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Abstract

Résumé

Introduction : Le géne PTPN6 (SHP-1) est impliquée dans la transmission du signal inhibiteur
d'échappement immunitaire médié¢ par I'axe CD47/SIRPa (le signal « Don’t eat me ») qui
bloque la phagocytose. Dans les cellules cancéreuses, 1'activité de SHP-1 peut étre modifiée
par des mutations, notamment des polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs). L'objectif
majeur de ce travail est de comprendre comment ces SNPs influencent I'axe CD47/SIRPa et

favorisent I'échappement tumoral via un potentiel gain de fonction de SHP-1.

Pour répondre a cet objectif, la présente étude propose de réaliser des analyses in silico de ces
polymorphismes afin de caractériser leurs conséquences structurales et fonctionnelles sur la

protéine.

Matériel et méthode : Dans notre étude, nous avons appliqué une stratégie bioinformatique
globale pour caractériser les variants nsSNP de la protéine SHP-1. Apres la collecte des variants
d'intérét, leur impact fonctionnel a été prédit par SIFT, PolyPhen et PROVEAN, puis complété
par l'analyse des domaines via InterPro. L'effet de ces substitutions sur la stabilité de la protéine
a ¢été¢ évalu¢ par I-Mutant 2.0 et DUET, tandis que leurs conséquences structurales et
moléculaires ont ét¢ analysées avec Missense3D et MutPred2. La modélisation structurale
tridimensionnelle a été réalisée sur SWISS-MODEL et Phyre2, et I'impact énergétique des
mutations a été calculé par FoldX. Enfin, une analyse par Docking moléculaire a été effectuée

sur le serveur Hdock, suivie d'une visualisation des interactions structurales sous PyMOL.

Résultats : Nos résultats mettent en évidence que, sur un total de 604 nsSNPs du gene PTPNG6,
trois ont été identifiés comme favorisant un gain de fonction sur I’axe CD47/SIRPa. Parmi

ceux-ci, la mutation N359K a été retenue comme le meilleur candidat.

Conclusion : Notre étude in silico représente une premicre étape prometteuse dans la
caractérisation des effets structuraux et fonctionnels de certains SNPs sur la protéine SHP-1.
Les données ainsi générées offrent des perspectives d’investigations expérimentales concretes
pour valider I'impact de ces variations et mieux comprendre leur role dans la pathogenése des

maladies immunitaires.

Mots-clés : Axe CD47/SIRPa, Caractérisation des SNPs, Energie d'interaction, Gain de
fonction, Modification structurale et stabilité, Préparation in silico, SHP-1 (PTPNG6).




Abstract

Abstract

Introduction: The gene PTPN6 (SHP-1) is involved in the transmission of the inhibitory
immune escape signal mediated by the CD47/SIRPa axis (the "Don't eat me" signal) which
blocks phagocytosis. In cancer cells, SHP-1 activity can be modified by mutations, notably
single nucleotide polymorphisms (SNPs). The main objective of this work is to understand how
these SNPs influence the CD47/SIRPa axis and promote tumor escape through a potential gain
of function of SHP-1.

Materials and methods: In our study, we applied a comprehensive bioinformatics strategy to
characterize the nsSNP variants of the SHP-1 protein. After collecting the variants of interest,
their functional impact was predicted using SIFT, PolyPhen, and PROVEAN, and then
complemented by domain analysis via InterPro. The effect of these substitutions on protein
stability was evaluated using [-Mutant 2.0 and DUET, while their structural and molecular
consequences were analyzed with Missense3D and MutPred2. Three-dimensional structural
modeling was carried out on SWISS-MODEL and Phyre2, and the energetic impact of the
mutations was calculated by FoldX. Finally, a molecular docking analysis was performed on

the Hdock server, followed by visualization of structural interactions using PyMOL.

Results: Our results highlight that, out of a total of 604 nsSNPs in the PTPN6 gene, three were
identified as promoting a gain of function on the CD47/SIRPa axis. Among these, the N359K

mutation was chosen as the best candidate.

Conclusion: Our in silico study represents a promising first step in characterizing the structural
and functional effects of certain SNPs on the SHP-1 protein. The data thus generated offer
prospects for concrete experimental investigations to validate the impact of these variations

and better understand their role in the pathogenesis of immune diseases.

Keywords: CD47/SIRPa axis, Gain-of-function, In silico preparation, Interaction energy

SHP-1 (PTPNG6), SNP profiling, Structural modification and stability.
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Introduction

Le cancer figure parmi les principales causes de mortalité a I’échelle mondiale. Il est caractérisé
par des altérations génomiques et épigénomiques qui conduisent a la transformation cellulaire

ainsi qu’aux processus d’invasion et de métastase (Pifia-Sanchez et al., 2021).

Au cours de leur progression, certaines cellules tumorales parviennent a échapper a la
surveillance du systéme immunitaire. Parmi les mécanismes d’échappement, 1’axe
CD47/SIRPa constitue un signal inhibiteur clé. L’interaction entre CD47, exprimé a la surface
des cellules tumorales, et SIRPa présent sur les macrophages, déclenche un signal qualifié¢ de

« Don’t eat me » bloquant ainsi la phagocytose par les macrophages (Jia et al., 2021).

L’immunothérapie ciblant I’axe CD47/SIRPa vise a renforcer I’¢limination des cellules
tumorales par le systéme immunitaire inné et a amplifier secondairement la réponse
immunitaire adaptative. Les agents développés incluant des anticorps anti-CD47, anti-SIRPa
et des anticorps bispécifiques constituent une nouvelle stratégie, utilisée en association avec la
chimiothérapie ou des inhibiteurs de checkpoints immunitaires(Dizman & Buchbinder,

2021).

La transmission du signal inhibiteur médié¢ par I’axe CD47/SIRPa implique des mécanismes
intracellulaires complexes, faisant intervenir le géne PTPN6 (Protein Tyrosine Phosphatase
Non-Receptor Type 6), également appelée SHP-1 (Src homology 2 domain-containing
phosphatase 1) et codée par le gene PTPN6(Varone et al., 2020a). 11 s’agit d’une phosphatase

tyrosine qui participe aux processus de transformation oncogénique (Y. Zhong et al., 2025).

Dans les cellules cancéreuses, son activité peut étre modifiée par des mutations ou un
silencement épigénétique, entrainant une perturbation de ’homéostasie cellulaire. Parmi ces
altérations génétiques, les polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs) constituent une
source majeure de variation et influencent a la fois la susceptibilité aux maladies et la réponse

aux traitements (Varone et al., 2020b).

Leur analyse expérimentale a grande échelle est impossible a réaliser. Les approches in silico
offrent la possibilité de prioriser les SNPs les plus susceptibles d’avoir un effet fonctionnel
permettant ainsi de mieux cibler les études expérimentales(Asiedu, 2019).Dans ce cadre les
SNPs non synonymes du géne PTPN6 (SHP-1) ont été analysés afin d’évaluer leur impact sur
la fonction, la stabilité protéique, la conservation évolutive des résidus et les conséquences

structurales des mutations. Cette démarche permet de mieux comprendre comment certains

e
1




INTRODUCTION

SNPs du géne PTPN6 peuvent favoriser un gain de fonction de SHP-1 et influencer 1’axe

CD47-SIRPo(Gul et al., 2023) .
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1.1 Protéines tyrosine phosphatases
Généralités

Les phosphatases de tyrosine de protéines (PTP) sont des enzymes qui catalysent la
déphosphorylation des résidus tyrosine phosphorylés, régulant la signalisation cellulaire en
équilibre avec les protéines tyrosine kinases. Ce mécanisme réversible est essentiel pour le
contrdle fin des voies de signalisation, y compris celles initi€es par les récepteurs couplés aux

protéines G (GPCR), (Figure 1.1) (* Protein Tyrosine Phosphatases,” 2021).

Les PTP agissent comme régulateurs positifs et négatifs des signaux intracellulaires, modulant
leur intensité, durée et spécificité. Elles interviennent dans des processus clés tels que la
prolifération, la différenciation, la survie, I’adhésion et la migration cellulaires, ainsi que dans
la signalisation immunitaire, contribuant a I’homéostasie cellulaire. Certaines PTP jouent un
role dual, pouvant favoriser a la fois la suppression tumorale et I’oncogenése, selon le contexte

cellulaire et les voies activées (“Protein Tyrosine Phosphatases,” 2021).

Des mutations génétiques ou altérations de leur expression sont associées a diverses
pathologies, notamment le cancer, les maladies auto-immunes, métaboliques, infectieuses et
neurodégénératives, soulignant ainsi ’importance d’étudier les PTP afin de développer des

stratégies thérapeutiques ciblées (Frankson et al., 2017).
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Figure 1.2. Les différents types de protéines tyrosine phosphatases (Lv et al.,
2023)
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1.2 Src homology phosphatase 1 (SHP-1)

1.2.1 Généralités

La tyrosine phosphatase non réceptrice SHP-1 (Src homology 2 domain-containing
phosphatase 1) est codée par le géne PTPN6 (Varone et al., 2020a).Elle agit comme un
régulateur négatif majeur de la signalisation intracellulaire et assure 1'équilibre de
phosphorylation des résidus tyrosine, régulant ainsi des processus fondamentaux tels que la
prolifération et la survie des cellules . Par son impact sur la migration et l'invasion
cellulaire(Hooper et al., 2026), SHP-1 constitue un acteur clé de la progression tumorale et

une cible prometteuse en immunothérapie oncologique (Qu et al., 2026).

1.2.2 Structure génomique et localisation chromosomique du géne PTPN6

Le gene PTPNG se localise sur le chromosome humain au niveau du locus 12p13.31 (Figure
1.3 NCBI gene viewer). Il possede une structure de 17 exons intégrant deux domaines SH2,
ces domaines sont essentiels pour permettre l'interaction de la phosphatase avec les résidus

tyrosine phosphorylés de ses substrats (Y. Zhong et al., 2025).

Ce gene dispose de deux régions promotrices distinctes situées aux exons 1 et 2, principalement
actives au sein des cellules épithéliales et hématopoiétiques, ce qui génére deux isoformes de
la protéine (Figure 1.5). Le promoteur I produit une forme nucléaire de SHP-1 dans les cellules
non hématopoiétiques, tandis que le promoteur II régit I'expression d'une forme cytoplasmique
dans les cellules de lignée hématopoiétique. Dans certaines cellules cancéreuses épithéliales
le fonctionnement des deux promoteurs permet la production de transcrits alternatifs. Cette
compartimentation subcellulaire différenciée indique que les deux isoformes de SHP-1 agissent

sur des cibles moléculaires distinctes (Varone et al., 2020b).

[Assembly: I GRCh38.p14 (GCF_000001405.40) ¥ I o [ Chr 12 (NC_000012.12) ¥ I

¢ NC_000012.12: 6,945,102 - 6,962,789

p13.33 pl331 pl13.2 pl3l pl23 pl2.1 pll23 pll21 qll qi2 ql.'«.l‘l ql.;« 12 ql;‘l_: ql‘E.l ql41 ql—‘.? ql‘f q21.1 q21.2 q21.31 q21.33 @22 q23.1 q:ri.l q24 1‘1 q!-&'.li 42421 q."—.ZS cl'4.31 92433

Figure 1. 4. La localisation du géne PTPN6 (Figure NCBI géne viewer)
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Figure 1. 6. La structure du gene PTPN6 (Lim et al., 2023a)

1.2.3 Structure protéique de SHP-1

Constituée de 595 acides aminés (Varone et al., 2020a),la protéine SHP-1 se compose de
deux domaines SH2 en position N-terminale (N-SH2 et C-SH2), d'un domaine catalytique PTP
ainsi que d'une queue C-terminale (Figure 1.7). Cette dernieére contient plusieurs sites de

phosphorylation et un signal de localisation nucléaire (Lim et al., 2023a).

Au niveau structural, une interaction intramoléculaire entre le domaine N-SH2 et le domaine
PTP crée une forme autoinhibée de SHP-1. Ce repliement empéche l'exposition du
résidu Cys453 du site actif, bloquant ainsi l'accés du substrat a la poche catalytique. Cette
configuration autoinhibitrice est stabilisée par la formation de liaisons hydrogene et de ponts

salins entre le domaine N-SH2 et les résidus du domaine PTP (Lim et al., 2023b).

VHCSAGIGRTG

\| r”/ 536 564 -
catalytic domain 1 1" SHP-1

SKHKED

Figure 1. 8. La structure protéique de SHPI (Lorenz, 2009)

1.2.4 Régulation de ’activité de SHP-1

La régulation de l’activit¢ de SHP-1 repose sur un processus d’activation induit par la
phosphorylation de résidus d’acides aminés situés dans sa queue C-terminale. A ce jour, trois
sites de phosphorylation majeurs ont été identifiés : deux résidus tyrosine (Tyr536 et Tyr564)

ainsi qu'un résidu sérine (Ser591)(Varone et al., 2020b).

1.2.4.1 Régulation positive
Sous l'influence de différents stimuli (comme la stimulation par l'insuline ou les inducteurs

d'apoptose), Tyr536 et Tyr564 subissent une phosphorylation, ce qui provoque une

augmentation de l'activité de SHP-1. Le processus moléculaire n'est pas encore totalement
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exploré, méme si une hypothese suggere que les phosphorylations de Tyr pourraient déclencher
une interaction avec le domaine N-SH2, entrainant la libération de I'effet répressif de ce

domaine sur l'activité PTPase (Varone et al., 2020a).

1.2.4.2 Régulation négative
L'activit¢ de SHP-1 peut aussi étre régulée négativement par la protéine kinase C ou les

protéines kinases activées par les mitogenes (MAPK) a travers une phosphorylation au niveau
de Ser591, bien que le mécanisme d'inhibition ne soit pas encore clairement défini.(Varone et

al., 2020a).

1.2.5 Réle immunologiques de SHP-1

La phosphatase SHP-1 agit comme un régulateur négatif central de la signalisation
immunitaire, principalement au sein des cellules hématopoiétiques. En déphosphorylant des
effecteurs clés tels que les kinases Src, Syk/ZAP-70, ainsi que les molécules des voies JAK—
STAT et NF-xB, elle tempére l'activation des récepteurs d'antigenes, de cytokines et de

reconnaissance de motifs (PRR) afin de maintenir 'homéostasie (Garg et al., 2020).

Dans I'immunité innée, SHP-1 régule les voies TLR et l'inflammasome NLRP3 en inhibant la
translocation nucléaire de NF-kB et en bloquant I'ubiquitination de TRAF6.Elle limite
¢galement l'assemblage du complexe NLRP3 en interférant avec l'interaction NLRP3-ASC, ce
qui réduit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-1P, IL-18) et protege la
mitochondrie contre le stress oxydatif (Yuk et al., 2016). Au sein des macrophages et des
cellules dendritiques, elle restreint les fonctions pro-inflammatoires et oxydatives en inhibant

notamment l'axe TLR5-MyD88-NF-kB (Wang et al., 2025).

Concernant I'immunité adaptative, SHP-1 module 1'équilibre entre l'activation et la régulation
des lymphocytes T (Mercadante & Lorenz, 2017)et collabore avec SHP-2 pour limiter
'expansion des cellules T CD8 (Hou et al., 2024). Enfin, SHP-1 joue un role essentiel dans
I'éducation (licensing) des cellules NK (Viant et al., 2014). Sa conformation active, régulée
par la PKC, influence directement la cytotoxicité¢ (Ben-Shmuel et al., 2021). Par ailleurs, elle
réprime les réponses d'interféron de type I en déphosphorylant TRAF3 (Hao et al., 2020).

limitant ainsi la défense antivirale précoce (Wang et al., 2025).
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1.3 L’axe immunitaire CD47/SIRPa

1.3.1 Généralité

Le cluster de différenciation 47 (CD47) est une glycoprotéine transmembranaire appartenant a
la superfamille des immunoglobulines. Elle est fortement glycosylée et exprimée sur la surface
membranaire de nombreuses cellules, notamment les érythrocytes, les lymphocytes, ainsi que
sur diverses cellules non hématopoiétiques, bien que son niveau d’expression differe selon le
type cellulaire (Huang et al., 2022).CD47 interagit avec la protéine régulatrice du signal alpha
(SIRPa), un récepteur principalement exprimé par les cellules hématopoiétiques de la lignée
my¢loide, notamment les macrophages, les monocytes, les cellules dendritiques et les

leucocytes polymorphonucléaires, (Figure 1.9)(Bhardwaj et al., 2025).

L’interaction CD47—-SIRPa déclenche un signal inhibiteur intracellulaire majeur qui réduit
I’activité phagocytaire des macrophages, constituant ainsi un signal « Don’t eat me »

permettant aux cellules cibles d’échapper a leur élimination, (Figure 1.11) (Jia et al., 2021).

CD47-SIRPa

CD47 — Integrin associated protein (IAP)

XHY 7 TOL * Ig-like protein
* 5 membrane spanning segments
* Short cytoplasmic tail
CD47 +  Ubiquitous expression including T, B, RBC,
platelet, HSC

SIRPo. — Ssignal regulatory protein

* lg-like protein
* Single transmembrane domain
pazssssadensssesns * Long cytoplasmic region with 4 Y-sites
* High in M@, DC, neutrophils, neurons,
* Low in fibroblasts and endothelial cells.

SIRPo

Figure 1. 10. Organisation structurale et profils d’expression de CD47 et SIRPa,
(Jiang et al., 2021).
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L’axe CD47/SIRPa agit ainsi comme un régulateur essentiel de 1’adhésion cellulaire, de la
prolifération, de I’apoptose et du maintien de I’homéostasie immunitaire. Sa dérégulation peut
favoriser la persistance cellulaire et contribuer a certains processus pathologiques, notamment

en contexte tumoral et les maladies auto-immunes (Bhardwaj et al., 2025).

“Don’t eat me” signal versus “eat me”
signal

e

Tumor cell

P> Hematopoietic cells and solid tumor cells express high levels of CD47.
> High CD47 expression correlates with more aggressive disease and poorer clinical

outcomes.
> CDA47 delivers an inhibitory “don’t eat me” signal to macrophages via binding to SIRPa.

P> _Fc-FcyR engagement activates “eat me” signal to macrophages.

Figure 1. 12. Equilibre entre les signaux “Don’t eat me” (CD47-SIRPaq) et “eat me”
(FcyR) dans la régulation de la phagocytose tumorale. (Jia et al., 2021)

1.3.2 Voie de signalisation intracellulaire de SHP-1 dans I’axe CD47/SIRPa

Premiérement, lors de I’interaction CD47/SIRPa, la phosphorylation des motifs ITIM de
SIRPa permet le recrutement et I’activation de SHP-1, ce qui entraine I’inhibition des signaux
activateurs de la phagocytose par modulation des voies ITAM/Syk. (Bhardwaj et al., 2025).
Cette cascade inhibitrice aboutit a la transmission du signal « Don’t eat me », réduisant ainsi
’activité phagocytaire des macrophages et favorisant I’échappement immunitaire (Jia et al.,

2021).
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Par ailleurs, SHP-1 agit comme un régulateur négatif de plusieurs voies de signalisation
intracellulaires dans les cellules immunitaires innées et adaptatives(Myers et al., 2020).Elle
module 1’axe Src et atténue la voie PI3K/Akt en contrélant 1’état de phosphorylation de
protéines clés, contribuant ainsi a la régulation de la prolifération et de la survie cellulaire. Elle
intervient également dans la voie JAK/STAT en déphosphorylant JAK ou STATS3, limitant la
translocation nucléaire de STAT3 et les processus associés tels que la prolifération et
I’angiogenese, et participe a I’inhibition de la voie MAPK induite par les facteurs de croissance
(Varone et al., 2020b). Dans le contexte immunitaire, cette régulation s’étend au contrdle de
la différenciation des lymphocytes T (Foster et al., 2025). Ainsi qu’a la modulation de la
polarisation macrophagique via I’axe p-STAT3/6, soulignant son role central dans le maintien

de I’homéostasie et I’équilibre des réponses immunitaires, (Figure 1.7) (Wei et al., 2024).
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Figure 1.7. Role de SHP-1 dans la régulation des voies de signalisation
impliquées dans la prolifération et la survie tumorale. (Varone et al., 2020b)

1.4 Implications pathologiques de SHP-1

1.4.1 Cancer

La dérégulation fonctionnelle de SHP-1, qu’elle résulte d’une altération génétique épigénétique
ou d’une modulation contextuelle de son activité phosphatase, contribue a la progression
tumorale en perturbant I’équilibre entre signaux activateurs et inhibiteurs au sein des cellules
tumorales et du microenvironnement immunitaire. SHP-1 régule négativement la signalisation
intracellulaire. Son altération, par mutations ou modifications épigénétiques favorise la

tumorigenes dans les cancers solides et hématologique. PTPN6 présente diverses altérations

e
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génétiques (mutations, amplifications, délétions, fusions) dans plusieurs cancers avec une
fréquence globale de 2,7 %, plus ¢élevée dans certains comme le carcinosarcome utérin ou le
b b

mélanome (Varone et al., 2020a).

Ces altérations peuvent réduire 1’activité de SHP-1 et activer STAT3, comme dans le
lymphome diffus a grandes cellules B, ou contribuer a la progression de la leucémie my¢loide
chronique via la méthylation de I’ADN. L’hyperméthylation du promoteur diminue également
I’expression de SHP-1 et favorise I’activation de voies oncogéniques telles que JAK/STAT3

(Lim et al., 2023b).

Dans les cancers solides, PTPN6 agit de maniére contextuelle : dans le cancer colorectal, il
peut former un complexe avec ’EGFR ou interagir avec MAPK, influengant la carcinogenése
la métastase et la sensibilité¢ a la chimiothérapie. Dans le glioblastome, il est associ¢ a la
suppression immunitaire (Y. Zhong et al., 2025) Dans le neuroblastome, son expression est
corrélée au pronostic. Selon le type tumoral, SHP-1 peut étre un marqueur pronostique

favorable ou défavorable (Lim et al., 2023b).

11
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Tableau 1. Impact pronostique et fonctionnel de SHP-1 dans différents cancers (Lim et

al., 2023b)

Type de cancer

Observation clinique et impact pronostique

Réle de SHP-1

Cancer du sein | Une forte expression de SHP-1 inhibe la| Suppresseur
phosphorylation de STAT3 (pSTAT3), ce qui est de tumeur
corrélé a une meilleure survie sans récidive.

Carcinome de | L'hyperméthylation du promoteur et la baisse de | Suppresseur

I'cesophage I'expression de SHP-1 favorisent les métastases de tumeur
ganglionnaires et réduisent la survie.

Cancer de la La diminution de SHP-1 est associée a une | Suppresseur

prostate accélération de la prolifération cellulaire et a un de tumeur
risque accru de récidive apres chirurgie.

Glioblastome Une expression ¢élevée de SHP-1 est corrélée a des Oncogéne
grades tumoraux plus agressifs et a un pronostic | (contextuel)
vital défavorable.

Cancer colorectal | Une forte expression de SHP-1 réduit Oncogéne
significativement 1'espérance de vie des patients. (contextuel)
Leucémie L'expression de SHP-1 agit comme un facteur de Oncogéne
Myéloide Aigué | mauvais pronostic, étant corrélée négativement a la | (contextuel)
(LMA) survie globale des patients.

1.4.2 Maladies inflammatoires et auto-immunes

Une perte de fonction ou une diminution de I’expression de SHP-1 entraine une levée du

controle négatif des voies de signalisation immunitaire, favorisant une activation excessive des

cellules effectrices et I’installation d’un état inflammatoire chronique. Ainsi la déficience en

SHP-1 entraine une hyperactivation des neutrophiles, une production accrue de cytokines pro-

inflammatoires et des 1ésions tissulaires séveres, notamment une inflammation pulmonaire

aigu€ associée a des hémorragies mortelles dans les modeles expérimentaux. Les modéles

murins globalement déficients en SHP-1 développent spontanément une auto-immunité sévere

(Moussavi-Harami et al., 2024). Les souris motheaten, caractérisées par une perte

fonctionnelle de SHP-1, présentent une expansion des monocytes et neutrophiles circulants,

une production d’auto-anticorps ainsi qu’une inflammation systémique précoce avec atteinte
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multi-organique et aggravation du modele d’encéphalomyélite auto-immune expérimentale

(Stanford & Bottini, 2023).

Chez I’homme, des mutations ou une diminution de I’expression de SHP-1 sont associées a des
pathologies inflammatoires pulmonaires et cutanées, confirmant son réle essentiel dans le

maintien de ’homéostasie immunitaire (Moussavi-Harami et al., 2024).

Au niveau des lymphocytes T, la réduction de SHP-1 prolonge 1’activation des voies ERK,
STAT et NF-«xB, favorisant I’amplification des réponses inflammatoires observées dans la
sclérose en plaques et la polyarthrite rhumatoide. L’altération de son recrutement au niveau du
TCR perturbe le contrdle négatif du signal. La délétion spécifique de SHP-1 dans les cellules
T augmente la prolifération des cellules T CD8+, rend les cellules T CD4+ moins sensibles a
la suppression médiée par les Treg et favorise I’accumulation de cellules T mémoire, tandis
que son absence dans les Treg compromet leur expansion en réponse a I’IL-2 ainsi que leur

fonction suppressive (Pan et al., 2025).

Dans le compartiment B, une déficience spécifique en SHP-1 altere la formation des centres
germinatifs et les réponses anticorps précoces, conduisant ensuite a une production accrue
d’auto-anticorps et a des Iésions médiées par des complexes immuns (Pan et al., 2025). De
méme, la délétion de SHP-1 dans les cellules dendritiques et les neutrophiles favorise un
déséquilibre immunitaire associé¢ a des manifestations auto-immunes. Dans les macrophages,
la perte de SHP-1 perturbe plusieurs voies de signalisation majeures, notamment PPARy
MAPK et NF-kB, altérant le dialogue cellulaire avec les hépatocytes (Ahamed et al., 2023)
et favorisant une polarisation excessive vers le phénotype pro-inflammatoire M1, accompagnée
d’une signalisation inflammatoire persistante et d’une amplification des médiateurs
inflammatoires, contribuant ainsi au maintien d’un état inflammatoire chronique (Wang et al.,

2025).

1.5 Thérapie ciblant SHP1

La suppression ou I’inhibition de SHP-1 renforce I’immunité antitumorale en stimulant les
réponses innées et adaptatives. D'une part, Les lymphocytes T adoptivement transférés
présentent une efficacité accrue, un seuil d’activation abaiss¢ (Qu et al., 2026), une expansion

des effecteurs spécifiques et une résistance a la suppression par les Treg (Varone et al.,

e
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2020b). Ces effets sont optimisés par la combinaison avec des inhibiteurs de PD-1/CTLA-
4 (Qu et al., 2026) ou une modulation métabolique (Liu et al., 2025). D'autre part, 1’activité
des cellules NK et des macrophages est également renforcée (Qu et al., 2026). Parall¢lement,
I’inhibition de SHP-1 directement dans les cellules tumorales peut accroitre leur sensibilité aux

chimiothérapies (Xu et al., 2024).

Le développement de petites molécules ciblant SHP-1 constitue ainsi une approche
prometteuse. Les inhibiteurs covalents, notamment, permettent une inhibition prolongée et
sélective (Qu et al., 2026). Au niveau moléculaire, SHP-1 module des voies oncogéniques clés
telles que STAT3, permettant d'induire 1’apoptose et de réduire la

chimio/radiorésistance (Varone et al., 2020b).

Enfin, & l'inverse du contexte oncologique, I’induction de SHP-1 par des activateurs
pharmacologiques (tels que le MSP ou le fénofibrate via 'AMPK) permet d'atténuer
I’inflammation systémique (Yuk et al., 2016). Dans les maladies auto-immunes, sa
surexpression réduit la phosphorylation des protéines JAK/STAT dans les lymphocytes T

diminuant ainsi la sévérité de I’arthrite auto-immune (Markovics et al., 2020).

1.6 Les polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs)

1.6.1 Généralités

Les polymorphismes a nucléotide unique (SNP) se définissent comme la variation d'une seule
base nucléotidique a une position précise du génome. On en dénombre environ 3 a 10 millions,
ce qui représente prés de 1 % du génome humain (Irfan et al., 2022a). Principale source de
diversité génomique humaine, les SNP occupent une place centrale dans les études
d'association entre genes et pathologies. Leur analyse permet également des applications
médico-légales, telles que 1'établissement d'empreintes génétiques par la technique du

polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP) (Kaushik et al., 2019).

Outre les SNP, le génome est riche en microsatellites (SSR) hautement polymorphes, distribués
dans les régions codantes et non codantes pour intervenir dans diverses fonctions
biologiques (Kaushik et al., 2019). Ces variations génétiques peuvent entrainer des effets

déléteres, tels qu'une régulation génique aberrante ou une perte d'intégrité protéique. Elles
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peuvent notamment déstabiliser la structure des protéines en altérant leur hydrophobie, leur

charge, leur dynamique ou leurs interactions (Irfan et al., 2022b).

1.6.2 SNP synonyme

Le polymorphisme nucléotidique synonyme (sSNP) correspond a une variation génétique
ponctuelle observée a une fréquence significative au sein d'une population. Résultant d'une
substitution de base dans la région codante d'un géne, ce type de variant n'altére pas la s€quence
d'acides aminés de la protéine finale. En raison de cette absence d'effet phénotypique apparent,
ces variations sont ainsi qualifiées de mutations silencieuses ou neutres (National Cancer

Institute, 2020b).

1.6.3 SNP non synonyme

Les polymorphismes nucléotidiques non-synonymes (nsSNP) correspondent a des
substitutions de bases situées dans les séquences codantes d'un gene. Contrairement aux
mutations silencieuses, les nsSSNP modifient le produit protéique lors de la traduction. Selon la
nature du changement de codon, on différencie les mutations faux-sens, qui substituent un
acide aminé par un autre dans la chaine polypeptidique, des mutations non-sens, qui
introduisent un codon d'arrét (stop), interrompant ainsi prématurément la synthése de la

protéine (National Cancer Institute, 2020a).

1.6.4 Impact des SNPs sur la pathogenése du cancer et des maladies auto immunes

Les déréglements de la phosphorylation protéique, issus d'une activité anormale des kinases ou
phosphatases, contribuent au développement de cancers (Stanford & Bottini, 2023). La
susceptibilité génétique au cancer est ¢galement associée aux SNP situés dans les génes de
réparation de I’ADN, du métabolisme et de I’'immunité (Deng et al.,, 2017). Plus
spécifiquement, les polymorphismes des régions promotrices modulent le risque tumoral en
altérant l'expression génique via la méthylation ou la liaison de facteurs de transcription, ce qui
confére a ces SNP un rdle de biomarqueurs diagnostiques et thérapeutiques majeurs (Deng et
al., 2017). Dans le domaine de I'immunothérapie, les SNP des genes de la réponse immunitaire
influencent I’efficacité des traitements et la survenue d’effets indésirables (Specchia et al.,

2025), tandis que des variantes germinales sont associées a la formation de I’environnement
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tumoral (Cha et al., 2025). Toutefois, leur interprétation reste complexe en raison d'une

expression tissulaire spécifique (Fagny et al., 2020).

Parallélement, les mutations faux-sens (missense) représentent prés de 50 % des altérations
génétiques associées a diverses pathologies, agissant comme causes directes ou facteurs de
susceptibilité dans les maladies inflammatoires et auto-immunes (Irfan et al., 2022b). De plus,
les polymorphismes des régions régulatrices de TNF-a, IL-1 et IL-10 influencent le risque et

I’hétérogénéité clinique des maladies auto-immunes chez ’homme (Zidi et al., 2026).

1.6.5 Analyse in silico des SNPs

L'analyse in silico représente une approche essentielle pour étudier I'impact des SNP sur la
fonction génique (Kaushik et al., 2019) en s'appuyant sur la base dbSNP (Bahereldeen et al.,
2020), qui centralise les variants identifiés dans le génome humain (Nimir et al., 2017).
L'exploitation de ces données permet de corréler la fréquence des variants avec leur
conservation structurale (Aldharee & Hamdan, 2025). Sur le plan structural, la modélisation
tridimensionnelle évalue 1'impact des substitutions d'acides aminés (Kamal, Mia, et al., 2024a),
tandis que le Docking et la dynamique moléculaire prédisent les variations énergétiques des
protéines (Abdelazim et al., 2025). L'imagerie 3D facilite également l'identification des
modifications structurales (Kamal, Mia, et al., 2024a). Toutefois, cette approche comporte des
limites exigeant une validation expérimentale (Nimir et al., 2017). Les prédictions issues
d'algorithmes complexes (Abdelazim et al., 2025)doivent étre confirmées en laboratoire
(Zhang et al., 2020) pour établir la pertinence pathologique des variants ¢tudiés (Mahmood
Janlou, 2025).

1.7 Gain de fonction dans les protéines

Les mutations GOF produisent des protéines dotées de nouvelles fonctions et introduisent une
variabilité supplémentaire au sein du systéme cellulaire. Dans les proto-oncogenes, ces
mutations ont la capacité de devenir néomorphiques, c'est-a-dire de générer de nouvelles
fonctions protéiques et d'induire d'autres altérations du systéme cellulaire favorisant une
prolifération cellulaire excessive et non controlée. La majorité des mutations GOF étudiées se
limitent aux régions codantes du génome et affectent directement la composition structurale
des protéines. Les protéines mutantes peuvent subséquemment moduler des caractéristiques

biologiques fondamentales, telles que les interactions protéine—protéine et I'activité

16



Revue de la litterature

enzymatique, exercant ainsi une influence sur la croissance cellulaire ou sur d'autres

déterminants du phénotype.(M. M. Li et al., 2023)

1.8 Modifications post-traductionnelles de SHP-1

1.8.1 Généralité

Les modifications post-traductionnelles (PTM) correspondent a des modifications chimiques
des chaines latérales de certains acides aminés dans les protéines aprés leur biosynthése. A ce
jour, plus de 650 types de PTM ont été identifiés, parmi lesquels la phosphorylation la
méthylation, I’ubiquitination, la nitrosylation et la Carbonylation (Q. Zhong et al., 2023). Ces
modifications constituent des mécanismes importants de régulation moléculaire permettant de

moduler ’activité, la localisation et les interactions des protéines (Figure 1.13)(Ramazi &

Zahiri, 2021)

Les PTM peuvent étre réversibles ou irréversibles et influencent la structure, la stabilité et la
fonction des protéines (Ramazi & Zahiri, 2021). Elles jouent ainsi un role clé dans la
régulation de plusieurs processus biologiques, notamment la transduction du signal, la
régulation de I’expression génique, le cycle cellulaire, le métabolisme cellulaire et I’'immunité

(Figure 1.14)(Q. Zhong et al., 2023).

[=DNA TRTOA. Protem

Location

Structure —

Interactions ‘

Figure 1.15. Principales modifications post-traductionnelles des
protéines. (Zhong et al., 2023)
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Figure 1.16. Impact des modifications post-traductionnelles sur la fonction
protéique et I’expression génique (Dutta & Jain, 2023a)

1.8.2 Phosphorylation

La phosphorylation est une modification post-traductionnelle réversible consistant en 1’ajout
d’un groupement phosphate (PO_4) (Alquezar et al., 2021). Issu de I’ATP, ce groupement est
transféré sur les chaines latérales d'acides aminés par les kinases (Q. Zhong et al., 2023), un
processus inversé par les phosphatases qui cible principalement les résidus sérine, thréonine et
tyrosine. Essentiel a la régulation de processus tels que la réponse immunitaire, ce mécanisme
peut, en cas d'altération, favoriser le développement de pathologies graves comme le cancer

(Figure 1. 17) (Ramazi & Zahiri, 2021).

Dans ce contexte, la phosphatase SHP-1 illustre cette régulation. Sa structure comprend deux
domaines SH2 N-terminaux, un domaine catalytique PTP et une queue C-terminale. Son
activation débute par le recrutement de ses domaines SH2 vers les motifs ITIM phosphorylés,
permettant la déphosphorylation de cibles en aval. Enfin, I’activit¢ de SHP-1 est induite par la
phosphorylation sur tyrosine de sa propre extrémité C-terminale, associée a l'action de

phospholipides acides (Gul et al., 2023).
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Figure 1. 18. Le mécanisme de phosphorylation et les fonctions
potentielles associées a cette modification. (Zhong et al., 2023)

(A)Le mécanisme de phosphorylation et de déphosphorylation.
(B) Les principales fonctions de la phosphorylation des protéines sont illustrées.

1.8.3 Prédiction in silico des modifications post traductionnelles

La prédiction informatique des modifications post-traductionnelles constitue aujourd'hui un
pilier de la bioinformatique structurale pour caractériser la diversité fonctionnelle du protéome.
Ces outils in silico permettent d'analyser les micro-environnements locaux entourant les sites
de modification afin de prédire leur influence sur la stabilité et la conformation globale des
chaines polypeptidiques. En s'appuyant sur des algorithmes d'apprentissage automatique et des
bases de données de plus en plus vastes, ces méthodes anticipent les changements de surfaces
¢lectrostatiques et stériques qui dictent les interactions protéine-protéine. Ainsi, la modélisation
numérique offre une alternative rapide et précise pour comprendre comment ces processus
régulent les mécanismes cellulaires complexes et les fonctions biologiques (Ramazi & Zahiri,

2021).

1.9 La stabilité et son effet sur la fonction protéique
La stabilité¢ d’une protéine se définit par la diminution de son niveau d'énergie lors du passage
de 1'état dénaturé a sa forme native sous conditions physiologiques (Ahmad, 2022). Ce

parametre, qui dépend de la séquence des acides aminés et des conditions physico-chimiques

e
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du milieu (Gooran & Kopra, 2024), se mesure par la variation d'énergie libre (AG)entre I'état

replié¢ et dépli¢ (May et al., 2025).

L'impact des mutations faux-sens sur la stabilité est quantifi¢ par le AAG, agissant soit par une
déstabilisation de la structure globale, soit par une stabilisation excessive qui augmente la
rigidité protéique (May et al., 2025). Ces altérations influencent la fonction en modifiant
directement l'activité de la protéine ou en perturbant son repliement (Cagiada et al., 2021). Un
défaut de stabilit¢ meéne souvent a une perte de fonction, car les protéines mal repliées

s'agrégent ou sont éliminées par la cellule (Atsavapranee et al., 2021).

1.10 Problématique et objectif

1.10.1 Problématique

Le cancer utilise divers mécanismes pour échapper au systéme immunitaire notamment l'axe
CD47/SIRPa. Cette interaction déclenche un signal inhibiteur dit « Don’t eat me », qui bloque
la phagocytose des cellules tumorales. La phosphatase SHP-1 (géne PTPNO6) est I'acteur clé qui
transmet ce signal de désactivation. Cependant, 1’activité de SHP-1 peut étre modifiée par des
polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs) qui peuvent favoriser un gain de fonction.
Comme leur analyse expérimentale est impossible a réaliser a grande échelle, le recours aux

approches in silico devient indispensable pour prédire leur impact fonctionnel.

Dés lors, la question centrale de notre étude est : comment un polymorphisme nucléotidique
simple, favorisant le signal inhibiteur "Don’t eat me"', permet-il d'identifier des variantes
a gain de fonction de SHP-1 et d'évaluer leur impact sur 1'axe CD47/SIRPa ?

1.10.2 Objectifs

*

¢ L’objectif central de ce mémoire consiste a analyser, par des approches in silico, les
effets de certains SNPs identifiés dans le gene codant pour la phosphatase SHP1 sur sa
structure tridimensionnelle et ses modifications post-traductionnelles, notamment la
phosphorylation, tout en explorant leur capacité a provoquer un gain de fonction.

% La collecte de données a permis de récupérer la séquence d'acides aminés de SHP1 et
de constituer un tableau détaillé des variants identifiés a partir de bases de
données publiques.

% Evaluation in silico du caractére toléré des nsSNPs identifiés dans le géne PTPNG

% Caractérisation des polymorphismes nsSNP au sein des régions conservées des

domaines fonctionnels

e
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< FEtude des propriétés structurales et fonctionnelles vise a prédire I'impact de ces SNPs
sur l'activité et la stabilité de la protéine, tout en évaluant leur potentiel a induire un

gain de fonction.

X/
°e

Mod¢élisation tridimensionnelle des formes sauvage et mutées de la phosphatase SHP1.

/7
A X4

Réaliser une étude comparative par Docking protéine-protéine des formes sauvage et
mutées, afin d'évaluer la possibilité d'un gain de fonction a travers l'analyse des

distances et des interfaces d'interaction.
1.10.3 But

Explorer le role des SNPs de PTPN6 dans l'induction d'un gain de fonction protéique,
en se focalisant sur les conséquences structurales et interactionnelles au sein de 1'axe

immunologique CD47-SIRPa.
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2.1 Plan de I'étude
Le présent travail, réalisé sous la direction du Dr Hadjij Zayneb, s'inscrit dans une démarche
visant a identifier les variants non synonymes (nsSNPs) susceptibles d'induire un gain de

fonction au sein de la protéine SHP-1, dans le contexte de 1'axe de signalisation CD47-SIRPa.

Cette ¢tude s'articule autour de deux axes complémentaires et interdépendants. Le premier axe
est consacré a l'identification et a la caractérisation des nsSNPs susceptibles de conférer un
gain de fonction a la protéine SHP-1 a travers leurs effets sur sa séquence et sa structure. Le
second axe porte sur la modélisation tridimensionnelle des variants protéiques, dans le but de
mettre en évidence les altérations structurales induites par ces substitutions, et d'explorer, par
le biais d'une approche de Docking moléculaire, 1'éventualité d'un gain de fonction engendré
par ces variants. L ensemble de ces travaux a été mené au sein du Laboratoire de Biologie

Moléculaire Appliquée et Immunologie, placé sous la direction du Professeur Aribi Mourad.

Stratégie d'étude in silico des variants nsSNP de SHP1

Identification et collecte Récupération de la
des nsSNP (IDs de sequence primaire au
génes 5777) format FASTA (ID

UniProt : P29350)

- Evaluation de Etude de cis Analyse de || Analyse par
Prel(.ilctlon de l'influence des I'impact — l'effet Docking
l'impact structurale : st lculsire et
tonadonnel nsSNP sur la structural et par énergétique | | moléculaire e
d SNP stabilité moléculaire inilodie des visualisation
el protéique des nsSNP 9 mutations structurale

: SWISS- Hdock
B Missense3D
llMutant2-0|' ]( MODEL ) FoldX l server l
POLYPHEN

( DUET )( MutPred2 ) ( Phyre2 ] PyMOL

Figure 2.1.Study design
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2.2 Exploration des données
La séquence protéique (format FASTA) du géne SHP1 ainsi que ses polymorphismes (SNP)
ont été extraits respectivement des bases de données du National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et

du dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). De plus, la séquence primaire de la protéine

(P29350) a ¢ét¢  récupérée au format FASTAa partir de la base de

données UniProt (www.uniprot.org). Par la suite, I'ensemble de ces données notamment

les SNP missense, ont été analysées a I'aide de divers logiciels et outils bioinformatique.

Bt S
UniPro.t..: BLAST Align Peptide search 1D mapping SPARQL  UniProtkB - [IRiaIN3 navences | List [N Help

Status The unreviewed UniProtKB/TrEMBL database will be reduced in size in release 2026_02 (first half of 2026).
 Reviewed (Swiss-Prof) Entries to be retained in UniProtkB:
(243) « Entries from reference proteomes
« Al reviewed (Swiss-Prot) entries
Unreviewed (TrEMBL) « Selected unreviewed (TrEMBL) entries with experimental or biologically important data
(6.004) 3 Entries to be removed: Unreviewed (TrEMEL) entries that are not part of a reference proteome
Popular organisms Entries removed from unreviewed UniProtKB/TrEMBL will remain accessible in the UniParc sequence archive.
5 o - o .
Human (39) Please read our help page, view affected entries and proteomes [Z, or contact us with any questions.
M 98, H
ouse (98) UnNiProtKB 6,247 results ... s - sene tame oroiseese
Rat (75)
) & Tools = .+ Download (6k) View: Cards O Table ® £ Customize columns £ Share +
Bovine (41)
Zebraish (17) Entry Name . Protein Names . Gene Names . Organism +
O P29350 5  PTNG_HUMAN Tyrosine-protein phosphatase non- PTPNG, HCP, PTP1C Homo sapiens (Human) 595 AA
Taxonomy receptor type 6[...] E
Filter by taxonomy O PBIT18 % PTNG_RAT Tyrosine-protein phosphatase non- Ptpné, Piph6 Rattus norvegicus (Rat) B13AA
receptor type 6[...]
Group by
e O QOUKA 5 PILRA_HUMAN Paired immunoglobulin-like type 2 PILRA Homo sapiens (Human) 30344
receptor alphal..]
Keywords
o P0TH &  KIT_HUMAN Mast/stem cell growth factor receptor Kit ~ KIT, SCFR Homo sapiens (Human) 976 AA
Gene Ontolagy o
Enzyme Class
[ P13688 % CEAM1_HUMAN Cell adhesion molecule CEACAM1L..] CEACAM1, BGP, BGP1 Homo sapiens (Human) 526 AA
Proteins with
] _Q8NHL6 % LIRB1 HUMAN Leukuszle immunwlubulin—like receptor, LILRB1. ILT2 LIR1, wR? Homo saBiEns Human] 650 AA

Figure 2.2. Base de données UniProt

Y[[M)) National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

s PTPNG [ scarch

Advanced Help

dbSNP contains human single nucleotide variations, microsatellites, and small-scale insertions and deletions along with

publication, population frequency, molecular consequence, and genomic and RefSeq mapping information for both
commeon variations and clinical mutations.

Getting Started Submission Access Data
dbSNP 25th Anniversary, How to Submit Web Search
Overview of dbSNP Hold Until Published (HUP) Policies eUtils API

About Reference SNP (rs) Submission Search Variation Services
Eactsheet ETP Download
EAQ Tutorials on GitHub

Entrez Updates (May 26, 2020)

Important: When using dbSNP, please cite the resource using the following publication: The evolution of dbSNP: 25 years of impact in genomic research

Figure 2.3. Base de données Gene du NCBI
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2.3 Prédiction des nsSNP toléré par différents outils de bio-informatique

Quatre outils in silico distincts ont été utilisés pour identifier les nsSNP (polymorphismes
nucléotidiques non synonymes) potentiellement délétéres du géne SHP1. Tout d'abord, les
nsSNP extraits de la base NCBI ont été analysés par SIFT (http://sift.bii.a-star.edu.sg/) et
PolyPhen v2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (Venkata Subbiah et al., 2022).

Ensuite, leur impact fonctionnel a ¢ét¢ ¢évalué a laide de PROVEAN

(http://provean.jcvi.org/index.php) (Choudhury et al., 2022)

2.3.1 SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant)

Prédit I'impact des SNP via I'alignement de séquences multiples (MSA). Cet outil traduit la
conservation des résidus en un score normalisé allant de 0 a 1(Abuzaid et al., 2024) ; une
valeur < 0,05 est jugée délétére (Kamal, Mia, et al., 2024a), alors qu'un score supérieur est
considéré comme toléré (Venkata Subbiah et al., 2022). Dans cet outil, nous avons introduit
la séquence protéique au format FASTA et inséré les substitutions d'acides aminés

(manuellement ou via un fichier), avant de cliquer sur « Submit » pour générer les résultats

automatiquement.

- Sorting Intolerant From Tolerant

Home Help Code Contactns [

SIFT Sequence

SIFT ides SIFT predi for a given protein FASTA sequence. This will take 10-15 min because we must search
vour protein sequence agmn:t‘adaizbasebopuckﬂnldatedsequenca You can also submit vour protein sequence and related
P e bl o ok e e T

Results ave deletsd ftsr 24 howrs, zo plsass save them!
[Preventing cormection failures]

Protein sequence
Mame of fils containing protein query saquence (£acta format).
Choisir un fichies | Aucun fichier n'a €t sélectionng
=-0r-

Paste in your protei =in query secuence ‘Luload -mmﬂ (Easta Format)
sphatase non-receptor Lype &

UMAN

- OX-3586 GH-PTPNE PE1 s\ 3
ETLLKGRGVHGS FLARPSRKNOGDF SLSVRVGDQW THIRTONSGOR
LTELVEYYTQQQGVLQDRDGT ITHLKVPLNCS DR TSERWYHGHMS GGOA
I:TLLQAKGI:FMF VRESLEQPGOFY LEVLSDOPKACPGSPLAVTHIKVMC EGCRYTVGE
LETFDSL TDLVEHFKKTGTEEASGAFVYLRQPYVATRVNAADTENRVLE LNKKQESEDTA
KAGFHEEFESLOKQEVKNLHORLEGYRP ENKGKNRYKMI LPFDHSAVIL QGROSHIPGS!
Y THANYTKNGL LGP DEMAK TYTASOGCLEATVHDFWQMAWQENSRVIVM TTREVEKGRHK
VP YWPEVGMORAYGPY SYTHCGEHDTTEVKL RT LQVSPLONGDL TRE TRHYQY L SKPDH
CGVPSEPGGYLEFLDQINORQESLPHAGP TIVHCS AGTGRTGTI TWIDMLMENTS TKGLDC

L CGEED )

Enter the substitutions of inferest [format]:
V2

NENK 1

=-0r-
Upload a file contaiming substitutions of interest [format
Checasir un fichier | Aucun fichier n'a ét2 sélectionné

Figure 2.4. SIFT (Sorting Intolerant from Tolerant)
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2.3.2 PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2)

Prédit 1'impact fonctionnel des mutations en combinant analyses structurales et évolutives
(Kamal et al., 2025) via le calcul du score PSIC (Abuzaid et al., 2024). Les résultats, variant
de 0 a 1 (Venkata Subbiah et al., 2022), sont classés en trois catégories : bénigne (0,00—
0,45), possiblement (0,45-0,95) ou probablement dommageable (0,95-1,0) (Ajith &
Subbiah, 2023). Pratiquement, nous avons introduit la séquence au format FASTA, spécifié
la position de la mutation, puis sé€lectionné 1’acide aminé d’origine ainsi que le résidu substitué

avant de cliquer sur le bouton « Submit » pour générer les résultats.

POIyPhen-Z el for of FrmeEmm el efETie of hrrem meEEe

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2) is a tool which predicts possible impact of an amino acid substitution on the structure and function of a human protein using straightforward
physical and comparative considerations. Please, use the form below to submit your query.

—
LN

Query Data
Protein or SNP identifier
>sp|P29350| PTNG_HUMAN Tyrosine-protein phosphatase =
Protein sequence non-receptor type 6 OS=Homo sapiens OX-06@6
. GN=PTPNG PE=1 SV=1
in FASTA format MVRWFHRDLSGLDAETLLKGRGVHGSFLARPSRKNQGDFSLSVRVGDQYT
HIRIQNSGDF 4
Position 2
AAMMARNDCEQGHILKMFEFPSTWYM

Substitution
AAARNDCEQGHILKMFEPSTWYV

Query description

Submit Query | |Clear||Check Status

Display advanced query options

Figure 2.5. PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2)

2.3.3 PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer)

Ce logiciel évalue l'impact fonctionnel des substitutions d'acides aminés ainsi que
des insertions et délétions. L outil évalue la variation de la séquence en intégrant le contexte
local des résidus voisins. Une variante est classée comme délétere ou dommageable pour un
score < —2,5, alors qu’un score supérieur a ce seuil est considéré comme neutre (Venkata
Subbiah et al., 2022). Cette approche permet ainsi de distinguer I'effet des mutations sur la
fonction protéique (Arosh et al., 2026a). Dans cet outil, nous avons introduit la séquence
protéique au format FASTA dans le champ « STEP 1 » et les substitutions d'acides aminés
dans le champ « STEP 2 », avant de cliquer sur « Submit » pour obtenir les résultats de

prédiction ainsi que le score associé¢ a chaque SNP.
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JCVI e PROVEAN

ICVI Home PROVEAN Home

PROVEAN PROTEIN

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.

Mouse
i = Qutput: PROVEAN scores and predictions. See example.
PROVEAN Genome Variants

Huma!

Mouse Step 1. Enter a protein sequence
Abou

Paste in your protein query sequence: [FASTA format] rt_’-alf“& ) i

FAQ >5p|P29350|PTNS_HUMAN Tyrosine-protein phosphatase .| (Upload example 1

on=receptor type 6 OS=Homo sapiens OX=9606 . upload example 2)

e PN5 PE=1 SV=1 >p53 iseform a Homo sapiens
HRDLSGLDAETLLKGRGVHGSFLARPSRKNQGDFSLS >p33 isotorm 0 sapiens
» D ' \ WKLLPENN
2 VRVGDQVTHIRIQNSGOF MEEPQSDPSVEPPLSQETFSDLWKLLPENN. ..
+ Help DLYGGEKFATLTELVEYYTQQQGVLQDRDGTIIHLKYPLNCSDP _ |
SERWYHGHMSGGQA

+ Contact b TLLOAKGEPWTFLYRESLSQPGDRVLSVLSDOPKAGPGSPLRY b

- QA = QPGDFVLSVLSDQPKAG 4 KGQSTSRHKKLMFKTEGPDSD

Felzted L

Step 2. Enter amino acid variations

Enter the variants of interest: [format] Example

V26 -

AT, P72R

g @ ciosc

76 | K370del

- H178_H179msPHP
7Q P

L22_wW23delinsQS

Or upload a file containing varian
[(Choisir un fichier | 4

Figure 2.6. PROVEAN (Protein variation effect analyzer)

2.4 L’identification de nsSNP dans les domaines conservés des genes
2.4.1 InterPro

Cette plateforme (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) permet la classification des séquences

protéiques ainsi que l'identification des domaines fonctionnels et des régions conservées
(Paysan-Lafosse et al., 2023). Cet outil analyse la séquence protéique au regard des signatures
issues de ses bases de données partenaires, telles que PROSITE, PRINTS, Pfam, ProDom et
SMART (Arosh et al., 2026b). Dans le cadre de notre étude, nous avons introduit la séquence

au format FASTA afin d'identifier précisément les domaines conservés de la protéine cible.
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’, InterPro  Ciassification des familles de protéines

Recherche par séquence Recherche par texte Recherche par architecture de domaine

Scanne tes séquences

ap| P29350| PTHE_HUIGN type 6 OSstomo sapiens OX=9606 GN=PTPNG PE=1 SV=t

Séquence valide.

| & choose file " Exemple de séquence protéique

Chargement...

Une erreur a été rencontrée lors de la tentative de chargement d’un élément sur cette page
. Veuillez utiliser le bouton ci-dessous pour vider le cache de votre navigateur web et recharger la page. Cela pourrait résoudre le probléme.

Vider le cache et recharger

Figure 2.7. L’outil InterPro

2.5 Analyse de I'effet des nsSNPs sur la stabilité des protéines
2.5.1 I-Mutant2.0

Ce serveur web (https://folding.biofold.org/i-mutant/i-mutant2.0.html) a été utilisé pour

évaluer l'impact des SNP missense sur la fiabilité structurale et la stabilité des protéines. Il
s'appuie sur un algorithme de machines a vecteurs de support (SVM) pour estimer la variation
d’énergie libre (AAG) (Kamal, Mia, et al., 2024a). Les analyses ont été réalisées en simulant
des environnements in vitro (pH 7, 25 °C) et in vivo (pH 7,4, 37 °C) (Feng et al., 2024). Selon
les parametres de ce modele, une valeur de AAG supérieure a 0 kcal/mol indique une
stabilisation, tandis qu'une valeur inférieure a 0 kcal/mol traduit une déstabilisation de la

protéine (Feng et al., 2024).

I-Mutant2.0

T-Mutan2.0 Help

~ [ YDLYGGEKFATLTELVEYYTQQQGVLQDRDGTITHLKYPLNCSDPTSERWYHG A
ils HHSGGOA
Tatorial ETLLOAKGEPUTFLVRESLSQPGDFVLSVLSDQPKAGPGSPLRVTHIKVHCEG
Data Seis GRYTVGG |
LETFDSLTDLVEHFKKTGIEEASGAFVYLRQPYYATRVNAADIENRVLELNKK

|QESEDTA One letter residue code

Protein Sequence:

KAGFUEEFESLOKQEVKNLHOR L EGQRPENKGKNRYKNILPFDHSRVILQGRD
SNIPGSD
YINANYIKNQLLGPDENAKTYIASQGCLEATVNDFUQUANQENSRVIVMTTRE

Biocomputing Unit VEKGRNK )

Position: Sequence residue number
Contact us New Residue: If only one substitution is required
Temperature: Temperature in Celsius degrees [0-100]
Last Updats 27/12/06 pH: pH value [0-14]
Prediction: ® Free Energy change value (DDG)
CSign of DDG
e-mail: [ri 18@gmail.cony |
[ Submit |

Figure 2.8. L’outil I-Mutant2.0
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2.5.2 DUET

DUET est un serveur web (http://biosig.unimelb.edu.au/duet/) s'appuyant sur la structure

protéique pour analyser lI'impact des mutations ponctuelles uniques (nsSNPs) sur la stabilité, le
repliement et la fonction des protéines (Kamal, Teeya, et al., 2024). Cet outil fonctionne
comme un prédicteur consensuel intégrant deux méthodes
complémentaires, SDM et mCSM (Marabotti et al., 2021). Cette approche hybride vise a
accroitre la précision de la prédiction de la variation d'énergie libre (AAG) (Barroso et al.,
2020). DE plus, L'interprétation du score obtenu repose sur son signe : une valeur inférieure a
a zéro (AAG < 0) indique un effet déstabilisant, tandis qu'une valeur supérieure a zéro (AAG >
0) indique un effet stabilisant sur la structure protéique. Dans cet outil, lors de I’étape 1, nous
avons introduit le fichier de la structure sauvage de SHP-1 au format PDB préalablement
nettoy¢ des molécules d’eau, pour I’analyse des premiéres mutations. Pour les derniéres
mutations, nous avons utilisé la structure prédite par AlphaFold. Lors de I’étape 2, nous avons
ensuite précisé la mutation étudiée ainsi que la chaine A, puis nous avons cliqué sur «

Soumettre ».

Y ) )
(o] ol 3 Step 1: Please provide a wild-type structure (PDE format)
A ¥
L
b
:\ é‘ Upload your own structure: Provide a 4-letter PDE code:
8
Y '.‘l a } [ Chotsir un fichier | ALPHAPHOLD. . UCTURE o (Example: 20C4)
o A { - -,/
¢ \y - -
. o -
& &~
Step 2: Please provide the mutation information
Description
Single mutation Systematic
Mutation (Example: 1232T) Residue (Example: 1232)
V2G
OR
Mutation chain (Example: A} Mutation chain (Example: A)

Figure 2.9. L’outil DUET
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2.6 Etudier I’'impact structural et moléculaire de des variants sur la
protéine
2.6.2 Missense3D

Ce serveur (https://missense3d.be.ic.ac.uk/missense3d/) permet d'évaluer les dommages

structurels induits par les changements d'acides aminés au sein de la structure 3D des protéines.
Il estime le pourcentage d’accessibilité relative au solvant (RSA %) apres substitution pour
offrir une analyse quantitative et qualitative des perturbations générées (Aldharee & Hamdan,

2025).

Missense3D version 2 predicts structural changes caused by missense variants
in protein tertiary structures and binary complexes. It supports both
experimental and predicted models, including AlphaFold and GWYRE. Variants can be
input using protein or genetic coordinates.

Variant information
. Or choase from the following examples:
UniProt ID P29350

Residue number T N B
Wild-type amino acid Arg (R - Arginine) v P45954 | Complexes | 376 Glu > Gly
Variant amino acid Gly (G - Glycine) v

Transmembrane region (0 Na v

Structural information ()

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

) Choose a PDB 1D and Chain ID
© Or use a tertiary structure AlphaFold model (Human only)

O Qr search for PPI complexes in GWYRE & ProtVar (Human only)

Figure 2.10. L’outil Missense3D
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2.6.1 MutPred2

Ce serveur web (http://mutpred.mutdb.org/), basé¢ sur I'apprentissage automatique, permet

d'identifier les mutations humaines pathogenes et d'expliquer leur origine moléculaire (Saih et
al., 2021). Cet outil évalue les altérations structurales et fonctionnelles en analysant les
propriétés évolutives, les structures secondaires, les modifications post-traductionnelles
(PTM) et les sites de liaison métallique. L'analyse nécessite une séquence protéique au
format FASTA accompagnée d'une liste de mutations (Arosh et al., 2026a). Dans cette étude,
MutPred?2 a été utilis¢€ avec ses réglages de base pour obtenir un score classant les substitutions
en catégories « pathogeénes » ou « bénignes » ; une valeur supérieure a 0,5 indiquant une

probabilité de pathogénicité accrue (Feng et al., 2024).

Serveur web MutPred2
Le serveur web peut &tre utilisé pour des ensembles de données & petite échelle (au maximum 100 substitutions, sans
séquence d'entrée de longueur > 35 000 résidus). Actuellement, ce site web propose MutPred2.0. Il nécessite des
séquences protéiques au format FASTA, une liste de substitutions d'acides aminés dans les en-tétes FASTA
correspondantes (séparées uniquement par des espaces), et une adresse e-mail valide. L'lD protéigue ne peut pas
contenir d'espaces, de points-virgules ou de virgules.

E-mail

1s sur la sé etla i (format FASTA)

L

ou
Télécharger le fichier FASTA

(o WET VL Biley T Aucun fichier m'a éié sélectionné

Seuil de valeur p (optionnel)

Figure 2.11. L’outil MutPred2
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Tableau 2. Propriétés fonctionnelles évolutives des sites de modifications post-
traductionnelles (PTM) de la protéine SHP-1 (PTPN6) analysées par MutPred2.

Protéine

Propriété
MutPred2
(terme exact)

Type de
résultat
a traquer

Priorité

Justification biologique

Interprétation gain de
fonction

SHP-1 Allosteric site Loss of Auto-inhibition N-SH2/PTP | Perte du site allostérique —
(PTPNG6) confirmée par levée de l'auto-inhibition
cristallographie. Le domaine — phosphatase
HAUTE N-SH2 bloque le site actif constitutivement active —
PTP dans la conformation gain de fonction
inactive (Yang et al. 2003).
Structure ouverte aussi
résolue
SHP-1 Catalytic site Gain of / Domaine PTP catalytique Augmentation de l'activité
(PTPNG6) Altered avec motif signature catalytique —
HAUTE (H/V)C(X)5R(S/T). Activité | déphosphorylation accrue
phosphatase sur des substrats en aval
phosphotyrosines
SHP-1 PPI residue Gain of / Interaction des domaines Recrutement facilité aux
(PTPN6) Altered HAUTE SH2 avec les ITIMs ITIMs de SIRPa
phosphorylés de SIRPa
SHP-1 PPI hotspot Gain of / Résidus critiques de Renforcement de la liaison
(PTPN6) Altered HAUTE l'interaction SH2- aux partenaires
phosphotyrosine phosphorylés
SHP-1 MoRF Altered Interaction N-SH2/PTP Perturbation de l'auto-
(PTPNG6) médiée par des régions de inhibition via modification
HAUTE reconnaissance moléculaire de la reconnaissance N-
SH2/PTP
SHP-1 Phosphorylation Gain of Les domaines SH2 Modification du
(PTPN6) reconnaissent les recrutement aux ITIMs ou
phosphotyrosines. de la régulation de l'activité
MOYENNE Phosphorylation de SHP-1
elle-méme peut réguler son
activité
SHP-1 Stability Gain of / Stabilité globale de la Modification de la stabilité
(PTPN6) Loss of protéine. ATTENTION : globale — a interpréter
MOYENNE | MutPred2 ne distingue PAS selon la localisation du
la stabilité de la forme variant (N-SH2 vs PTP vs
ouverte vs fermée linker)
SHP-1 Intrinsic disorder | Gain of / Flexibilité du linker entre N- Modification de la
(PTPN6) Loss of SH2 et PTP dynamique
BASSE d'ouverture/fermeture —

interprétation complexe
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2.7Modélisation moléculaire
2.7.1 SWISS-MODEL
La modélisation par homologie a été réalisée via la plateforme automatisée SWISS-

MODEL (https://swissmodel.expasy.org), un outil de référence permettant de prédire des

structures 3D a partir de séquences protéiques. Ce serveur permet notamment la prédiction de
complexes homo- et hétéromériques a partir des séquences d'acides aminés des partenaires
(Waterhouse et al., 2018). Aprés I’insertion de la séquence protéique de SHP-1 au
format FASTA, I’outil a permis de modéliser la structure tridimensionnelle correspondante.
Parmi les templates proposés, nous avons sélectionné la structure 3psS.1. A (Crystal structure
of the full-length human protein tyrosine phosphatase SHP-1). Ce choix a été effectué en
prenant en considération les parameétres d’évaluation de la qualité structurale, notamment les

scores GMQE et QMEAN, garantissant ainsi une fiabilité satisfaisante du mod¢le généré

[~ C O htipsy//swissmodel.expasy.org/interactive/Nc5hfm/templates/ ap A 77 v= :. 'qCunversat\un

Untitled Project created: today at 22:39
Summary Models o Project Data -

Template Results @

Templates Quatemary Structure Sequence Similarity Alignment More Build Models €

Ifsort ¢ Coverage $GMQE #QSQE  #ldentity #Method +0ligo State % Ligands

Clear Selection

« 3ps5.1.ATyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6
Crystal structure of the full-length Human Protein Tyresine Phosphatase SHP-1

_ 0.90 - 9983 X-ray, 3.1A maonomer None

O P29350.1. A Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6
AlphaFold DB model of PTNE_HUMAN (gene: PTPN6, organism: Homo sapiens (Human))

_ 086 - 10000  AlphaFoldv2  monomer None

2b30.1.A Tyrosine-protein phosphatase, non-receptor type §
Crystal structure of human tyrosine phosphatase SHP-1

-.- 0.84 - 100.00  X-ray, 2.8A monomer v MNone

(] 2b30.1.A Tyrosine-protein phosphatase, non-receptor type 6
Crystal structure of human tyresine phosphatase SHP-1

ILE 93 A (3ps5.1A)

-.- 084 - 100.00  X-ray, 2.8A maonomer None

() 4nwg.1.A Tyrosine-profein phosphatase non-receptor fype 11
Crystal structure of the tyrosine phosphatase SHP-2 with £139D mutation

NI 077 - 58.82  Xray, 25A monomer ./ None

[ ___4nwag 1.A Tyrosine-proiein phosphatase non-receptor type 11

Figure 2.12. Sélection de la structure matrice (Template) 3ps5.1. A pour la modélisation
de SHP-1 sur SWISS-MODEL.
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~ 8% Untitled Project | Models x 4+ - a X
& G | O hitps//swissmodel.expasy.org/interactive/NcShfm/models/ a5 Q A ¥y 7= g' Wy Comversation

o
iE Al Projects

Untitled Project created: today at 22:39
summary  Templates @) WL Project Data -
Model Results @ Orderby.  GMQE v

1 595

Model 01
m

9%
\.% Compare 0

=~ Download fies & || Display files |

Oligo-State. GMQE QMEANDISCo Global:
Menomer 0.88 [E3) +0.05

QMEANDisCa Local v
QMEAN Z-Scores v
Template v
3ps5.1.A Tyrosine-protein phosph. ptor Seq Identity
99.83%

Crystal structure of the fulllength Human Profein Tyrosine ~ C2Yerage
Phosphatase SHP-1

Model-Template Alignment v

# | & | Cartoone  @e B

) ’ B G T 3 | HE]
ﬂ £ Taper ici pour rechercher X - ~ Qg ) RA 02/05/2026 t

13
Q

Figure 2.13. Modélisation structurale tridimensionnelle des protéines via la plateforme
SWISS-MODEL

2.7.2 Phyre2

Le serveur web Phyre2 (Protein Homology/analogy Recognition Engine V 2.0) accessible

via http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2, a ¢été employé pour modéliser les structures

tridimensionnelles (3D) de la protéine de type sauvage (WT) et de ses variants mutants. Ce
processus s'est appuyé sur l'utilisation de leurs séquences respectives au format FASTA

(Kamal, Mia, et al., 2024b).

ttps://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index @ QW o= ol 2

Phyre.2

3 Follow @Phyre2server

Protein Homolagy/2nalogY Recognition Engine V 2.2

gives you access to our Expert Mode features. ™

‘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 Databaseld.
Please do not use "intensive mode" unless your search using "normal mode" indicates that a single model does not cover most of your sequence. [
Current Phyre2 server load = 3% (normal running) £

|= =L L ihanemenad 18 @gmail. com
Optional Job description [\ E-E 3

MURWFHRDL SGLDAETLLKGRGYHGSFLARPSRKNQGDF SLSVRVEDQVTHIRTQUSGDF
YDLYGGEKF ATLTELVEYYTQQEVLQDRDGT I THL KYPLNCSDPTSERNYHGHMSGGOA
ETLLQAKGEPWTFLVRESLSQPGDF VL SVL SDQPKAGPGSPLRVTHIKVNCEGGRYTVGE
LETFDSLTDLVEHFKK’ RQPY EL
QKQEVKNLHORLE LPFDHSRVIL

YIHANYIKNOLLGPDENKTYIASQGCLEATVNDFHOMAHQENSRVIVHTTREVEKGRNK
CUPYWPEVGHQRAYGPYSVTNEGEHDTTE YKLRTLQVSPLONGDL IRETWHYQYLSWPDH
GUPSEPGGVL SFLDQINQRQESLPHAGPT IVHCSAGIGRTGTI TV IDHLMENT STKGLDC
DIDIGHT ETTKKKLEV T
HT KR

LR R RN TR S Choisir un fichier | Aucun fichier n'a 618 sélectionné

or UniProt accession ¥ ERNZERIF
L EIEELEER INormal @ Intensive O AlphaThread O Traditional Phyre2 [ Test mode [
|5 FEE R SRR E R INOT for Profit O | FOR Profit (Commercial) C | Other ® |

Amino Add Sequence ¥

Figure 2.14. La plateforme Phyre2
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A

C | &) hitps//www.sbg.bio.icac.uk/phyre2/phyre2_output/f5b41cd0af353914/summary:html ap Q Aty 7= & - @l Conversation
Email nhanemenadls@gmail.com
Description SHP1-N359K

D ) — &) v Date Ven ler mai 18:36:35 BST 2026
| f \ ( = /L‘ - _,/ Identification de poste unique FSB41CD0af353914
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Figure 2.15. Modélisation structurale tridimensionnelle des protéines via la
plateforme Phyre2

2.8 Evaluation computationnelle de I'impact des variants nsSNP sur la
stabilité structurale par FoldX

2.8.1 FoldX

FoldX (https://foldxsuite.crg.eu/) permet d'évaluer 1'impact des mutations sur la stabilité et

l'interaction des protéines (Delgado et al., 2025). Pour cela, le logiciel s'appuie sur un champ
de force semi-empirique combinant diverses contributions énergétiques (Barnes et al., 2026).
Plus précisément, il estime I'énergie libre (AG) sous la forme d'une combinaison linéaire de ces
différents termes ajustée sur des données expérimentales. La variation globale (AAG) est
ensuite calculée selon la formule :AAG = AGyytant — AGwrSelon cette convention, Une
valeur négative de AAG correspond a une mutation stabilisante (généralement lorsqu'elle est
inférieure a-0,5 kcal/mol). Une valeur comprise entre (-0,5S et 0 kcal/mol) est souvent
considérée comme neutre, tandis qu'une valeur positive supérieure a (0 kcal/mol) indique un
effet déstabilisant pour la protéine. (Sapozhnikov et al., 2023). Enfin, bien qu'il repose a
l'origine sur un modele rigide (sans déformation du squelette protéique), le logiciel a évolué en
intégrant la mobilité des chaines latérales, la modélisation des molécules d'eau, des métaux et
des acides nucléiques (ADN/ARN), le tout soutenu par une interface graphique (Delgado et
al., 2025).

Le protocole d'analyse sous FoldX a été initi¢ en important le fichier PDB du complexe

sauvage-sauvage obtenu lors de I'étape de Docking moléculaire. La préparation de I'objet a
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d'abord consist¢ en la suppression des molécules d'eau, suivie de I'ajout des atomes
d'hydrogéne. La structure a ensuite été optimisée a 1'aide de la commande Repair Object de
FoldX. Une fois le complexe réparé, 1'énergie d'interaction de référence a été déterminée. Les
cinq mutations cibles ont alors été introduites de manicre séquentielle afin de calculer I'effet de

chaque substitution sur I'énergie d'interaction et d'obtenir les résultats comparatifs finaux.
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Figure 2.16. Evaluation computationnelle de I'impact des variants nsSNP sur la
stabilité structurale par FoldX

2.9Docking moléculaire

Les interactions protéine-protéine sont au cceur des processus vitaux, bien que les méthodes
expérimentales actuelles n'en résolvent qu'une part limitée (Singh et al., 2020). Dans ce
contexte, le Docking s'est imposé comme une méthode computationnelle majeure pour prédire
la structure des complexes (Jiang et al., 2025) et en comprendre les principes de base (Singh
et al., 2020). Cette approche numérique est d'autant plus indispensable pour caractériser les
interactions que les partenaires protéiques et leurs modes de liaison sont divers et complexes

(Singh et al., 2020).

2.9.1 HDOCK Server

La plateforme HDOCK (http://hdock.phys.hust.edu.cn/) est un logiciel complet dédié a

I'amarrage protéine-protéine, combinant la recherche d'homologie et la modélisation pour
assurer des prédictions fiables et rapides. Elle accepte aussi bien des séquences d'acides aminés

que des structures PDB pour le récepteur et le ligand. Son originalité repose sur un algorithme
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hybride, capable d'intégrer des informations expérimentales sur les sites de liaison. Enfin,
HDOCK fournit des modeles de liaison téléchargeables et visualisables de maniére interactive
(Yan et al., 2020). Afin d’établir une base de comparaison, nous avons débuté par la réalisation
d’un Docking 'sauvage-sauvage". Pour ce faire, nous avons configuré un amarrage de
référence sur le serveur HDOCK. Dans le premier champ (récepteur), nous avons inséré le
fichier PDB de la SIRPa préparé (phosphorylation des ITIMs de la protéine par PyMOL)au
préalable. Dans le second champ (ligand), nous avons introduit le fichier PDB de notre protéine
sauvage SHP-1 (3PS5). Enfin, nous avons initi¢ I'amarrage protéine-protéine en cliquant sur

'option "Submit", puis nous avons téléchargé le premier modele obtenu.

Par la suite, nous avons réalisé une série de Dockings de type "muté-sauvage". En conservant
le méme fichier PDB pour le récepteur (SIRPa) le second champ a été complété par le fichier

de l'une des cinq mutations de SHP-1 (structures préalablement modélisées et téléchargées

-

e
Foaeh SERVEUR HDOCK

?» ﬁ Amarrage protéine-protéine et protéine-ADN/ARM basé sur un algorithme

:&;, 3 hybride de modélisation basée sur des modéles et d'amarrage sans ab initio.

[Laboratoire Huang] [HDOCK] [A I'aide] [Exemple de sortie]

Apportez une molécule réceptrice d'entrée en utilisant L'UNE des quatre optiens suivantes @ [aide]
= Teléchargez votre fichier pdb au format PDE : | Choisir un fichier | STRPA.pdb [exemple]

OU fournissez votre fichier pdb en PDB ID :ChainID :l:l (Exemple : 1CGI :E)
OU copiez-collez votre séquence ci-dessouws au format FASTA (Exemple d'entrée : 1CGI :E, 1HCD A

A
ou téléchargez votre fichier de ségquence au format FASTA : | Cheisir un fichier | Aucun fichi.. sélectionné [exemple]

Entrée de la molécule de ligand =n utilizant L'UNE d=s quatre options suivantes : [aide
= Téléchargez votre fichier pdb 2w format PDB : [ Choisir un fichier | model. 000.00.pdb [exemple]

OU fournissez votre fichier pdb en PDB ID :ChainlD : (Exemple : 1CGI :I)
OU copiez-collez votre séquence ci-dessous au format FASTA (Exemple d'entrée @ 1061 :1 ) [A l'3ide]

o
OU téléchargez votre fichier de séquence au format FASTA : [ Chaisir un fichier | Aucun fichi... sélectionng [exempl

it

Options avancées (optionnelles]) :
= Docking sans modéle uniguement [Explication]
= Amarrage multimériqgue symétrique : |:| [par exemple, €2 ou €3 pour Cycligue ; D2 ou D3 pour le diedre) [Note]
* Fichier de données expérimentales SAXS : Aucun fichi.. sélectionné [aide] [exemple]
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Optionnel :

z votre adresse mail : [fhanemenad1B8@gmail.com ]
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[ Soumettre | | Forme dégagée |

Figure 2.17. Configuration de I'amarrage protéine-protéine via HDOCK
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via SWISS-MODEL). Apres avoir lancé chaque Docking, nous avons téléchargé les premiers

modeles générés dés l'affichage des résultats.

2.10 Visualisation des interactions moléculaires

Essentielle a la recherche biologique, la visualisation exploite des techniques graphiques
avancées pour modéliser l'arrangement spatial des atomes et la connectivité¢ des liaisons,
permettant d'analyser le lien entre la structure d'une molécule et ses propriétés (H. Li & Wei,
2024). Parallelement, comme ces interactions sont quantifiées par leur niveau énergétique, de
nombreux logiciels proposent des représentations bidimensionnelles (2D) associant chaque

contact binaire a sa valeur correspondante (Belghit et al., 2024).

2.9.1 PyMOL

PyMOL (https://pymol.org/2/) est un systéme de visualisation moléculaire open-source (H.
Li & Wei, 2024) et multiplateforme (Yuan et al., 2017). Il est couramment employ¢ pour la
représentation tridimensionnelle de structures variées, telles que les protéines et les acides
nucléiques, ainsi que pour l'analyse des dynamiques moléculaires (Yuan et al., 2017). Grace a
ses capacités d'intégration, il peut é&tre couplé a desoutils bioinformatiques
spécialisés facilitant 1'amarrage moléculaire ou le screening virtuel (Rosignoli & Paiardini,
2022). Enfin, au-dela de I'imagerie, cet outil permet l'assemblage de modéles moléculaires
(Yuan et al., 2017) et la réalisation de mutations in silico au niveau des résidus (Rosignoli &
Paiardini, 2022). Dans le cadre de cette étude, nous avons utilis¢ PyMOL pour traiter les
résultats issus du serveur HDOCK. Nous avons d'abord analysé le complexe sauvage en
identifiant ses interactions et en mesurant ses distances de liaison. Par la suite, cette méme
méthodologie a été appliquée a l'ensemble des modeles mutés afin de comparer leur

architecture structurale avec celle du type sauvage.
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Figure 2.18 . Visualisation tridimensionnelle du complexe d’amarrage SIRPa/SHP-1
sous PyMOL

2.11 Déclaration éthique

Nous tenons a préciser que des outils d'Intelligence Artificielle ont été sollicités
exclusivement a titre d'assistance pour la rédaction, la reformulation et 'organisation des
idées dans ce manuscrit. Ces technologies ont servi de support pour améliorer la clarté et la
fluidité du texte, tout en garantissant l'intégrité scientifique du travail. Les outils utilisés sont

les suivants :

o Consensus (https://consensus.app) : Aide a la recherche bibliographique et a la

rédaction.

e Gemini (https://gemini.google.com) : Assistance a la structuration et a la

reformulation des idées.

e Google Al Studio (https://aistudio.google.com) : Support technologique a la

rédaction.

e Claude (https://claude.ai) : Aide a I’interpretation des données ainsi que la fluidité

textuelle et a la reformulation.

o Emergent Al / Elicit (https://elicit.com) : Assistance au filtrage et a I'analyse des

données dans les tableaux de résultats.

e NanoBanana (https://nanobanana.com) : Support a la création et a I'optimisation des

graphiques.
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Conclusion

Conclusion et perspectives

Cette approche bioinformatique a permis d'apporter des réponses clés a la problématique de
I'échappement immunitaire tumoral via I'axe CD47/SIRPa. Alors que la phosphatase SHP-1
(PTPN®6) joue un role indispensable dans la transmission du signal inhibiteur « Don’t eat me »
I'étude prédictive des SNPs s'est avérée incontournable pour identifier de maniére précise les

mutations capables de modifier son activité.

Notre protocole de criblage et d'amarrage moléculaire a mis en évidence la substitution N359K
comme le variant d'intérét majeur. Localisée sur un résidu hautement conservé au cours de
'évolution, cette mutation préserve l'intégrité de l'interface de liaison tout en stabilisant la
conformation globale de la protéine. Ces caractéristiques suggerent que ce variant favorise la
reconnaissance de SIRPa, renforgcant potentiellement le signal de désactivation de la

phagocytose et contribuant ainsi a I'évasion des cellules tumorales.

Bien que ces résultats obtenus in silico offrent des hypothéses prometteuses, ils doivent étre
confirmés expérimentalement. Notre premicre perspective sera d'utiliser des simulations de
dynamique moléculaire pour étudier, au niveau moléculaire, la stabilité et le comportement
dans le temps de la mutation N359K, afin d'aller au-dela des prédictions de docking initiales.
Ensuite, des tests in vitro permettront de mesurer l'activité phosphatase de la protéine
recombinante pour quantifier I'impact exact de la substitution. Enfin, des essais en culture
cellulaire (co-culture de macrophages et de cellules tumorales) permettront de suivre la
dynamique de phagocytose pour confirmer le role de ce variant dans la résistance des cellules
cancéreuses. A terme, ce variant pourrait servir de biomarqueur de mauvais pronostic, tout en
ouvrant des voies thérapeutiques comme le recours a des anticorps ciblés (anti-CD47 ou anti-

SIRPa) ou a la thérapie génique pour restaurer I'immunité contre la tumeur.
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