-722' resulting in stimulation of its RhoA binding activity (PubMed:18559669). -

Figure 2.2 : Base de donnée UniProt.

2.2 Prédiction des nsSNP tolérés par différents outils de bio-informatique :

Pour identifier les variants (SNPs) de SHP-2 qui sont tolérés par la protéine, nous avons
croisé les résultats de trois outils différents : SIFT, PolyPhen-2 et PROVEAN. L'utilisation
de ces trois logiciels permet d'obtenir une classification plus fiable qu'avec un seul outil, car
ils analysent la protéine sous des angles différents : la conservation de la séquence et I'impact
sur la structure. Nous avons appliqué une regle de consensus : un variant a été définitivement
considéré comme toléré s'il était prédit comme tel par au moins deux de ces trois outils. Cette
approche permet d'isoler avec une plus grande assurance les mutations neutres pour la
fonction de la protéine SHP-2 (AlSaeed et al., 2024a; The UniProt Consortium et al.,
2023).

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) : est utilisé pour prédire I'impact fonctionnel des
substitutions d'acides aminés en distinguant les mutations tolérées des mutations intolérées.
Son algorithme repose sur le principe de I'homologie de la séquence ; les positions hautement
conservées au cours de I'évolution sont cruciales pour la fonction de la protéine et sont donc
moins tolérantes aux changements. Techniquement, SIFT calcule une probabilité normalisée
pour chaque substitution possible a une position donnée. Une substitution est classée
comme intolérante si son score est inférieur a 0,05, tandis qu'un score supérieur ou égal a ce
seuil indique un variant toléré. Pour realiser cette analyse, la séquence de la protéine est
soumise au format FASTA, accompagnée des modifications d'acides amineés spécifiques a
tester (Ajith & Subbiah, 2023a; AlSaeed et al., 2024a; Dakal et al., 2017b).
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(sift.bii.a-star.edu.sq)
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sequences or aligned sequences if you already have them.

Results are deleted after 24 hours, so please save them!
Preventing connection failures]

Protein sequence

Name of file containing protein query sequence (fasta format)
| Choisir un fichier |Aucun fichier n'a été sélectionné

_OI'_

Paste in vour protein query sequence (Upload example) (fasta format
[MTSRRWFHPNITGVEAENLLLTRGVDGSFLARPSKSNPGDFTLSVRRHNGAVTHIKIQNTG e
DYYDLYGGEKFATLAE LVQYYMEHHGOLKEKNGDVIE LKYPLNCADPTSERWFHGHLSGK
EAEKLLTEKGKHGSFLVRESQSHPGDFVLSVRTGDDKGESNDGKSKVTHVHIRCQELKYD I

[VGGGERFDSLTDLVEHYKKNPMVETLGTVLQLKQPLNTTRINAAEIESRVRELSKLAETT
DKVKQGFHEEFETLQQQECKLLYSRKEGQRQENKNKNRYKNILPFDHTRVVLHDGDPNER
[VSDYINANIIMPEFETKCNNSKPEKSYIATQGC LONTVNDFWRMVFQENSRVIVMTTKEV

Figure 2.3 : L’outil SIFT.

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2): est un algorithme automatisé qui prédit
I'impact fonctionnel des substitutions d'acides aminés sur la structure et la fonction des
protéines humaines. Pour traiter efficacement de grands ensembles de données, nous avons
utilisé le mode « batch query » (requéte en lot), qui permet I'analyse simultanée de multiples
variants (AlSaeed et al., 2024b; Poon, 2021a). (PolyPhen-2: prediction of functional effects

of human nsSNPs).

Cette méthode nécessite un format d'entrée spécifique comprenant I'identifiant UniProt de la
protéine, la position du résidu, ainsi que les acides aminés d'origine (forme sauvage) et de
substitution (par exemple : Q06124 2 T A pour le variant T2A). En croisant I'analyse de
I'hnomologie de séquence avec des paramétres structuraux, I'outil génére un score classant les
variants en trois catégories : bénin, possiblement dommageable ou probablement
dommageable (Ajith & Subbiah, 2023b; Dakal et al., 2017c).
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Batch query gg;m 59 T A XRCC1_HUMAN 399 R Q

006124 59 T I 0| 1 oesroz 59 L e
006124 53 T N 7| rs1798931
006124 59 T 5 4l chrl:1267483 G/A

Upload batch file || Choisir un fichier | Aucun fichier n'a été sélectionné chr1:1158631 A/C,6,T
Query description
E-mail address

Protein Sequences (optional)

Upload FASTA file | Choisir un fichier | SQS PROTshp.tct

File description

Advanced Options
Classifier model | HumDiv v

Figure 2.4 : L’outil PolyPhen-2.

PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) : est un outil bioinformatique congu pour
quantifier I'impact des substitutions d'acides aminés sur la fonction biologique des protéines
(AlSaeed et al., 2024c). Son algorithme s'appuie sur I'nomologie de séquence pour prédire si
une variation altére la stabilité ou la fonction protéique (Ajith & Subbiah, 2023c).
Conformément aux critéres de classification standards, une mutation est considérée

comme délétere (néfaste) si son score est inférieur ou égal a -2,5, tandis qu'un score
supérieur a ce seuil indique un variant neutre (Ajith & Subbiah, 2023d). Pour réaliser
I'analyse, la séquence de référence est saisie dans le premier champ (« Step 1 »), puis les
modifications d'acides aminés sont renseignées dans le second (« Step 2 ») afin de générer les
scores de prédiction (Ajith & Subbiah, 2023e ;Poon, 2021b).
(provean.jcvi.org/provean_seq_report.php?jobid=931403343896935)
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[#2. Craig venter Institute PROVEAN

JCVI Home  PROVEAN Home

-+ PROVEAN Tools PROVEAN PROTEIN
PROVEAN Protein

PROVEAN Protein Batch This tool provides PROVEAN prediction for a protein sequence from any organisms.

« Input: A protein sequence from any organism and amino acid variants of interest. See example,

Mous: %
« Output: PROVEAN scores and predictions. See example.

PROVEAN Genome Vanants

Mouse Step 1. Enter a protein sequence
Ed out )
Paste in your protein query sequence: [FASTA format] Example
*FAQ ERGKSKCVKYWPDEYALKEYGVMRVRNVKESAAHDYTLRELKLS “l‘""““ example 1
KVGQGNTERTVWQYHF upload example 2)
el RTWPDHGVPSDPGGVLDFLEEVHHKQESIMDAGPVVVHCSAGI
GRTGTFIVIDILIDIIR »p53 isoform a Homo sapiens
Rowniced £KGVDCDIDVPKTIQMVRSQRSGMVQTEAQYRFIYMAVQHYIET MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENN..
L QRRIEEEQKSKRKGH v
EYTNIKYSLADQTSGDQSPLPPCTPTPPCAEMREDSARVYENVGL g™
Contact Us MQQQKSFRI ] econvsesn
S KGQSTSRHKKLMFKTEGPDSD
 Related Links Or upload a file containing protein query sequence:
Choisir un fichier | Aucun fichier n ct

Step 2. Enter amino acid variations

Fxamnle

Figure 2.5 : L’outil PROVEAN.

2.3 La détection des nsSNP localises dans les régions conserveées des genes :

e InterPro : Est une ressource bioinformatique lancée en 1999, utilisable pour 1’analyse, la
classification fonctionnelle et la localisation des domaines conservés de chaque protéine ;
il permet de donner un sens biologique immédiat aux millions de séquences de protéines.
Pour cela, il utilise des modeles prédictifs connus sous le nom de signatures (utilisés pour

reconnaitre des protéines a partir de leurs séquences) (Blum et al., 2025).

Dans ce but, nous avons introduit notre séquence au format FASTA dans le logiciel, réalisé

une analyse, puis déterminé les domaines identifiés (https://www.ebi.ac.uk/interpro/).
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par sé: par texte Recherche par Architecture de domaine

Scannez vos séquences

>sp|Q06124 | PTN11_HUMAN Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
MTSRRWFHPNITGVEAENLLLTRGVDGSFLARPSKSNPGDFTLSVRRNGAVTHIRIQNTG
DYYDLYGGERFATLAELVQYYMEHHGOLRKERNGDVIELKY PLNCADPTSERWFHGHLSGR
EAERLLTERGKRGSFLVRE. HPGDFVLSVRTGDDRGESNDGESKVTHVMIRCQELKYD
VGGEERFDSLIDLVEHYRRNPMVETLGTVLOLKQPLNTTRINAAETESRVRELSKLAETT
DEVEQGEFWEEFETLQQQECKLLY SREEGORQENKNENRYENILPFDHTRVVLEDGDPNEP
VSDYINANIIMPEFETKCNNSKPKKSYIATQGCLONTVNDFWRMVEQENSRVIVMITEEV
ERGESKCVEYWPDEYALKEYGVMRVRNVEESARHDYTLRELKLSKVGQGNTERTVWQYHF

RTWPDHGVPSDPGGVLDFLEEVHHKQESTMDAGPVVVHCSAGIGRTGTFIVIDILIDIIR
ERGVDCDIDVPRTIQMVRSQRSGMVOTEAQYRFIYMAVQHYTETLQRRIEEEQRSKREGH
EYTNIRYSLADQTS GDQSPLPPCTPTPPCAEMREDSARVYENVGIMQQQKSFW

|2 Séquence Valable.

| &= Choisissez le fichier " Exemple de séquence de protéines

» Options avancées

Figure 2.6 : L’outil InterPro.

2.4 Etude de ’impact des nsSNP sur la stabilité des protéines :

e [-Mutant2.0 : est un outil informatique qui permet la prédiction automatique de 1’effet
d’une mutation ponctuelle sur la stabilité d’une protéine. Il repose sur une technologie
d’apprentissage automatique appelée Machines a Vecteurs de Support (SVM).

Cet outil agit a la fois comme un classificateur pour prédire si la mutation augmente
ou diminue la stabilité de la protéine par rapport a la forme sauvage (WT), et calcule
également le changement d’énergie libre (AAG) afin d’évaluer I’effet
thermodynamique de la mutation, cela permet de classer les résultats en deux
catégories différentes selon la valeur de (AAG), en se basant sur des conditions
physiologiques humaines standard, a savoir une température de 37 °C et un pH de 7.
» Mutation positive (protéine stable) :
AAG > 0 = la mutation augmente la stabilité de la protéine par rapport a sa
forme sauvage.
» Mutation négative (protéine instable) :
AAG < 0 = la mutation réduit la stabilité de la protéine (Capriotti et al.,
2005). (https://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html)
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ERGKSKCVKYWPDEYALKEYGVMRVRNVKESAAHDYTLRELKL SKVGOGN
TERTVHQYHE

RTWPDHGVPSDPGGYLDFLEEVHHKQES IMDAGPYVVHC SAGIGRTGTET
VIDILIDIIR
EKGVDCDTDVPKTTOMVRSORSGMVOTEAQYRF TYMANDHYTETLORRTE

EEQKSKRKGH
EYTHIKYSLADQTSGDOSPLPPCTPTPPCAEMREDSARYYENVEL MOODK

SR

Protein Sequence: One letter residue code

Position: 2 Sequence residue number
New Residue: A 1f only one substitution is required
Contact us Temperature: 37 Temperature in Celsius degrees [0-100]
pH: E pH value [0-14]
Last Update 2712406 Prediction: © Free Energy change value (DDG)
Sign of DDG

e-mail:

Submit

Figure 2.7 : L’outil I-Mutant2.0.

e DUET : L'impact des substitutions d'acides aminés sur la stabilité thermodynamique de la
protéine SHP-2 a été prédit a l'aide du serveur DUET. Cet outil utilise une approche
intégrative de consensus en combinant deux méthodes complémentaires : mCSM, qui
s'appuie sur des signatures structurales basées sur la théorie des graphes et I'apprentissage
automatique, et SDM (Site Directed Mutator), qui repose sur une fonction d'énergie
statistique tenant compte de I'environnement local des résidus (Ajith & Subbiah, 2023c;
Pires et al., 2014a). Ces deux scores sont fusionnés via une machine a vecteurs de support
(SVM) pour prédire la variation de I'énergie libre de Gibbs (AAG) consécutive a une
mutation (Pires et al., 2014b). Pour nos analyses, la structure cristallographique de
référence de SHP-2 a été extraite de la Protein Data Bank (code PDB : 4DGP). Les acides
aminés manqguants dans ce modeéle expérimental ont été complétés en utilisant les
prédictions structurales d'AlphaFold, Etant donné que certaines régions modélisées par
AlphaFold peuvent présenter une certaine instabilité structurale (zones de faible confiance
pLDDT), les résultats de stabilité correspondant a ces segments spécifiques ont été
marqueés par un asterisque (*) dans notre tableau de résultats afin de signaler une

interprétation prudente. (DUET).
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Step 1: Please provide a wild-type structure (PDB format)

Description

Upload your own structure: Provide a 4-letter PDB code:

_— OR,
| choisir un fichier | Aucun fichier n'a été sélectionné 4dgp (Example 20CJ)

Step 2: Please provide the mutation information

Description

Sinalas miitatinn Svstamatic

Figure 2.8 : L’outil DUET.

2.5 Analyse des effets des nsSNP sur la structure de la protéine :
e Missense3D : est un pipeline bio-informatique, c’est-a-dire un enchainement automatise
d’analyses permettant de passer de données brutes a un résultat final. Il est développé pour

prédire I’impact des variants faux-sens sur les protéines.

Cet outil se base sur I’analyse de la structure tridimensionnelle afin de déterminer si une
substitution d’acide aminé est pathogene ou neutre. Il identifie les altérations pouvant
entrainer des dommages structuraux et permet ainsi de distinguer les variants pathogenes des

variants bénins (Ittisoponpisan et al., 2019).

Pour obtenir ces résultats avec Missense3D, il faut d’abord saisir 1’identifiant UniProt de la

protéine, I’acide aminé sauvage, sa position ainsi que le variant.

Ensuite, on précise si la région est transmembranaire ou non, puis on choisit la source de la
structure : soit une structure expérimentale issue de la Protein Data Bank (PDB), soit un
modele predit par AlphaFold, soit encore une structure impliquant un complexe protéine-

protéine.

Apres analyse, 1’outil fournit un résultat indiquant si la mutation est bénigne, suggérant une
conservation de la structure et de la fonction, ou dommageable (damaging), ce qui correspond
a une altération de la structure tridimensionnelle pouvant affecter la stabilité de la protéine et

entrainer une perte de fonction.(https://missense3d.bc.ic.ac.uk/missense3d/).
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Variant information

Or choose from the following examples:
UniProt ID Q06124

P00918 | 2fos (A) | 107 His > Tyr

Residue number 10

P00918 | AlphaFold | 107 His > Tyr
Wild-type amino acid Asn (N - Asparagine) v P45954 | Complexes | 376 Glu > Gly
Variant amino acid Asp (D - Aspartic acid) v
Transmembrane region (D No v

Structural information

Select the 3D coordinates for the analysis of your variant:

© Choose a PDB ID and Chain ID
O Or use a tertiary structure AlphaFold model (Human only)

O Or search for PPl complexes in GWYRE & ProtVar (Human only)
PDB ID 4DGP

PDB chain ID of your A
variant

Figure 2.9 : L’outil Missense3D.

2.6 Analyse de I’'impact fonctionnel et structural des nsSNP :

e MutPred?2 : est une méthode basée sur I’apprentissage automatique, il fait 1’intégration
des données génétiques et moléculaires afin de fournir une estimation probabiliste du
caractere pathogene d’une substitution d’acide aming, ainsi qu’une liste des altérations

moléculaires possibles qui affectent le phénotype.

Ce modele fait une premicre estimation (probabilité a priori) avant I’analyse permettant
d’évaluer si la mutation est potentiellement délétére ou non,, puis il I’améliore (probabilité a
posteriori ) pour analyser les détails de la mutation afin d’obtenir un résultat plus précis et
plus fiable.

Le logiciel prend en compte diverses propriétés structurelles et fonctionnelles des protéines
comme la topologie transmembranaire, les peptides signaux, 1’activité catalytique et les

modifications post-traductionnelles (Pejaver et al., 2020).

L’analyse des substitutions d’acides aminés nécessite 1’utilisation de la séquence protéique
au format FASTA, ainsi qu’un ensemble de variants, généralement constitué¢ d’environ 100
mutations et I’analyse statistique est effectuée avec un seuil de significativité fixé d’environ

0,05. Les résultats sont ensuite présentés sous forme de tableau, incluant des scores de
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pathogénicité ainsi que des annotations et remarques détaillant les altérations moléculaires

prédites, facilitant ainsi leur interprétation biologique (http://mutpred.mutdb.org/).

MutPred2 web server

and

The web server can be used for small-scale data sets (at most 100 substitutions, with no input sequence of length >
35,000 residues). Currently, this web site provides MutPred2.0. It requires protein sequences in the FASTA format, a list of

amino acid substitutions in the corresponding FASTA headers (separated by spaces only), and a valid email address. The
protein ID cannot contain spaces, semi-colons or commas.

E-Mail

(FASTA format)

>$p|Q06124|PTN1T1_HUMAN T2A T21 N10D N10S N10T 11V T12A V14M N18D N18S T22A R23K V251 D26N A31V K35E K35Q N37K D40G V451 R4TK N48H N48S GA49A G49E
AS0G AS0P ASOT AS0V V511 KS5R Q57R TSON TSSS Y62F E6SD AT5G A7SP AT5S A75T V78] Q79E Y80F MB2I MB2K MB2L MB2T M82V EB3K HB4D H84N HB4Q HE4Y HB5D
HB5N H85Q HB5R QE7E Q87K ES00 K91R DO4E DS4G DS4H DO4N DG4V VIS VISL E97D N103I N103S A105E A105P A105S A105T A105V D106E P107A S109T H116N
E121D E121Q T1271 T127S E128D K131R H132D H132P |
MTSRRWEHPNITGVEAENLLLTRGVDGSFLARPSKSNPGDFTLSVRRNGAVTHIKIONTG

DYYDLYGGEKFATLAELVQYYMEHHGOLKEKNGOVIELKYPLNCADPTSERWFHGHLSGK

EAEKLLTEKGKHGSFLVRESQSHPGDFVLSVRTGDDKGESNDGKSKVTHVMIRCQELKYD

VGGGERFDSLTDLVEHYKKNPMVETLGTVLOLKQPULNTTRINAAEIESRVREL SKLAETT
DKVKQGFWEEFETLOQQQECKLLY SRKEGORQENKNKNRYKNILPFDHTRVVLHDGDPNEP

VSDYINANIIMPEFETKCNNSKPKKSYIATQGCLONTYNOFWRMVFQENSRVIVMTTKEY

Parcourir...

OR
Upload FASTA file

Aucun fichi...électionné.

P-value threshold (optional)

Figure 2.10 : L’outil MutPred2

Tableau 2.1 : Classification des altérations moléculaires et de I'impact

fonctionnel sur SHP2

Auto-inhibition N-SH2/PTP

~ VALIDEE
EXPERIMENTALEMENT. Perte du site allostérique
_— N308D cause gain de — levée de l'auto-
Allosteric site | Loss of fonction par déstabilisation inhibition — phosphatase
de I'état fermé. Structures hyperactive
cristallo disponibles (PDB
2SHP fermé)
Domaine PTP catalytique. Activité
Catalvtic site Gain of / phosphatase mesurée pour de Augmentation de l'activité
yt Altered nombreux mutants (2-12x selon le catalytique directe
variant)
. Interaction avec SIRPa via A
PPI residue C?;llltn 02/ domaines SH2 et avec substrats en geigl:?:;?ﬁ)n; ::ﬁlflc::?::;
ere aval (GABL, IRSL, etc.) g
PPI hotsoot Gain of / Résidus critiques d'interaction SH2- Renforcement de la
P Altered phosphotyrosine liaison aux partenaires
Interaction N-SH2/PTP (auto- Perturbation de l'auto-
MoRF Altered inhibition) — régions de inhibition — activation
reconnaissance moléculaire constitutive
. . Les domaines SH2 reconnaissent Modification du
Phosphorylation | Gain of | MOYENNE les phosphotyrosines recrutement aux ITIMs
. - Modification de la
- Gain of / Stabilité globale. ATTENTION : L X
Stability Loss of IORARNINE MutPred2 ne distingue PAS la sgablllte,globale @
interpréter selon la
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stabilité de la forme ouverte vs localisation du variant (N-
fermée SH2 vs PTP vs linker)

2.7 Modélisation :

% SWISS MODEL : est une plateforme automatisée de modélisation comparative des
structures protéiques. Elle permet de prédire la structure tridimensionnelle des protéines et
des complexes protéiques a partir de leur séquence d’acides aminés, en utilisant des
structures homologues déja connues comme modeéles. Elle permet la production rapide et
automatisée de modeles protéiques fiables, offre d’excellents résultats en termes de
précision structurale et de qualité des modeles générés, facilite I’¢tude des interactions
protéine—protéine et des complexes moléculaires, permet d’identifier les sites actifs, les
sites de liaison et les régions fonctionnelles importantes des protéines
Elle integre des outils d’évaluation de qualité tels que GMQE, QSQE et QMEAN afin
d’estimer la fiabilité¢ des mod¢les générés, et utilise le moteur de modélisation ProMod3
pour construire des modeles atomistiques précis des structures tertiaires et quaternaires

des protéines. (https://swissmodel.expasy.orq).

Pour utiliser SWISS-MODEL, nous avons d’abord inséré la séquence d’acides aminés
mutée de la protéine étudiée dans la plateforme. Ensuite, nous avons renseigné le nom du
SNP ainsi qu’une adresse e-mail afin de recevoir les résultats de la modélisation. Aprés
I’exécution de I’analyse, un e-mail contenant plusieurs modéles de structures
tridimensionnelles (3D) de la protéine a été recu. Parmi les modéles proposés, nous avons
sélectionné le modeéle présentant la meilleure qualité, généralement le modele 1, car il
posséde souvent le pourcentage le plus élevé de couverture et d’identité de séquence (Seq
Identity = 99 % Coverage), ce qui indique une forte similarité avec la structure réelle de la
protéine et une meilleure fiabilité du modele obtenu (Waterhouse et al., 2018).
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gSWISS-MUI]ELa Modeling Reposiiory Tools Documentafion Login Create Account

Start a New Modelling Project

Targe Sequence(s) Paste your target sequence(s) or UniProtRB AC here Supported mPUtsa
(Format must be FASTA, Clusial
piain string, or a vaid UniProtkB Sequencefs)

AC)
Target-Template Alignment

y: User Template

= Upload Target Sequence File.. ARG DeepView Project

Project Title:

Email:

By using the SWISS-MODEL server; you agree fo comply with the following terms of use and o cite the comresponding arficies.

Figure 2.11 : L’outil SWISS-MODEL.

% Phyre 2 : La modélisation structurale de les SNPs de la protéine SHP-2 ont été
réalisée a I'aide du serveur web Phyre2 (Protein Homology/analogy Recognition
Engine V 2.0). Ce systéme repose sur une approche de bioinformatique structurale
utilisant la détection d’homologie a distance pour prédire la structure tertiaire et

I'inférence fonctionnelle (Kelley et al., 2015a).

Le processus de modélisation suit les quatre étapes algorithmiques standards :

e La collecte de séquences homologues et la génération d’un alignement de séquences
multiples (MSA).

e Le scan d'une bibliothéque de repliements par comparaison de modeéles de Markov cachés
(HMM-HMM matching).

e Lamodélisation des boucles.

e le placement des chaines latérales (Houston et al., 2018; Kelley et al., 2015b).

e Les prédictions ont été générées en mode normal. Conformément aux criteres de fiabilité
établis dans la littérature pour I'annotation de protéomes, seuls les modeles présentant un
score de confiance supérieur ou égal a 90 % ont été retenus pour I'analyse des domaines et
de la fonction(Kelley et al., 2015c).
(https://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index).
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Subscribe to Phyre at Google Groups

X Follow @Phyre2server

Protein Homology/analogY Recognition Engine V 2.2
\ @
gives you access to our Expert Mode features.t

We are pleased to announce the release of Phyre2.2, which contains a number of new features (see the help menu for more details).

If you really need to use the old version, checking the "Traditional Phyre2” button will allow this.

One-to-One Threading™! (which models your sequence against a user-supplied model) can now use models directly from the AlphaFold Protein Structure Database™d.

Please do not use "intensive mode™ unless your search using "normal mode” indicates that a single model does not cover most of your sequence. &4

Current Phyre2 server load = 7% (normal running) &

= BT B wafaaghomr4@gmait.com
Optional Job description|BXiL3

MTSRRWFHPNITGVEAENLLLTRGVDGSFLARPSKSNPGDF TLSVRRNGAVTHIKIQNTG
DYYDLYGGEKFAT LAELVQYYMEHHGOLKEKNGDVIELKYPLNCAEP TSERWFHGHLSGK
EAEKLLT VRT THVMIRCQELKYD
VGGGERFDSLTDLVEHYKKNPMVE T LGTVLOLKQPLNTTRINAAETESRVRELSKLAET T
TLOQQECKLL YKNILPFOHTRVVL

Amino Acid Sequence ¥ VSOYINANIIMPEFETKCNNSKPKKSYIATQGCLONTVNDFWRMVFQENSRVIVMTTKEV
ERGKSKCVKYWPDEYALKEYGYMAVRNVKESAAHDYT LRELKLSKVGQGNT ERTVMQYHF
R LOFLE SAGIGRTGTFIVIDILIDIIR
EKGVDCDIDVPKTIQMVRSQRSGMVQT EAQYRF IYMAVQHYIETLQRRIEEEQKSKRKGH
EYTNIKYSLADQTSGDQSPLPPCTPTPPCAEMREDSARVYENVGLMQQOKSF R

or upload contents of sequence file ¥ Aucun fichier n'a été sélectionné
orUniProt accession ¥ [EPRZEAR

UL TR R dNormal @ Intensive O AlphaThread © Traditional Phyre2 [ Test mode

SR LT = SRR INOT for Profit C | FOR Profit (Commerdial) (| Other @ |

Figure 2.12 : L’outil Phyre2.2.

2.8 Analyse de stabilité thermodynamique :

FoldX : Afin d'évaluer I'impact des mutations sur la stabilité thermodynamique des
protéines, le plugin FoldX intégré dans I'environnement de modélisation moléculaire
YASARA View a été utilise. Ce plugin constitue une interface graphique compléte pour le
programme FoldX, développée comme extension de la suite YASARA, permettant
d'exécuter les commandes principales via un systéme de menus, avec affichage immédiat
des résultats (Van Durme et al., 2011). Le champ de force FoldX a été validé sur une
base de données de 5556 mutants affectant la stabilité protéique, dont 2484 mutations
hautement fiables issues de structures cristallographiques de haute résolution (Delgado et
al., 2025). Dans un premier temps, les structures protéiques ont été soumises a une étape
de minimisation d'énergie via la fonction RepairObj de FoldX, permettant de corriger les
clashes stériques et d'optimiser les rotameéres des chaines latérales. La fonction FoldX
Mutate Residue a ensuite été utilisée pour introduire les mutations au niveau des résidus
cibles, via l'interface graphique étendue du plugin YASARA mise a jour dans FoldX
5.0(Delgado et al., 2019). La variation d'énergie libre de repliement (AAG = AG_mutant
— AG_sauvage) a ¢été calculée en appliquant les parameétres suivants : 5 runs, une
température de 298 K, un pH de 7, une force ionique de 0,10 M et un design Van der
Waals (VdW) de 2. Une mutation a été considérée comme déstabilisante lorsque AAG >
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+0,5 kcal/mol, stabilisante lorsque AAG < —0,5 kcal/mol, et neutre pour des valeurs
intermédiaires (Van Durme et al., 2011). (http://www.yasara.org/) (Homepage | FoldX).

Marked Distance: - =K \ e e Ay ot |No |No |-eea--
Marked Angle: - = S
Marked Dihedral: -

Pro 4/- [Mem86 [Sys L | Vha Obj all | 5994 Atoms

Figure 2.13 : YASARA, FoldX.

2.9 Docking moléculaire :

ClusPro 2.0 : Le docking moléculaire entre la protéine SHP-2 (forme sauvage et mutants) et
SIRPa a été realisé a lI'aide du serveur web ClusPro, le premier algorithme de docking
protéine-protéine entierement automatisé (Comeau et al., 2004). Le mécanisme de ClusPro
repose sur un échantillonnage exhaustif de milliards de conformations par Transformée de
Fourier Rapide (FFT), suivi d’un regroupement (clustering) des structures les plus stables afin
d'identifier les sites de liaison les plus probables (Jones et al., 2022). Le programme fournit
en sortie une liste de modeles classés selon la population de leurs clusters. Pour cette étude,
nous avons choisi le modéle 00 (Balanced), car il utilise un ensemble de coefficients
équilibrés (complémentarité de forme, électrostatique et désolvatation) pour identifier la
structure présentant I'énergie libre la plus basse et la plus stable (Desta et al., 2020).

Pour les simulations de docking avec SIRPa préparée (élimination des molécules d’eau et
phosphorylation des ITIMs), I’entrée PDB 4DGP préparé (élimination d’eau) a été utilisée
comme modele pour la structure de SHP-2 sauvage, tandis que les modeles des variants
(SNPs) ont été générés par homologie via SWISS-MODEL.
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Dimer Classification Cueue Results Preferences Downloads Papers Help Contact
Dock Peptide Docking

ClusPrQ

sign out
Dock

MNote: Due to increased server usage, please submit no more than 15 jobs at a time.

Job Name: [E299K

Server:

Accepted PDE Input:
20 standard amino acids and RNA (as receptor only), ref: RNA Select Heparin Mode to use
Heparin as Ligand.

Receptor Ligand
Cheisir un fichier | m...db Chisir un fichier | 51...db
Use POB ID Use PDB ID
Chains: |A Chains: [A

‘Whitespace separate desired chains. Leave chains blank to use all chains.

» Advanced Options

Figure 2.14 : L’outil ClusPro.

2.10 Visualisation :

PyMOL : est un programme graphique moléculaire largement utilisé en biologie structurale
par plus de 100.000 utilisateurs. Il permet la visualisation et I’analyse en trois dimensions des
structures protéiques obtenues par le docking moléculaire. Ce logiciel peut également
interagir avec des sites web et des programmes externes afin d’améliorer I’efficacité et la

productivite des utilisateurs (Mooers, 2020).

Au début, il faut importer le fichier contenant les structures moléculaires des protéines
obtenues par le docking moléculaire. Le logiciel affiche ensuite ces structures en trois

dimensions afin de permettre leur visualisation et leur analyse détaillée.

Par la suite, la structure est représentée sous forme de batonnets (« as sticks ») pour mieux

visualiser les interactions moléculaires. Ensuite, les liaisons entre le récepteur et le ligand sont
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sélectionnées et identifiées, puis les noms des acides aminés impliqués sont extraits afin de
faciliter la visualisation des distances entre les différents résidus.

Enfin, les distances entre chaque paire d’acides aminés sont mesurées afin d’évaluer la

stabilité et la force des interactions moléculaires.

Cette visualisation permet donc de déterminer le nombre d’interactions formées ainsi que leur

intensité entre le ligand et le récepteur.

1B PyMoOL (vis 74691 pse)
File Edit Buld Movie

Figure 2.15 : L’outil PyMOL.

Remarque : Dans le cadre de la réalisation de ce mémoire, des outils
d’intelligence artificielle ont été utilis€s comme supports d’aide a la recherche et
a la rédaction. Ces outils nous ont accompagnés lors de certaines difficultés
rencontrées, notamment dans la recherche et I’identification d’articles
scientifiques pertinents, ainsi que dans la reformulation et I’amélioration de la
présentation des textes. Les plateformes utilisées, telles que Claude Al, Google
Al Studio, Consensus et Nano Banana, ont permis de faciliter 1’organisation des
idées, la clarification de certains contenus et I’optimisation de la rédaction. Leur

utilisation a été réalisée comme un outil d’assistance, tandis que 1’analyse

scientifique, la sélection des informations et la validation finale du contenu ont

été effectuées par nos soins.
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Conclusion et perspectives

Conclusion et perspectives :

Le présent travail a permis d’étudier I’impact potentiel des polymorphismes non synonymes
(nsSNPs) du gene PTPN11, codant la protéine SHP-2, un régulateur clé de nombreuses voies
de signalisation cellulaire et de I’axe immunitaire CD47/SIRPa. Grace a une approche
bioinformatique intégrant plusieurs outils de prédiction fonctionnelle, structurale et
moléculaire, il a été possible d’identifier des variants susceptibles d’influencer les propriétés
biologiques de la protéine.

Les analyses réalisées ont mis en évidence plusieurs nsSSNPs présentant des caractéristiques
compatibles avec un gain de fonction, notamment par leur influence sur la stabilité protéique,
les modifications post-traductionnelles, les interactions moléculaires et les propriétés
structurales de SHP-2. Les études d’interaction ont révélé des modifications du réseau de
liaisons au sein de la protéine mutée, avec la conservation de certaines interactions dans
quelques variants et 1’apparition de nouvelles interactions dans d’autres.

Le résultat de variant R421L soutien 1’hypothése selon laquelle certains variants de PTPN11
pourraient favoriser 1’activation de SHP-2 et renforcer la signalisation inhibitrice médiée par
I’axe CD47/SIRPa, contribuant ainsi a I’échappement immunitaire des cellules tumorales.
Toutefois, les prédictions obtenues demeurent théoriques et nécessitent une validation
expérimentale afin de confirmer leurs effets biologiques réels.

En perspective, des analyses complémentaires telles que la dynamique moléculaire et les
études fonctionnelles in vitro pourraient permettre de mieux comprendre les conséquences de
ces variants sur la structure, I’activité et les interactions de SHP-2. Ainsi, I’identification et la
caractérisation des polymorphismes fonctionnels de PTPN11 pourraient améliorer notre
compréhension des différences interindividuelles dans la réponse aux immunothérapies et
contribuer a I’optimisation des stratégies thérapeutiques personnalisées en oncologie.
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