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Résumé

Résumé

Introduction : dans cette étude, nous avons réalisé des analyses in silico des single nucleotide
polymorphisms (SNPs) ayant des conséquences fonctionnelles et structurelles sur la protéine
CDA47 dans le contexte du cancer. Nous avons réalisé des predictions des modifications post-
traductionnelles associées aux SNPs identifiés comme potentiellement déléteres, ainsi que la
modélisation moléculaire des structures tridimensionnelles des protéines pour une visualisation

plus précise des altérations.

Materiels et méthodes : Nous avons exploité plusieurs outils bioinformatiques tels que GPS
6.0, MusiteDeep, NetPhos 3.1, GPS-MSP, GPS-Uber, iCarPS, DeepNitro, GPS-YNO2, GPS-
SNOL1.0 pour prédire les modifications post-traductionnelles. Par la suite nous avons utilisé les
logiciels Phyre2 et SWISS-MODEL pour réaliser la modélisation moléculaire de la protéine
mutée et ERRAT/PROCHECK pour évaluer la qualité de nos résultats.

Résultats : Nos résultats indiquent que certaines variations dans la protéine CD47 (G274S,
G255E, V214G, G209V) peuvent potentiellement induire diverses modifications post-

traductionnelles telles que la phosphorylation et la méthylation et 1’ubiquitination.

Conclusion : En conclusion notre étude in silico fournit une base préliminaire concernant 1I’impact
possible de ces SNPs sur la protéine CD47 dans le contexte du cancer. Ces résultats pourront étre utilisés
comme base de départ pour des études expérimentales visant a valider I’effet de ces SNPs sur les

protéines et leur réle dans le développement de cette maladie.

Mot clé : CD47, modélisation des protéines, modification post-traductionnelles, nsSSNP



Abstract

Abstract

Background : in this study, we performed in silico analyses of single nucleotide
polymorphisms (SNPs) with functional consequences on the CD47 protein in the context of
cancer. We predicted post-translational modifications associated with SNPs identified as
potentially deleterious, and conducted three-dimensional molecular modeling of the protein

structure to enable a more precise visualization of the resulting alterations.

Materials and methods : we used several bioinformatics tools, including GPS 6.0,
MusiteDeep, NetPhos3.1, GPS-MSP, GPS-Uber, iCarPS, DeepNitro, GPS-YNO2, and GPS-
SNOL, to predict post-translational modifications. Then we used Phyre2 and SWISS-MODEL
to perform molecular modeling of the mutated protein, and ERRAT/PROCHEK to evaluate the
quality of the resulting strectures.

Results : our results indicate that certain variations in the CD47 protein (G274S, G255E,
V214G, G209V) may potentially induce various post-translational modifications such as
phosphorylation and methylation.

Conclusion : our in silico study provides an interesting preliminary basis regarding the possible
impact of some SNPs on the CD47 protein in the context of cancer. These results could be used
as a starting point for experimental studies aimed at validating the effect of these SNPs on

proteins and their role in disease development.

Keywords : CD47, protein modeling, post-translational modifications, nsSNP
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Introduction

Introduction :

CDA47 est une protéine membranaire exprimée de maniére ubiquitaire, codée par le gene
humain CDA47 et appartenant a la superfamille des immunoglobulines. Identifiée comme un
point de contréle clé de I’immunité innée (Bian et al., 2022), elle joue un réle central dans les
mécanismes d’auto-reconnaissance cellulaire (Liu et al., 2017) et participe a divers processus
physiopathologiques. CD47 est exprimée par la majorité des cellules de 1’organisme,
notamment les thymocytes, les lymphocytes T et B, les monocytes, les érythrocytes ainsi que
les cellules nerveuses (Su et al., 2023). Elle est également présente a la surface des cellules
endothéliales et épithéliales ,des plaquettes, des fibroblastes et des lignées cellulaires tumorales
(Kaur et al., 2021) .

CD47 induit un signal « ne me mange pas », inhibant ainsi la phagocytose par les
macrophages grace a son interaction avec le récepteur SIRPa. (Che et al., 2025). Ce mécanisme
protége les cellules de la clairance immunitaire et contribue au maintien de 1’homéostasie
tissulaire. Ces interactions jouent un réle crucial dans la prévention des réactions auto-immunes,

la tolérance immunitaire et la régulation des réponses immunitaires (Polara et al., 2024).

L’expression de CD47 a été initialement identifiée comme un antigéne tumoral dans le cancer
de I'ovaire humain (Kaur et al., 2021). Par la suite, sa surexpression a été observée dans de
nombreuses tumeurs malignes hématologiques et solides , ainsi que dans les cellules souches
cancéreuses (CSC) (Kong et al., 2016). CD47 apparait comme un signal universel d’évasion
immunitaire, permettant aux cellules cancéreuses d’échapper au systtme immunitaire inné,
notamment en inhibant la phagocytose des macrophages (Chao et al., 2019). De plus, le
blocage du signal « don‘t eat me » associé a CD47 améliore les réponses immunitaires
antitumorales (Wu et al., 2024). En raison de son effet inhibiteur, CD47 est réecemment apparu
comme l'une des nouvelles cibles thérapeutiques prometteuses pour I'immunothérapie du cancer
(Wang et al., 2021). Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires dans
I’optimisation des agents anti-CD47 pourrait favoriser le développement de nouvelles thérapies
anticancéreuses efficaces, capables de renforcer la phagocytose des cellules malignes (Zhang
et al., 2020a) .

Les polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) constituent les variations génétiques les
plus courantes dans le génome humain, résultant géneralement de la substitution d'un seul
nucléotide (Ali et al., 2022). Parmi eux, les polymorphismes nucléotidiques simples non

synonymes (nsSNP) (Kaur et al., 2020) représentent un type particulier de variation génétique
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pouvant modifier la séquence de la protéine codée, en entrainant un changement d'acide amine.
Ces altérations sont susceptibles d’entrainer un dysfonctionnement des protéines, augmentant

ainsi la susceptibilité a divers maladie (Gonzalez-Castejon et al., 2011).

Cependant, I’'impact precis de ces SNP sur les modifications post-traductionnelles de CD47
permet d'identifier des cibles moléculaires supplémentaires susceptibles d’altérer de maniere

sélective la fonction et la structure de cette protéine (Kaur et al., 2020).

Dans le contexte du cancer, certaines variations génétiques de CD47, notamment le SNP
intronique rs3804639, sont associées a la survie des patients atteints de cancer colorectal et au
cancer du poumon (Ogimoto et al., 2023). Par ailleurs, d'autres variantes, telles que rs9879947,
rs3206652 et rs12695175, sont corrélées a un risque élevé de cancer colorectal. Ces variations
introniques ont egalement été liées a l'expression de CD47 dans les lignées cellulaires
lymphoblastoides (Kaur et al., 2021).

Les approches in silico sont facilitées par I'évolution rapide des outils expérimentaux et
analytiques qui générent des données biologiques riches en informations. Ces outils offrent la
possibilité d'inclure un éventail pratiquement illimité de paramétres, rendant les résultats plus
applicables a I'organisme dans son ensemble. Ils permettent d'examiner le fonctionnement des
processus biologiques, contribuant ainsi a une meilleure compréhension de la physiopathologie
des maladies, a la suggestion de nouvelles stratégies thérapeutiques et a la conception d'essais
expérimentaux et cliniques pour I'étude de nouvelles modalités de traitement (Barh et al.,
2014). Ces outils sont également utilisés pour analyser les sites de modification post-
traductionnelle putatifs ainsi que les interactions protéine-protéine altérées, impliquant diverses
cascades de signalisation, et pour prédire les impacts des nsSNP sur la structure et la fonction
des protéines (Sakhawat et al., 2024).

En 2024, Lazar Maroua et Mahieddine Souheyla ont réalisé une analyse in silico des SNP a
conséquences fonctionnelles sur les protéines CD47 et DRP1, déterminant les effets néfastes
de ces nsSNP a risque éleve d'altérer I'expression et la fonction du géne CD47. Dans ce travail,

nous allons étudier in silico I'effet de ces variations sur la structure tridimensionnelle de CD47.

L’objectif de notre étude est de réaliser une analyse in silico de I’effet des nSSNP probablement
delétére sur les modifications post traductionnelle et la structure tridimensionnelle de CDA47.
Le but de notre étude est d’identifier des SNP a conséquences structurelles et/ou fonctionnelles

sur la protéine CD47.
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1. Chapitre I : Revue de la littérature

... CD47

1.1.1. Généralités

Le cluster de différenciation (CD47) est un récepteur membranaire impliqué dans plusieurs

processus cellulaires physiologiques importants, notamment la phagocytose, I'apoptose, la
prolifération, I'adhésion et la migration (Zhang et al., 2024). Les fonctions régulatrices de
CDA47 dépendent en grande partie de ses partenaires d’interaction, qui varient selon le type
cellulaire et le contexte physiologique, ajoutant ainsi un niveau supplémentaire de
complexité a ses mécanismes d’action (Kaur et al., 2021).

Initialement identifié pour son interaction avec divers ligands extracellulaires en particulier

la thrombospondine-1 (TSP1), une glycoprotéine secrétée dont il constitue le ligand de haute
affinité.CD47 établit également des interactions en cis et en trans avec d’autres récepteurs
présents a la surface cellulaire. Parmi ces partenaires d’interaction notamment le récepteur 2
du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGFR) (Kaur et al., 2010) ,
FAS/CD95 (Manna et al., 2005), plusieurs intégrines béta (a2p1, a4P1l, aSp1 et a6pl)
(Lindberg et al., 1993; Reinhold et al., 1997) , la protéine régulatrice du signal alpha
(SIRPa) (Jiang et al., 1999) , CD14 (Pfeiffer et al., 2001) , CD36 (Bamberger et al., 2003)
et peut-étre le récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) (Kaur et al., 2016).
CDA47 interagit également avec divers ligands intracellulaires, tels que les protéines
inhibitrices (Gi) et la protéine 3 interagissant avec Bcl-2/adénovirus E1B 19 kDa (BNIP3)
(Yang et al., 2023). Ces récepteurs de liaison représentent des cibles prometteuses dans le
développement de nouvelles approches immunothérapeutiques, bien que des études
supplémentaires soient nécessaires pour mieux établir leur pertinence clinique (Zhao et al.,
2022).

1.1.2. Description du gene CD47

Le géne CD47 code une protéine membranaire spécifique, également appelée CDA47.11
s’étend sur 48 771 bases et comprend 11 exons, qui codent pour un ARNm de 5 234 bases
(Kaur et al.,, 2021). Ce gene donne également 5 transcrits supplémentaires épisses
alternativement (Schickel et al., 2002). Il est localisé sur le chromosome 3 humain , au

niveau de la région 3g13.12 (Huang et al., 2020) . Parmi les six transcrits identifiées, Les
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transcrits CD47-201 et CD47-202 sont ceux qui codent des isoformes avec différentes
queues cytoplasmiques C-terminales. L'épissage alternatif 3'-UTR dans les transcrits régule
la localisation subcellulaire des protéines CD47 nouvellement traduites (Berkovits and
Mayr, 2015; Schickel et al., 2002).

La structure de la protéine CD47 est bien définie : les exons 1 a 3 codent pour le domaine
extracellulaire de type immunoglobuline, tandis que les exons 3 & 7 sont responsables du
domaine transmembranaire. L'épissage alternatif produit des isoformes de CD47 présentant
des formes courtes et longues de la queues cytoplasmique C-terminales, dont les séquences

influencent la distribution intracellulaire de la protéine CD47 (Kaur et al., 2021).

L
mlp :8

Figurel. 1. Lastructure et la localisation du géne CD47 (Kaur et al., 2021)

1.1.3. Structure et isoformes du CD47

CDA47 ,également connu sous le nom d'lAP, MERG6 ou OA3, est une glycoprotéine de surface
cellulaire appartenant a la superfamille des immunoglobulines (Ig) et souvent associée aux
intégrines (Rebres et al., 2001)

Sa structure se caractérise par un seul domaine variable de type immunoglobuline (IgV)
extracellulaire glycosylé, d’un domaine transmembranaire de type préseniline comportant de
cing segments transmembranaires, ainsi que d'une courte queue cytoplasmique C-terminale ,
dont I’épissage variable génére quatre isoformes (Fenalti et al., 2021; Mushegian, 2002).
Parmi celles-ci, l'isoforme 2 est la plus abondante et est principalement exprimée par les
cellules hématopoiétiques, endothéliales et épithéliales (Reinhold et al., 1995). Les
isoformes 3 et 4 sont majoritairement exprimées dans le tissu nerveux, tandis que l'isoforme
1 se trouve principalement dans les kératinocytes (Reinhold et al., 1995). chaque isoforme
semble remplir des fonctions spécifiques : les isoformes 3 et 4 pourraient étre impliquées
dans la rétention de la mémoire, alors que I'isoforme 2 participe a la transduction des signaux

entre la matrice extracellulaire (ECM) et le cytosquelette des astrocytes (Lee et al., 2000).

6
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Figurel. 2. La structure de la protéine CD47 en format (PDB)
https://doi.org/10.2210/pdb2VSC/pdb

1.1.4. Interaction CD47 -SIRPa

CDA47 joue un réle central dans la régulation de la phagocytose, notamment en interagissant
avec le récepteur inhibiteur SIRPa exprimé a la surface des phagocytes. Cette interaction
active la voie de signalisation CD47-SIRPa, qui transmet un signal inhibiteur « ne me mange
pas » aux phagocytes, réduisant ainsi la capacité des phagocytes a éliminer les cellules cibles
(Wu et al., 2024). Ce mécanisme repose en partie sur 1’inhibition de lI'accumulation de

myosine-11A au niveau de la synapse phagocytaire (Willingham et al., 2012).

Cette signalisation joue également un réle crucial dans la transplantation des cellules souches
hématopoiétiques (HSC). En effet, les HSC augmentent I'expression de CD47 pour se
protéger de la phagocytose par les macrophages, ce qui est essentiel a leur implantation
réussie dans le receveur (Wu et al., 2024). La liaison de CD47 a I'extrémité N -terminale de
SIRPa sur les cellules phagocytaires déclenche une phosphorylation des motifs I’'ITIM. Cela
active a son tour les phosphatases 1 (SHP-1) et 2 (SHP-2) contenant le domaine SH2 (Src
homology région 2) des protéines tyrosine phosphatases (PTPases) (Tsai and Discher,
2008). L’action de ces phosphatases conduit a la déphosphorylation des motifs d'activation
de la tyrosine des immunorécepteurs (ITAM), empéchant ainsi I'engloutissement contractile
par les macrophages et renforcant le signal « ne me mange pas » au systéeme immunitaire
inné, un nouveau signal que les cancers semblent utiliser pour échapper a la détection et a la

destruction par le systeme immunitaire (Eladl et al., 2020) (figure 1.3).


https://doi.org/10.2210/pdb2VSC/pdb
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Figurel. 3. la voie de signalisation CD47-SIRPa.  (Zhang et al., 2020a)

1.1.5. Interaction avec les intégrines

Les intégrines sont des protéines transmembranaires qui assurent la liaison entre les cellules
et la matrice extracellulaire, jouent un r6le dans plusieurs processus cellulaires
fondamentaux comme le cycle cellulaire, la morphologie et la motilité (Brown and Frazier,
2001; Murata et al., 2020; Ratnikova et al., 2017). Parmi elles les intégrines avp3 sont
principalement présentes dans les cardiomyocytes, les oligodendrocytes et les astrocytes
,mais leur expression est aussi fortement augmentée, dans divers cancers, tels que le

glioblastome, les cancers de 1'aesophage, de la thyroide et du pancréas (Wu et al., 2024).

CD47 s’associe physiquement et fonctionnellement aux intégrines au sein de la membrane
plasmique (Brown et al., 1990) , en formant des complexes stables (Wang and Frazier,
1998). Cette association permet une signalisation "inside-out", dans laquelle 1’activation de
CDA47 conduit a une modulation de I’affinité des intégrines pour leurs propres ligands tels
que le collagene, le fibrinogéne ou encore la vitronectine. Cette régulation a été démontrée
pour plusieurs intégrines notamment avp3 (Gao et al., 1996) , allbp3 (Chung et al., 1997) ,
et a2B1 (Wang and Frazier, 1998). Le CD47 est d’ailleurs essentiel a la propagation
plaquettaire via I’activation de I’intégrine allbpf3 (Chung et al., 1997).

De plus, la coopération entre les complexes CD47-intégrine avp3 participe a l'activation

des synoviocytes, contribuent ainsi a une augmentation des réponses inflammatoires (Melo
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Garcia and Barabé, 2021). Le CDA47 interagit également a l'intégrine a4P1, facilitant
I'adhésion des réticulocytes (Brittain et al., 2004). Il se lie aussi a I'intégrine a5p1, jouant un
role dans la mécanotransduction des chondrocytes (Orazizadeh et al., 2008), et a I'intégrine
a6B1, ou il intervient dans I'activation de la microglie induite par B-amyloide fibrillaire ainsi

que dans le processus de la phagocytose (Koenigsknecht and Landreth, 2004).

1.1.6. Lavoie de signalisation CD47 /TSP-1

La voie de signalisation thrombospondine-1 (TSP1-CDA47) est un mécanisme fondamental
impliqué dans plusieurs processus biologiques et pathologiques notamment la sénescence des
cellules endothéliales. TSP-1 identifiée comme le premier ligand connu de CD47 (Isenberg
and Roberts, 2019), est produite et sécrétée par divers types de cellules, notamment les
cellules présentatrices d’antigene (macrophages et les cellules dendritiques), des cellules
parenchymateuses (monocytes ,cellules musculaires lisses , cellules endothéliales et
épithéliales ) , ainsi que certaines cellules tumorales. Sa production est stimulée par des
conditions de stress, telles que I’hypoxie, I’hyperglycémie ou la présence de
lipopolysaccharides (LPS). Elle est généralement secrétée sous une forme trimérique,
indispensable a son activité biologique (figure 1.4) (Kale et al., 2021). L’interaction avec
CDA47 se fait via une séquence peptidique (RFYVVMWK), également appelée 4N1K, située
dans le domaine CBD C-terminal de la TSP1 (Liu et al., 2024).

Cette voie de signalisation TSP-1/CD47 régule plusieurs processus cellulaires clés
notamment l'apoptose, la prolifération et l'adhésion cellulaire, tout en
inhibant I'angiogenése a travers des interactions avec les cellules stromales. Des études
récentes ont montré que cette signalisation stimule la production de espéces réactives de
I’oxygene (ROS) dérivées de NADPH oxydase 1 (Nox1), ce qui active la signalisation p53-
p21 ©" -Rb et conduit & la sénescence des cellules endothéliales dans les vaisseaux
pulmonaires humains (Meijles et al., 2017), contribuant ainsi a la vasculopathie. Ainsi, cette
signalisation dans les cellules non seulement supprime l'angiogenése, mais potentialise
également la pathologie vasculaire en inhibant le cycle cellulaire et en induisant un phénotype

cellulaire sénescent (Gao et al., 2016).

L’interaction de TSP1 avec les récepteurs CD47 et SIRP-a induit une production accrue de
superoxyde. Un marqueur souvent élevé dans certaines pathologies humaines. Cette

production résulte de 1’activation par la phosphorylation, de la sous-unité d'assemblage


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/monocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/smooth-muscle-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/endothelial-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/angiogenesis
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p47phox de I’enzyme Nox, dans les cellules exposées au TSP1. En revanche, I’inhibition de
Nox1, ou le blocage des interactions de TSP1 avec CD47 et SIRP-a, supprime cette

évaluation du superoxyde (D et al., 2017).

Dans un contexte d’hypoxie endothéliale, cette signalisation perturbe la cavéoline-1 (Cav-
1) ainsi que I'eNOS, favorisant ainsi 1’augmentation de superoxyde. Ce dernier peut interagir
de maniére rétroactive avec le monoxyde d’azote (NO) et la guanylate cyclase soluble (sGC)
pour limiter la signalisation du NO, et potentiellement induire & son tour I'expression de
TSP1, contribuant ainsi a une diminution de la vasodilatation artérielle et du flux sanguin
(figure 1.4) (D et al., 2017).

Enfin, le ciblage de la signalisation TSP1-CD47 a montreé des résultats prometteurs. Il peut
augmenter l'activité angiogénique dans les plaies par des mécanismes dépendants et
indépendants du NO (Soto-Pantoja et al., 2014), suggérant un potentiel thérapeutique dans
les troubles vasculaires liés a I'age (Kale et al., 2021). 1l a également été démontré que la
perturbation de I'interaction TSP-1/CDA47 pourrait étre favorable dans le traitement du cancer
(Eladl et al., 2020).
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Figurel. 4.La signalisation du CD47 et TSP1 (D et al., 2017; Kale et al., 2021)
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1.1.6.1.Inhibition de la croissance tumorale

TSP-1 est un régulateur crucial de I’angiogenése grace a son interaction avec CD47
(Isenberg et al., 2006). Cette interaction inhibe I'activation du récepteur du facteur de
croissance endothélial vasculaire-2 (VEGFR2), perturbant ainsi l'angiogenése dans les
cellules endothéliales. Ces effets anti-angiogeniques de la voie CD47-TSP1 s‘aggravent avec
I'dge chez les mammiferes, ce qui en fait une cible thérapeutique potentielle pour des troubles
vasculaires liés au vieillissement (Ghimire et al., 2020; Kaur et al., 2010).

Elle fonctionne de maniére similaire dans les cellules T, ou cette voie inhibe la signalisation

en aval de la voie de signalisation VEGFR2-oxyde nitrique (NO) pour inhiber I'angiogenése
(Isenberg et al., 2006) . De plus, la combinaison de CD47 et TSP-1 favorise 1’activation
précoce et la propagation des plaquettes. Dans le contexte du cancer, ou la croissance
tumorale et les métastases dépendent de lI'angiogeneése, la signalisation CD47/TSP-1 est
considérée comme un puissant inhibiteur du développement tumoral et des métastases (Jian
et al., 2019).

1.1.6.2. Inhibition de la réponse inflammatoire

Le complexe CDA47/TSP-1 joue un réle crucial dans la régulation de la réponse
inflammatoire. Lors d’une inflammation, ce complexe s'accumule temporairement au site
d’inflammation, ou il réduit 1’activation des cellules immunitaires et la sécrétion de
cytokines, affectant ainsi l'intensité et la durée de la réaction inflammatoire (Lietal., 2013).
Par ailleurs , le deficit en TSP-1 est associé a une diminution du phénotype inflammatoire
des macrophages et a une réduction de leur capacité phagocytaire (Lopez-Dee et al., 2011).

1.1.7. Interaction CD47-SIRPy

SIRPy peut également se lier a CD47, bien que son affinité de liaison soit environ dix fois
inférieure a celle de SIRPa (SIRPy K 4 = 23 puM, SIRPa K ¢ = 1,5 uM). SIRPy est
principalement exprimé a la surface des cellules T (Piccio et al., 2005). La liaison de SIRPy
a CDA47 joue un role essentiel dans la migration-transendothéliale (TME) des cellules T vers
les tissus périphériques et les ganglions lymphatiques lors de l'inflammation (Brown and
Frazier, 2001; Fukunaga et al., 2004; Liu et al., 2002).

11
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SIRPy est localisé spécifiquement a la surface des cellules T CD3+ et interagit avec le CD47
des cellules endothéliales (interaction en trans). Etant donné que SIRPy contient une courte
queue cytoplasmique et ne semble pas interagir directement aux cellules T, il est suggéré que
son engagement avec le CD47 favorise les voies de signalisation dans les cellules
endotheéliales (unidirectionnelles). Ces signaux pourraient faciliter TEM par la signalisation
couplée a G i et/ou par lI'association avec les intégrines en cis qui peuvent se produire dans
les cellules endothéliales. La liaison du CD47 par SIRPy pourrait induire le remodelage du
cytosquelette d'actine et le désassemblage des jonctions adhérentes dans les cellules
endothéliales, processus nécessaires a une migration-transendothéliale réussie des cellules T
(figure 1.5) (Stefanidakis et al., 2008).

Le blocage de SIRPy ou de CD47 réduit la migration des cellules T. De plus, cette
interaction améliore la costimulation des cellules T médiée par les superantigenes, et la
perturbation de leur liaison élimine la sécrétion d'IFN-y dans les cellules T activées de
maniére chronique (Dehmani et al., 2021; Piccio et al., 2005). La perturbation du complexe
CD47-SIRPy par des anticorps monoclonaux bloquants spécifiques de CD47 et SIRPy a
fortement réduit la transmigration des lymphocytes T (figurel.5) (Stefanidakis et al., 2008).

* Mo signals
A Unidirectional signals

SIRPy mAb
l l I_CD4? mAb

Figurel. 5.Résumer schématique de L’association du CD47 & SIRPy endothélial dans les
cellules T (Stefanidakis et al., 2008)
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1.1.8. CD47 fonctionne comme commutateur moléculaire pour la phagocytose
des érythrocytes

La clairance des érythrocytes est un processus essentiel largement étudié, tant dans le
contexte du renouvellement physiologique normal (Barnhart and Lusher, 1979; Lutz,
2004), que dans des contextes de clairance accrue, tels que les anomalies du métabolisme des
érythrocytes ou les altérations de la composition membranaire (Fischer et al., 1983; Prasad
et al., 1968; Wilairat et al., 1992) et lors de la transfusion sanguine (Hod et al., 2010).

Le CD47 est considéré comme un marqueur du soi a la surface des érythrocytes inhibe
leur phagocytose grace a son interaction avec le récepteur inhibiteur SIRPa, exprimé par les
macrophages. Cette interaction CD47-SIRPa constitue un signal negatif, empéchant
I’élimination des globules rouges. Toutefois, il a été démontré que CD47 ne fonctionne pas
seulement comme un signal « ne me mange pas » pour inhiber la captation des érythrocytes,

mais peut également agir comme un signal « mange-moi » (figure 1.6) (Burger et al., 2012).

Au cours de la vie des érythrocytes, les dommages oxydatifs s‘accumulent sur leurs
protéines membranaires, ce qui contribue a leur vieillissement et a leur élimination ultérieure
(Olsson and Oldenborg, 2008). Par ailleurs, des preuves montrent que le vieillissement
expérimental et I’oxydation des érythrocytes induisent un changement conformationnel de
CD47, transformant cette molécule d'un signal inhibiteur a un signal activateur de

la phagocytose (figure 1.6) (Burger et al., 2012).

Il a été démontré que les érythrocytes agés peuvent se lier a TSP-1, ligand de CDA47, et que
leur traitement avec un peptide dérivé de TSP-1 favorise leur phagocytose par les
macrophages de la pulpe rouge humaine (Head et al., 2005). De plus les érythrocytes
conservés sur une longue période, subit un changement conformationnel qui favorise sa
liaison a TSP-1. Ces résultats révelent un réle plus complexe des interactions CD47-SIRPa
dans la phagocytose érythrocytaire, ou CD47 agit comme un commutateur moléculaire

contrélant cette phagocytose (Burger et al., 2012).

13



Chapitre I : Revue de la littérature
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Figurel. 6.CDA47 dans le vieillissement et la clairance des érythrocytes (Burger et al., 2012)

1.1.9. Fonction de CDA47 dans le systeme immunitaires

CDA47 est une molécule de surface cellulaire multifonctionnelle exprimée de maniére
ubiquitaire, en particulier sur les cellules immunitaires, notamment les cellules dendritiques
(DC), les macrophages, les monocytes et les lymphocytes T. Agissant comme un marqueur
d'auto-reconnaissance, CD47 joue un rdle clé dans la régulation des réponses immunitaires
innées et adaptatives. 1l joue un rdle crucial dans les réponses immunitaires en transmettant

un signal « ne me mangez pas », empéchant ainsi la phagocytose (Eladl et al., 2020).

Des études antérieures ont montré que CD47 agit comme co-stimulateur des lymphocytes T,

favorise la migration des leucocytes et inhibe les fonctions phagocytaires des
macrophages (Blazar et al., 2001). L’absence de CD47 entraine I’activation des cellules
dendritiques (DC), des cellules NK et des lymphocytes T, ce qui souligne son réle central
dans la régulation des cellules immunitaires (Engelbertsen et al., 2019) .CD47 a été
considérée comme un point de contréle dans les systémes immunitaires inné et adaptatif. Le
blocage de CD47 ou I’inhibition de son interaction avec sa protéine de liaison SIRPa
améliore les réponses immunitaires antitumorales innées et adaptatives (Jia et al., 2021; Kuo
et al., 2020; Xu et al., 2019).

1.1.9.1. CDA47 et les cellules immunitaires innées

Le systeme immunitaire inné constitue la premiére ligne de défense de 1’organisme, ayant
émergé au cours de I'évolution comme un mecanisme naturel de protection. Il repose

principalement sur des barriéres tissulaires, des cellules immunitaires innées et des molécules
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effectrices spécifiques. CD47 est étroitement 1i¢ a D’activité des cellules du systeme
immunitaire inné, telles que les macrophages, les cellules dendritiques (CD), les cellules NK,
etc. Par ailleurs, I'expression de CDA47 régule la fonction de ces cellules immunitaires innées
(Liu et al., 2024).

1.1.9.1.1.CDA47 et les cellules dendritiques (DC) et les monocytes

Les cellules dendritiques (DC) sont présents dans I’ensemble des tissus de 1’organisme
(Schlundt et al., 2021), ou ils jouent un réle central dans le maintien de I'noméostasie et la
défense contre 1’invasion des agents pathogenes (Davies et al., 2013; Murata et al., 2014)
. lls participent a la régulation du microenvironnement tumoral (TME) par le biais de la
phagocytose. Dans de nombreux types de cancers, CD47 est surexprimé et se lie directement
a SIRPo exprimée a la surface des macrophages. Cette interaction transmet un signal
inhibiteur « ne me mangez pas », permettant aux cellules tumorales d’échapper a la clairance
immunitaire (Huang et al., 2020) . CD47 a été considéré comme un nouveau point de
contréle immunitaire efficace des macrophages pour I'immunothérapie du cancer (Eladl et
al., 2020; Feng et al., 2020). La TSP protéine de liaison de CD47, un composant majeur des
granules alpha plaquettaires, est également exprimée par les macrophages (Li et al., 2013) .
L'interaction entre CD47 et TSP-1 facilite la migration des monocytes a travers les cellules
endothéliales vasculaires cérébrales, contribuant a I'inflammation du systéme nerveux et a la

progression de diverses maladies (Liu et al., 2023).

Les monocytes, considérés comme la principale source de macrophages tissulaires,
représentent les phagocytes mononuclées prédominants dans 1’organisme (Jakubzick et al.,
2017) . Il a été démontré que CD47 via son interaction avec la thrombospondine TSP1 induit
une apoptose rapide des monocytes via TSP-1. En effet, les monocytes fraichement isolés
présentent une mort cellulaire accélérée, indépendante des caspases. Par conséquent, CD47
semble capable de déclencher une mort cellulaire rapide de type apoptotique chez les

monocytes humains (Liu et al., 2023).

1.1.9.1.2. CDA47 et les macrophages

Les macrophages jouent un rdle clé dans le recrutement des cellules immunitaires,
I’élimination des agents pathogénes, la réparation des tissus et le maintien de I’homéostasie.

CDA47 agit comme un point de contrle majeur pour ces cellules en envoyant un signal « ne
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me mange pas ». Par leur interaction avec le récepteur SIRPaq, il permet aux macrophages,
notamment ceux de la rate, d’¢éliminer efficacement les érythrocytes agés et d’autres cellules
devenues inefficace, facilitant ainsi la phagocytose. Par ailleurs la voie CD47/ SIRPa. joue
un réle important dans la régulation de ’activité fonctionnelles et de la polarisation des

macrophages(Zhao et al., 2022).

1.1.9.1.3. CD47 et les cellules naturel tueuse (NK)

Les cellules tueuses naturelles (NK) représentent une composante essentielle de la premiére

ligne de défense contre les transformations cellulaires malignes. Elles expriment un vaste
répertoire de récepteurs activateurs et inhibiteurs, leur permettant de jouer un réle central
dans I'élimination des cellules cancéreuses (Deuse et al., 2021). CD47 intervient dans la
régulation de la prolifération, de I'activation des cellules NK (Nath et al., 2018) . Ces
cellules expriment des niveaux élevés de CD47 ainsi que d’autres protéines de surface
cellulaire impliquées dans le maintien de I’homéostasie et la réponse aux infections virales
(Nath et al., 2018). Toutefois, CD47 peut également exercer un effet inhibiteur sur
I'activation et la prolifération des cellules NK lors de la liaison a son ligand TSP-1 (Nath et
al., 2019, 2018).

Le CD47 joue un role dans la greffe des précurseurs de cellules NK chez les souris
humanisées (Pierson et al., 1996; Przewoznik et al., 2012) . Dans TME , le CD47 perturbe
le recrutement des cellules NK, tandis que le traitement par des anticorps anti-CD47 renforce
leur activité cytotoxique en favorisant I'expression de la granzyme B et de I'lFN-y, conduisant
ainsi a une destruction des cellules tumorales (Nath et al., 2019). Bien que des recherches
supplémentaires soient nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes complexes du
recrutement des cellules NK, le ciblage du CD47 apparait comme une stratégie thérapeutique
prometteuse, positionnant cette molécule comme un point de contréle des cellules NK dans
TME (Bald et al., 2020).
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1.1.9.2. CDA47 et les cellules immunitaires adaptatives

1.1.9.2.1. CD 47 réguler Pimmunité des lymphocytes T

La signalisation médiée par CD47 joue un rble essentiel dans plusieurs processus
immunitaires , notamment 1’activation, la prolifération et la différenciation des cellules T,
par le biais de son interaction avec SIRPa exprimée a la surface des cellules dendritiques
(DC) (Andrejeva et al., 2021). Le principal role de CD47 dans I'activation des lymphocytes
T consiste a renforcer I’efficacité de la transduction du signal TCR, en facilitant la diffusion
des lymphocytes T a la surface des cellules présentatrices d'antigénes (CPA) (Kaur et al.,
2011).

CD47 module la fonction des cellules T en régulant 1’expression de plusieurs géenes
importants, notamment ceux codant pour ses ligands TSP-1 et Fas (CD95), ainsi que d'autres
génes impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire des cellules T. En plus de son
role d’activation le CD47 a été exposé comme un récepteur de signalisation inhibiteur
(Lecoultre et al., 2020). La liaison CD47-TSP-1 inhibe la transduction du signal TCR,
induisant un état d’anergie chez les cellules T activées (Kaur et al., 2011). TSP-1 agit en
synergie avec CD47 et CD36 pour former une voie de costimulation qui abaisse le seuil
d'activation des lymphocytes T et stimule la prolifération des cellules T réactives, ce qui
contribue au développement de maladies auto-immunes (Liu et al.,, 2024). Aussi,
I’interaction SIRPy/CDA47 intervient dans la costimulation des lymphocytes T, leur adhésion

cellulaire ainsi que leur transmigration (Dehmani et al., 2021).

L'activation des lymphocytes T ainsi que les mécanismes d'induction de la mort cellulaire
font partie des multiples processus cellulaires régulés par la signalisation CD47. L’expression
de CD47 sur les progéniteurs des lymphocytes T mémoires a longue durée de vie leur confere
une protection contre la phagocytose par les macrophages, prolongeant ainsi leur survie
(Yordanov et al., 2024). L'expression de CD47 sur les cellules présentatrices d'antigénes
(CPA) et les lymphocytes T CD4+, souligne son réle clé dans le contrble de la différenciation

de ces cellules (Yordanov et al., 2024).
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1.1.9.2.2. CDA47 favorise la genéeration des cellules T régulatrices

La liaison de CD47 par TSP-1 joue un role dans la promotion de la génération des cellules
T régulatrices (Treg), les Tregs sont essentielles pour maintenir la tolérance immunitaire et
moduler les réponses inflammatoires (Grimbert et al., 2006; Rodriguez-Jiménez et al.,
2019) .

En l'absence de cellules CD25". 1l a été observé que l'interaction TSP-1/CD47 sur les
lymphocytes T naifs primaires induit efficacement la génération de Treg. Lorsque la TSP-1
libérée lors d’une réponse inflammatoire, elle contribue a la génération de Tregs
périphériques, permettant de moduler I’inflammation et de limiter les dommages collatéraux
causés par les antigénes (Grimbert et al., 2006). Dans le contexte du mélanome, la TSP-1
capable de générer des Tregs a partir de cellules T naives via son interaction avec le CDA47.
Les patients atteints d'un mélanome avancé présentent un niveau plus élevé de TSP-1 ainsi
qu’une proportion plus élevee de Tregs périphériques, ce qui leur permet d’échapper plus
facilement a la surveillance du systeme immunitaire. des études ont montré que la ligature de
CDA47 sur les cellules T naives (CD4 *CD25 *) par un anticorps CD47 ou d'un peptide 4N1K
(séquence de liaison CD47 dérivée de TSP-1) entraine une augmentation de I'expression de
FoxP3, marqueur clé des Tregs, différenciant ainsi les cellules T naives en Tregs (Grimbert
et al., 2006).

1.1.9.2.3. CDA47 et les lymphocytes B (LB)

Les lymphocytes B, dérives des cellules souches hématopoiétiques (CSH) de la moelle
osseuse, se retrouvent a différentes densités et dans des localisations diverses au sein du
microenvironnement tumoral (MET) de différents types de cancer. Leur infiltration dans la
tumeur contribue a renforcer I'immunité antitumorale, en particulier par la modulation des

réponses des lymphocytes T (Engelhard et al., 2021).

Le CDA47 est exprimé a la surface des lymphocytes B, ou il joue un role inhibiteur en
limitant la phagocytose médiée par les anticorps, la déplétion des lymphocytes B matures est
associée a une amélioration clinique dans plusieurs maladies auto-immunes. Il a été démontré
que le traitement in vivo par anticorps anti-CD19 est plus efficace chez les souris dépourvues
de CD47 (CD47 ) que chez les souris de type sauvage , suggérant que CD47 confére au

lymphocyte B une résistance accrue a cette stratégie thérapeutique (Gallagher et al., 2017).
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L'interaction CD47-SIRPa participe a 1’adhésion et au recrutement des lymphocytes B par
les cellules endothéliales. Cette interaction, entre CD47 exprimée sur les lymphocytes B et
SIRPa sur les macrophages ou les cellules DC, joue également un réle clé dans les contacts
intercellulaires nécessaires a la différenciation des lymphocytes B. De plus, une affinité
distincte du CD47 pour SIRPa durant la maturation des lymphocytes B suggere son role dans

ce processus (Liu et al., 2024).

Un anticorps bispécifique ciblant & la fois le CD47 et CD19 a montré une efficacité
supérieure a celle des anticorps monoclonaux anti-CD19 seuls pour inhiber la prolifération
des lymphocytes B. Cette efficacité accrue s’explique par le fait que le ciblage simultané de
CD19 et CD47 empéche la migration du cluster CD19 vers le cluster du récepteur des
cellules B (BCR), tandis que l'utilisation de I'anticorps monoclonal CD19 n'a aucun effet sur
la migration du cluster CD19 (Hatterer et al., 2019).

En conclusion, la signalisation CD47 est fondamentale pour divers processus biologiques
des cellules immunitaires, notamment leur activation, la prolifération et I'apoptose.
Inversement , le blocage de CD47 seul ou en combinaison avec d'autres médicaments |,
représente une stratégie prometteuse pour moduler les réponses immunitaires innées et
adaptatives (Liu et al., 2024).

1.1.10. Régulation de la mort cellulaires médiée par CD47

Le CDA47 joue unr6le clé dans la régulation de la mort cellulaire dans divers types cellulaires,
notamment les cellules de la leucémie lymphoide chronique a cellules B (LLC-B), la
leucémie lymphoblastique aigué a cellules T (LAL-T) et les cellules du cancer du sein, ainsi
que certaines lignées cellulaires saines (Johansson et al., 2004; Mateo et al., 1999).

Dans les cellules B leucémiques, la liaison de CD47 a un anticorps anti-CD47 immobilisé
ou a la TSP1 induit la translocation de la protéine apparentée la dynamine 1 (DRP1) du
cytosol vers les mitochondries (Bras et al., 2007) .

L'activation ultérieure de DRP1 perturbe a son tour la chaine de transport d'électrons
mitochondriale, entrainant une perte du potentiel de membrane mitochondriale (A¥Ym), une
production accrue ROS , I'exposition a la phosphatidylsérine (PE) et, finalement, a la mort

cellulaire indépendante de I'activation des caspases (figure 1.7) (Polara et al., 2024).
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Par ailleurs, la stimulation de CD47 par le peptide 4N1K, un peptide dérivé de TSP1 qui
comprend le site de liaison de CD47, induit la dissociation de la protéine BNIP3 du CD47
et sa translocation vers la mitochondrie, ou elle provoque une dépolarisation de la membrane

mitochondriale, déclenchant ainsi la mort cellulaire (Lamy et al., 2003) (figure 1.7).

La thrombospondine se lie au récepteur CD47, induisant une activation soutenue de
PLCyl1, qui clive ensuite le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en inositol 1, 4,5-
trisphosphate (IP3). IP3 se fixe a ses récepteurs (IP3R) situés sur le réticulum endoplasmique
(RE), provoquant la libération de calcium (Ca2+). Ce flux calcique déclenche a son tour
I’ouverture des récepteurs a la ryanodine (RyR) du RE, libérant davantage de calcium dans
le cytoplasme. Une surcharge en calcium dans la cellule endommage les mitochondries, ce
qui entraine la mort cellulaire (Martinez-Torres et al., 2015) (figure 1.7).

L'interaction entre CD47 et la protéine G hétérotrimérique (a, B, v) active la signalisation
Gi, entrainant I’inhibition de I'adénylate cyclase (AC). Cette inhibition réduit les niveaux
d’AMPc et diminuant I'activité de la protéine kinase ( PKA,) ce qui entraine la mort
cellulaire (Wang et al., 1999) (figurel.7).
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Figurel. 7.Régulation de la mort cellulaire médiée par CD47 (Polara et al., 2024)
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1.1.11. Implication de CD47 dans le métabolisme et la survie cellulaires

La dérégulation métabolique est un probleme de santé majeur, associée a des maladies
acquises, notamment le syndrome métabolique, la stéatose hépatique non alcoolique
(NAFLD), I'obésité et le diabéte. Elle joue également un réle dans le développement des
maladies vasculaires, notamment I'nypertension, [l'infarctus du myocarde et les accidents

vasculaires cérébraux (Roberts and Isenberg, 2021).

Des études menees sur des modéles animaux ont révélé qu'une expression elevée de TSP1,
agissant en partie via le récepteur CD47, induit des dysfonctionnements mitochondriaux et
métaboliques (Isenberg and Montero, 2024). Ainsi des recherches cliniques ont établi une
corrélation positive entre une expression anormale de TSP1 et I’apparition des maladies
métaboliques notamment I'obésité, la stéatose hépatique et le diabéte (Roberts and Isenberg,
2021).

La thrombospondine-1 (TSP1) exerce des effets délétéres sur les voies métaboliques et les
systemes endocriniens. Son expression est favorisée par des conditions telles que I’hypoxie,
I’inflammation, I'hyperglycémie, une alimentation riche en graisses et le vieillissement. Par
I’intermédiaire de son interaction avec le récepteur CD47 (Roberts and Isenberg, 2021),
TSP1 altere la fonction mitochondriale (Frazier et al., 2011) et augmente la production
d'especes réactives de I'oxygéne (ROS) pathologiques dans les cellules T (Frazier et al.,
2011) et les cellules non immunitaires, perturbant ainsi I'noméostasie mitochondriale, le
métabolisme et la survie des adipocytes et des cellules des Tlots pancréatiques (figure 1.8)
(Roberts and Isenberg, 2021).

La signalisation de la thrombospondine via le récepteur CD47 module divers processus
cellulaires : au niveau des cellules vasculaires, elle régule I'angiogenese et le flux sanguin,
tandis que dans les macrophages et les lymphocytes T, elle régule I'immunité innée et
adaptative. L'interaction de CD47 avec les protéines régulatrices du signal a (SIRPa) ou
SIRPy contribue a la modulation de I'immunité innée et ainsi que I'immunité des lymphocytes

T, exercant ainsi une influence sur les maladies métaboliques (Roberts and Isenberg, 2021).
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Figurel. 8.CD47 et TSP1 Dans le syndrome métabolique (Roberts and Isenberg, 2021)

1.1.12. ROle de CD47 dans le microenvironnement tumoral

CDAT7 est une protéine de surface cellulaire fortement exprimée dans de nombreux types de
cancers, sa présence est souvent corrélée a la survie des patients et peut méme prédire la
réponse a l'immunothérapie. Le ciblage de CD47 est particulierement intéressant car il
interagit avec de multiples composants du TME. Nous résumons ici le réle de CD47 dans

divers cancers et sa relation avec le TME (Liu et al., 2024).

1.1.12.1. CDA47 dans le cancer du sein

Le cancer du sein représente la forme de cancer la plus courante chez les femmes, avec une
incidence et un taux de mortalité en augmentation ces dernieres années (Anastasiadi et al.,
2017). 1l est classifié en plusieurs sous-types suivants en fonction de ses caractéristiques
moléculaires : Luminal A, Luminal B, HER 2 *, cancer du sein triple négatif (TNBC) et type
basal (Roulot et al., 2016).

Des niveaux élevés de CD47 sont souvent associés a de faibles taux de survie chez les

patientes atteintes de cancer de sein (Kosaka et al., 2021). Cette surexpression peut
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également étre un facteur clé dans la résistance des CSC a la chimiothérapie (Lv etal., 2017).
Il a été demontré que la metformine, un médicament antidiabétique, peut augmenter
I’expression de miR-708 ce qui en retour inhibe I’expression de CD47 et améliore I’efficacité

de la chimiothérapie dans le cancer du sein (Gauttier et al., 2020).

En conclusion, ces résultats suggérent que 1’association des anticorps anti-CD47avec
d'autres médicaments ou molécules pourrait représenter une stratégie prometteuse pour

améliorer I’efficacité du traitement du cancer du sein (Liu et al., 2024).

1.1.12.2.CDA47 dans le cancer de I’ovaire

CDA47 joue un réle central dans le cancer de l'ovaire associé a I'endométriose (CAEO). Son
expression est significativement associée & un grade de cancer de I'ovaire plus élevé et a un

mauvais pronostic (Liu et al., 2024).

Dans le contexte du CAEO, le CD47 inhibe la phagocytose tout en favorisant la prolifération

et la migration cellulaires, inversement, une diminution des niveaux de CD47 peut inverser
ces effets négatifs, suggérant son implication directe dans la progression tumorale (Shu et
al., 2021). De plus, une faible expression de CD47 sur les cellules souches du cancer de
I'ovaire protégée par les cellules tumorales environnantes, révélent une vulnérabilité
immunitaire potentielle (Chang et al., 2020). Par consequent, CD47 se présente comme un
marqueur de surface utile et une cible thérapeutique potentielle dans le cancer de I'ovaire
(Wang et al., 2019).

1.1.12.3.CDA47 et le cancer colorectal

Le cancer colorectal (CCR) est une pathologie multifactorielle. Représentant le troisieme
cancer le plus diagnostiqué et la deuxiéme cause de mortalité liée au cancer dans le monde
(Duan et al., 2022). Le CD47, comme point de contrble immunitaire inné, joue un réle
crucial dans I’échappement des cellules tumorales a la phagocytose par les macrophages.
Cette étude a grande échelle a examiné de maniére exhaustive la signification moléculaire de
I'expression du géne CD47 dans le CCR (Arai et al., 2024).

En raison de son role antiphagocytaire, CD47 est associé a des phénotypes tumoraux
agressifs capables d’échapper a I'élimination par les phagocytes. Une analyse

immunohistochimique menée sur une petite cohorte d'échantillons cliniques de CCR a
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précédemment révélé que I'expression de la protéine CD47 était significativement corrélée
a un pronostic défavorable (Arai et al., 2024). Dans le CCR, I'expression de CD47 est liée
a l'activation de plusieurs voies oncogénes majeures, incluant MAPK, PI3K, I'angiogenése et
TGF-B. Elle est également impliquée dans la modulation du microenvironnement tumoral
(TME) liée au systeme immunitaire. Ces découvertes offrent des informations précieuses
pour 1’¢élaboration de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblant les points de controle

immunitaires innés dans le cancer colorectal (Liu et al., 2020).

Plus spécifiquement, la surexpression de CD47 a été montrée pour induire la migration et
les meétastases des cellules du CCR, notamment via les macrophages associes a la tumeur.
Elle inhibe également la phagocytose des cellules du CCR par les macrophages, contribuant
ainsi a I’évasion immunitaire du cancer. Inversement le traitement avec un anticorps anti-
CD47 a démontré une réduction de la croissance tumorale en permettant aux macrophages
de phagocyter les cellules cancéreuses et en déclenchant une réponse immunitaire
antitumorale des lymphocytes T cytotoxiques. Ces résultats suggérent fortement que CD47
représente une nouvelle cible thérapeutique prometteuse pour le traitement du cancer
colorectal (Oh et al., 2022).

1.1.13. Immunothérapie

L’immunothérapie est une approche thérapeutique émergente en cancérologie. Elle vise a
moduler le systeme immunitaire afin d’inhiber les voies pro-tumorales et augmenter la
sensibilité des cellules tumorales a la chimiothérapie. Plusieurs traitements
d’immunothérapie cliniquement validés, notamment les anticorps monoclonaux, se sont
révélés efficaces contre diverses tumeurs solides. CD47 se distingue comme une cible
particulierement prometteuse pour la modulation des cellules immunitaires (Bess et al.,
2025).

1.1.13.1.Immunothérapie contre le cancer ciblant I'axe CD47/SIRPa

La recherche clinique a établi le CD47 comme un point de contr6le immunitaire intrinseque
présentant un fort potentiel de développement thérapeutique. De nombreuses entreprises
développent activement des medicaments ciblant le CD47, notamment des anticorps

monoclonaux (mAbs) , des anticorps bispécifiques (BsAbs),des protéines de fusion et des

24



Chapitre I : Revue de la littérature

anticorps a petites molécules, dont plusieurs sont déja en phase d’essais cliniques (Wu et al.,
2024).

Le ciblage de 1’axe CD47-SIRPa. ne se limite pas a I’inhibition de leur interaction, il
renforce également la capacité phagocytaire des macrophages contre les cellules
tumorales (Chao et al., 2010; Majeti et al., 2009). Par ailleurs, il permet la destruction des
cellules cancéreuses via la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) médiée
par les cellules NK (Kim et al., 2008), et peut méme induire directement leur apoptose. En
outre, le ciblage de CD47 favorise la phagocytose des cellules tumorales par les cellules
dendritiques, facilitant ainsi la présentation des antigenes tumoraux aux lymphocytes T et

déclenchant une réponse immunitaire adaptative (Liu et al., 2024).

Deux grandes catégories des médicaments a ciblage moléculaire sont utilisées en clinique
pour traiter le cancer. Le premier groupe comprend des anticorps anti-SIRPa uniques, qui
présente un fort potentiel thérapeutique. Ces AC tel que le (Bl 765063) ou d’autres en phase
préclinique (KWAR23, ADU-168 et autres), sont capables, en monothérapie, d’induire
efficacement la phagocytose des cellules tumorales par les macrophages humains
(Andrejeva et al., 2021). En paralléle, ces traitements peuvent étre associés a des anticorps
ciblant les antigénes tumoraux , par exemple I'AO-176, un anticorps anti-CD47 de nouvelle
génération, se distingue par sa capacité a se fixer préférentiellement sur les cellules tumorales
par rapport aux cellules normales et se lie de maniere négligeable aux globules rouges (Puro

et al., 2020) fournissant une autre approche pour augmenter l'indice thérapeutique.

Enfin, ces anticorps anti-SIRPa uniques perturbent également l'interaction entre CD47
et les macrophages humains par deux mécanismes innovants et distincts, tout en préservant

la fonctionnalité des lymphocytes T(Andrejeva et al., 2021).

De nouveaux systemes d'administration de médicaments, tels que les technologies de
nanomédecine et de biologie synthétique, sont également a I’é¢tude dans le développement
préclinique des thérapies ciblant CD47. Parmi eux le HuUNb1-1gG4, un nanocorps généré par
la fusion d’un anticorps anti-CD47 avec 1gG4 a chaine lourde, se distingue par sa petite taille,
sa stabilité moléculaire, sa forte affinité pour CD47.Ces propriétés lui conférent une activité
anti tumorale in vivo et in vitro prometteuse, notamment contre le cancer de I’ovaire et le

lymphome, sans induire une cytotoxicité hématopoiétique (Ma et al., 2020).
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Dans le cancer du sein triple négatif, la co-injection intratumorale du ligand STING cGAMP
et de lI'anticorps anti-CD47 a montré des résultats prometteurs. Cette combinaison a permis
d’inhiber la croissance tumorale en favorisant la phagocytose des cellules cancéreuses par les
macrophages et en induisant une réponse immunitaire antitumorale systémique, dépendante
de la signalisation STING et IFN de type | (Kosaka et al., 2021)

Par ailleurs, des nanoparticules multifonctionnelles a base d'oxyde de fer, combinant un
anticorps anti-CDA47 et la gemcitabine, ont été développées pour le traitement du cancer du
pancréas. Chen et al. mis au point un gel de fibrine bio-réactive, contenant ces nanoparticules
conjuguées a CD47, concu comme outil post-chirurgical pour induire la phagocytose des
cellules tumorales et moduler a la fois la réponse immunitaire innée et adaptative (Chen et
al., 2019). En outre, des bactéries a détection de quorum, ont été modifiées pour délivrer
des fragments d'anticorps a chaine unique ciblant CD47, entrainant une immunité

antitumorale et une réduction de la progression tumorale (Chowdhury et al., 2019).

Macrophages Macrophages
(A) phag (B) A5CP phag

I induction
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ADCP
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CDA47 or SIRPa a dual mechanism of action of anti-SIRPa Abs

Figurel. 9.Le ciblage thérapeutique de la voie CD47-SIRPa peut entrainer 1'élimination des
cellules cancéreuses (Murata et al., 2018)
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1.1.13.2.Impact du ciblage de CD47/SIRPa. sur I'apoptose des cellules tumorales

La surexpression de CD47 a la surface des cellules tumorales permet a ces derniéres
d’échapper a la surveillance et a I'élimination par le systtme immunitaire. CD47 représente
une cible thérapeutique prometteuse dans le développement de nouveaux traitements
anticancéreux (Matlung et al., 2017). Par exemple, les traitements anti-CD47 visent a
bloquer la signalisation inhibitrice de 1’axe CD47-SIRPa et améliorer la phagocytose des
cellules tumorales par les macrophages. Toutefois I’effet antitumoral de ces traitements anti-

CDA47 peuvent également s’exercer via divers mécanismes (Chao et al., 2012).

Le ciblage thérapeutique de la voie CD47-SIRPa peut conduire a I'élimination des cellules
cancéreuses par divers multiples mécanismes. Premierement, l'inhibition de I'interaction
CDA47-SIRPa a I’aide d’un anticorps anti-CD47, d’un anticorps anti-SIRPa ou d’une protéine
SIRPa recombinante favorise la phagocytose des cellules tumorales par les macrophages.
Deuxiemement, les anticorps anti-CD47 permettent également aux cellules dendritiques de
phagocyter les cellules tumorales, ce qui facilite la présentation des antigénes tumoraux aux
lymphocytes T CD4+ et CD8+, déclenchant ainsi une réponse immunitaire adaptative
antitumorale. Troisiémement, ces anticorps anti-CD47 peuvent induire la destruction des
cellules tumorales par la cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC) et la cytotoxicité
dépendante du complément (CDC) médiées par les cellules tueuses naturelles (Zhang et al.,
2020b) .Quatriemement, les anticorps anti-CD47 stimulent I'apoptose des cellules tumorales

par un mécanisme indépendant des caspases (Zhang et al., 2020b).
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Figurel. 10. Le ciblage de I’axe CD47-SIRP dans le cancer (Zhang et al., 2020b)

1.1.13.3.Combinaison des anticorps anti-CDA47 et de la chimio-radiothérapie

L'association de la chimio-radiothérapie avec des anticorps anti-CD47 représente une
stratégie prometteuse pour éliminer les cellules tumorales en exploitant deux mécanismes
distincts et complémentaires. La chimiothérapie en induisant une réponse inflammatoire,
favorise le recrutement de macrophages effecteurs au sein des tumeurs, augmentant ainsi leur
nombre avant l'administration de I'anticorps anti-CD47. Elle déclenche une réponse
inflammatoire permettant le recrutement des macrophages dans les cellules tumorales (Liu
etal., 2023) .

La chimiothérapie induit I’expression des signaux phagocytaires, ce qui renforce 1’efficacité

de la phagocytose médiée par des anticorps anti-CD47. De plus La radiothérapie et la
chimiothérapie augmentent 1’expression des signaux pro-phagocytaires a la surface des
cellules tumorales, tels que la calréticuline, connue pour agir comme un signal « mangez-moi
». Par exemple, dans le cas du glioblastome ( GBM) , I’utilisation du RRx-001 ciblant CD47
a augmenté la captation et I'accumulation de la Témolozomide (TMZ ) dans un modele de
GBM orthotopique, améliorant I’efficacité des traitements anticancéreux (Oronsky et al.,
2021) .

Enfin, CD47 a été exploré comme adjuvant aux thérapies conventionnelles pour limiter les
métastases tumorales. En effet, CD47 favorise les métastases tumorales, tandis que les

anticorps anti-CD47 inhibent la métastase du LNH et de certaines tumeurs solides vers le
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sang périphérique et d'autres localisations. Par conséquent, I'injection d'anticorps anti-CD47
pour prévenir les métastases tumorales, associée a une réesection chirurgicale pourrait

constituer une approche thérapeutique optimale (Liu et al., 2024).

1.2. Polymorphismes nucléotidiques simples

1.2.1. Généralités

Les polymorphismes nucléotidiques ( single nucléotide polymorphisms , SNP) représentent
la forme la plus courante de variation génétique chez I'hnomme (Korzeniewski et al., 2013)
ls correspondent a la substitution d'un seul nucléotide présent a un emplacement spécifique
du génome humain (Halushka et al., 1999). Ces variations peuvent se situer dans les régions
codantes de génes, dans leurs régions non codantes, ou encore dans les régions intergéniques
(Spencer and Barral, 2012). Bien que leur fréquence varie au sein de la population, certains
SNP peuvent avoir des effets déléteres, en altérant la structure des protéines ou en perturbant

la régulation de I’expression génique.

Des études antérieures indiquent que les polymorphismes non synonymes nsSNP sont
responsables d'environ 50 % des mutations associées a diverses maladies génétiques, ainsi

qu’ a plusieurs pathologies auto-immunes et inflammatoires (M. S. Hossain et al., 2020a).

1.2.2. Types de polymorphismes nucléotidiques

1.2.2.1. Les SNPs non synonymes

Les polymorphismes nucléotidiques simples non synonymes (nsSNP) en particulier les SNP
faux-sens, entrainent des substitutions d'acides aminés qui peuvent altérer la structure et la
fonction des protéines humaines (Md. S. Hossain et al., 2020). Ces nsSNP ont fait I’objet de
nombreuses études , notamment en ce qui concerne leurs impacts sur la stabilité¢ de la
protéines, les sites actifs enzymatiques, et leur association avec diverses pathologies (Yates
and Sternberg, 2013).

1.2.2.2. Les SNPs Synonymes

Les SNP synonymes correspondent a des mutations dans la séquence d’ADN qui n’entrainent

pas de changement dans la séquence d'acides amines des protéines. Ces mutations sont
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également soumises a la pression évolutive et peuvent étre impliquées dans diverse
pathologies. Plus récemment, plusieurs mécanismes ont été identifiés expliquant comment
ces mutations peuvent influencer la structure, la fonction et le niveau d'expression des
protéines. En effet, des études ont démontré que les polymorphismes synonymes peuvent
altérer I'épissage de I’ARNm, perturber la stabilité et la structure de I'ARN messager, ainsi

qu’ affecter le repliement des protéines (Hunt et al., 2009).

1.2.3. RO0le des SNP dans la recherche biomédicale

Les SNP sont des variations genétiques tres fréquentes, stables et largement réparties dans
I’ensemble du génome. Ils sont impliqués dans la diversité génétique entre individus,
influencent la sensibilité a certaines maladies et modulent la réponse aux traitements
médicamenteux. Plus récemment, leur utilisation a été envisagée dans le cadre de tests

d'’homogénéité ainsi que dans des études pharmacogénétiques (Shastry, 2002).

Ces SNP représentent les nouvelles générations de marqueurs génétiques susceptibles de
révolutionner la recherche biomédicale. Leur cartographie repose exclusivement sur I'identité

et la position génomique de chaque séquence SNP (Chen et al., 2002).

L’intégration de la génétique dans le cadre de la recherche 1’actuelle en santé
environnementale présente deux avantages majeurs : a) la capacité a détecter différents
niveaux de risque au sein de la population ; et b) une meilleure compréhension des
mécanismes étiologiques. Ces deux avantages offrent des opportunités pour le

développement de nouvelles méthodes de prévention des maladies (Kelada et al., 2003).

1.2.4.  Analyse in silico des polymorphismes nucléotidiques

La bioinformatique est un domaine qui integre la théorie et les applications des approches
computationnelles visant a modéliser, prédire et expliquer les fonctions biologiques a
I'échelle moléculaire. Ce domaine riche en informations nécessite le développement de
nouvelles compétences ainsi qu’une comprehension approfondie des études génomiques, afin
d'exploiter la quantité croissante d'informations sur les séquences, I'expression et la structure

issus des bases de données publiques et privées (Fielden et al., 2002) .

L’analyse in silico des nsSNP fonctionnels fournit des informations précieuses sur les effets

delétéres des nsSNP et leurs impacts potentiels sur la structure et la fonction de la protéine
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(Md. S. Hossain et al., 2020). Des recherches récentes utilisant des approches informatiques
ont mis en évidence le rdle potentiel de ces mutations dans la compréhension des mécanismes

moléculaires de nombreuses maladies (M. S. Hossain et al., 2020b).

1.2.4.1. Généralités

La recherche in silico de SNP reposé sur I’utilisation de nombreux outils bio-informatiques
accessibles, permettant de prédire de maniere systématique les SNP potentiellement
déléteres, susceptibles d’affecter des cibles thérapeutiques majeures, avant d’engager des
analyses expérimentales en laboratoire. Ces outils de prédiction s’appuient soit sur I’analyse,
soit sur celle de la structure, car une grande partie des SNP pathogénes altere la stabilité des
protéines affectent la stabilité des protéines. Des regles fondées sur la structure ont été
développées pour distinguer les SNP ayant un impact fonctionnel significatif de ceux

considérés comme neutres (Mah et al., 2011).

1.2.4.2. Importance des analyses in silico dans les maladies humaines

Les outils bio-informatiques offrent aux entreprises pharmaceutiques des moyens efficaces
pour mieux comprendre I’impact des variantes génomiques sur l'efficacité et la toxicité des
médicaments. Ces connaissances permettent d’optimiser la sélection des cibles soumises
aux essais cliniques, contribuant ainsi a améliorer le taux de succes et a réduire les codt liées

au développement des médicaments (Mah et al., 2011).

Ces outils permettent de prédire les variantes génétiques susceptibles de jouer un réle clé
dans I’étiologie de ces pathologies et d’influencer les réponses thérapeutiques. Ces candidats
SNP peuvent ensuite étre classés selon leur pertinence pharmacologique dans le processus de

découverte et de développement de nouveaux médicaments (Dabhi and Mistry, 2014).

1.3. Modifications post-traductionnelles

1.3.1. Généralités

Les modifications post-traductionnelles (MPT) sont des altérations chimiques qui réguler
I’activité et la fonction des protéines. Sur le plan évolutif , elles constituent un mécanisme

rapide et efficace de genération de diversité et de divergence phénotypiques (Bradley, 2022).
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Les MPT jouent un rble dans de nombreux processus biologiques, notamment la

signalisation cellulaire et les voies métaboliques (M. S. Hossain et al., 2020b).

Parmi ces modifications , I'acétylation, la méthylation, I'ubiquitination, la glycosylation et la
phosphorylation jouent un role en influencant a la fois les processus physiologiques et la

pathogenése (Liu et al., 2024).

1.3.1.1. La phosphorylation

La phosphorylation des protéines constitue un mécanisme central de régulation cellulaire,
dans la mesure ou de nombreux enzymes et récepteurs sont activés ou désactives par des
événements de phosphorylation et de déphosphorylation, médiés respectivement par des
kinases et des phosphatases. Les protéines kinases jouent un role dans les voies de
signalisation intracellulaires de la transduction cellulaire. Leur hyperactivité, leur
dysfonctionnement ou leur surexpression sont fortement associés a diverses pathologies, en
particulier les cancers. Ainsi, le recours a des inhibiteurs de kinases représente une stratégie

prometteuse dans le traitement des maladies tumorales (Ardito et al., 2017).

1.3.1.2. La Méthylation

La méthylation des protéines joue un réle crucial dans la modulation de leur fonction,
contribuant ainsi a Il'optimisation et a la régulation des processus cellulaires et
physiologiques. Ce type de modification se produit principalement sur les résidus de lysine
et d'arginine, et intervient dans divers mécanismes cellulaires. La méthylation est catalysée
par le transfert d'un groupe méthyle de la S-adénosylméthionine (SAM) vers un accepteur
spécifique. Il est important de souligner que la dérégulation de la méthylation de certaines

protéines peut étre a I’origine de diverses maladies (Grillo and Colombatto, 2005).

1.3.1.3. L'ubiquitination

L'ubiquitination est une modification post-traductionnelle essentielle, impliquée dans la
régulation de la stabilité, de I'activité et de la localisation des protéines. Elle joue un réle
central dans la coordination de nombreux réseaux de signalisation cellulaire. Ce processus
biochimique est catalysé par I'action séquentielle de trois enzymes distinctes, I'enzyme E1
(activatrice de I'ubiquitine), I'enzyme E2 ( conjugatrice de l'ubiquitine) et I'enzyme E3 (ligase

de 'ubiquitine), leur action conjointe permet la fixation covalente de la molécule d'ubiquitine
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composes de 76 acides amineés sur une lysine interne ou sur le résidu N-terminal des substrats
(Barbour et al., 2023).

1.3.1.4. La carbonylation

Est une modification post-traductionnelle résultant de 1’ajoute de groupes carbonyles
(aldéhyde ou cétone) sur certains acides aminés comme la lysine, la proline ou 1’arginine.
Bien qu’elle soit souvent associée au stress oxydatif, cette modification se produit également
a base niveau en conditions physiologiques normale, ou elle joue un réle important dans le
contréle qualité des protéines. En effet la carbonylation marque les protéines oxydées ou mal
repliées pour leur dégradation, contribuant ainsi @ maintenir équilibre protéiques cellulaires
(Nystrom, 2005).

1.3.1.5. S-nitrosylation

La S-nitrosylation est une modification oxydative des résidus cystéine des protéines par
I'oxyde nitrique (NO), conduisant a la formation de S-nitrosothiols. Ce processus modifie
I’activité de nombreuses protéines et constitue un mécanisme clé de signalisation cellulaire
basé sur I'oxydoréduction. Cette modification joue un réle essentiel dans la régulation des
voies de transduction, impliquées dans une multitude de processus cellulaires fondamentaux
(Plenchette et al., 2016).

1.3.1.6. Nitration de la tyrosine

La nitration de la tyrosine est une modification post-traductionnelle des protéines, médiée
par des dérivés réactives de I'oxyde nitrique. Elle consiste en I'ajout d'un groupe nitro (—NO:
) sur l'un des deux carbones ortho du cycle aromatique des résidus de tyrosine (Gow et al.,
2004). Cette altération biochimique peut profondément modifier la fonction des protéines,
notamment en abaissant le pKa du groupe phénolique de la tyrosine, qui passe de 10,1 dans
la tyrosine a 7,2 dans la nitrotyrosine (Abello et al., 2009; Sokolovsky et al., 1967). Ce
changement entraine des perturbations stériques et électroniques susceptible d’affecter la
capacité de la tyrosine a participer aux réactions de transfert d'électrons et a maintenir la

conformation tridimensionnelle des protéines (van der VLIET et al., 1999).
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1.3.2. Prédiction in silico des modifications post-traductionnelles

La modification post-traductionnelle des protéines est souvent percue comme un mécanisme
clé dans la dégradation, le renouvellement et la régulation des protéines, contribuant ainsi au

maintien de I'noméostasie physiologique (Li et al., 2021).

Les MPT induisent des altérations structurelles dans les protéines existantes, leur permettant
de participer a une grande variété de processus biologiques, selon leur effet d’activation ou
inhibition des voies de signalisation en aval, ces modifications peuvent avoir des
conséquences soit bénéfiques, soit délétéres. Les MPT modulent fréequemment les propriétés
électrostatiques ou structurelles des protéines cibles, influencant ainsi leurs interactions avec

d’autres protéines (Li et al., 2021).

1.4. Problématique et objectifs

1.4.1. Problématique

Comment les variations génétiques de la protéine CD47 peuvent-elles altérer sa structure
tridimensionnelle, perturber sa fonction biologique, et modifier ses interactions avec les

ligands impliqués dans le développement du cancer ?

En 2024, Lazar Maroua et Mahieddine Souheyla ont réalisé une analyse in silico des SNP a
conséquences fonctionnelles sur les protéines CD47 et DRP1, sous la direction de Hadjid]
Zeyneb, par I’utilisation des outils in silico pour déterminer les SNP délétéres et leur impact
sur la structure et la fonction de la protéine CD47. Cette étude a identifié quatre variations
probablement déléteres dans la protéine CD47 (G274S, G255E, V214G, G209V).

Dans ce travail nous allons étudier in silico I’impact de ces SNPsn sur la structure
tridimensionnelle et la fonction de CD47, ainsi que sur ses modifications post-

traductionnelles, en utilisant diverses approches in silico.

34



Chapitre I : Revue de la littérature

1.4.2. Objectif

Ce mémoire a pour objectif d’identifier et de caractériser, a 1’aide d’une analyse in silico, les
polymorphismes mononucléotidiques (SNP) ayant des conséquences fonctionnelles et
structurelles sur le géne CD47. L’étude vise a explorer I’impact de ces variantes génétiques
sur I’expression du g@éne, sa structure tridimensionnelle, ses modifications post-
traductionnelles ainsi que leur réle potentiel dans les pathologies immunitaires complexes,

en particulier les cancers.

1.4.3. But

Cette étude vise a comprendre comment les SNPs du gene CD47 alterent sa structure et sa
fonction, et comment ces modifications peuvent contribuer aux pathologies, ouvrant ainsi de

nouvelles perspectives pour le diagnostic, la prévention et le traitement ciblé.
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2. Chapitre Il : Matériel et Méthodes

2.1. Plan de travail

Les travaux de mémoire de fin d’études réalisés en 2024 par Lazar Maroua et Mahieddine
Souheyla sous la direction du Dr Hadjidj. Zeyneb, ont permis d’identifier quatre variations
potentiellement déléteres dans CD47 (G274S, V214G, G255E, G209V).

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

susceptibles d’étre causées par ces mutations.

Ces recherches ont été menées au sein du laboratoire biologie Moléculaire Appliquée et

d’immunologie, dirigé par le professeur Aribi Mourad.

Analyse in silico a
conséquences strecturelles et
fonctionelles sur CD47

la base de donées UNIPROTKB
les modéfications post- La seéquence proteique Fasta
traductionelles (ID Q08722) Modélisation Moléculaire
I par SWISS-MODEL - Phyre2

Phosphorylation GPS6.0
MetPhos -MusiteDeepo

Methylation GPS-MSP -

MusiteDeep evaluation des strectures

| protéiques modélisces
ubiguitination GPS-Uber- par ERRAT - PROCHECK
MusiteDeep

Carbonylation iCarPSs -

Musite-Deep Alignement et superposition
| des stréctures 3D par TM-
S-nitrosylation GPS- align et Chimera

YNO2- DeepNitro

|
Nitration de la tyrosine

Sl ozl Created in BioRender.com bio

Figure 2. 1.Study Design
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2.2. Collecte de donnée et sectionnées de séquence de protéines

Nous avons récupéré la séquence primaire protéique en utilisant la base de données UniProt

https://www.uniprot.org/ (numéro d’accession : Q08722)

Afin d’obtenir les séquences mutées de la protéine étudiée, nous avons tout d’abord extrait la

séquence primaire a partir de la base de données UniProt https://www.uniprot.org/ .Ensuite,

cette séquence a été modifiée pour inclure les mutations spécifiques que nous souhaitions
étudier. Les acides aminés variants ont ainsi été substitués par leurs équivalents mutés dans

chaque protéine.

."'l.
UniPro.t.,o BLAST Align Pepfide search ID mapping SPARQL  UniProtkB - Search & iy & Help

IFuncton 11Q08722 - CD47_HUMAN [

Names & Taxonomy

Protein’ | Leukacyte surface antigen CD47 Amino acids | 323 (go to sequence)
Subcellular Location Gene' | cD47 Protein | Evidence at protein level
n existence’
Disease & Variants Status! | 3 UniProtKB reviewed (Swiss-Prat)
— Annotation @

PTMIProcessing Organism* | Homo sapiens {Human) scoret
Expression

Entry  Variant viewer EJ) Feature viewer  Genomic coordinates Publications External links History
Interaction
Structure & Tools * L Download ® Add Add a publication Entry feedback
Family & Domains R . E

Function'

Sequence & Isoforms
Adhesive protein that mediates cell-fo-cell interactions (PubMed:11509594, PubMed:15383453)

Similar Proteins Acts as a receptor for thrombospondin THBS1 and as modulator of integrin signaling through the activation of heterotrimeric G proteins
(PubMed: 19004835, PubMed: 7691831, PubMed:8550562).
Involved in signal transduction, cardiovascular homeostasis, inflammation, apoptosis, angiogenesis, cellular self-renewal, and
immunoregulation (PubMed-11509594, PubMed:15383453, PubMed:19004835, PubMed: 27742621, PubMed:32679764,
PubMed7691831‘ PUDMEUBSSOSSZ) Accédez aux paramétres pour activer Windows.

P[axs arole in modulaﬂng Eu\monaw endothelin EDN1 5|gna|ing iPubMed:27742521]. \
Figure 2. 2.Recherche de la séquence protéique du CD47 sur la base de données UniProt

2.3. Prédictions des modifications post-traductionnelles
Déférents outils disponible en ligne ont été utilisé pour effectuer les prédictions des

modifications post-traditionnelles, ont été étudiée principalement la phosphorylation par GPS
6.0 https://gps.biocuckoo.cn/, NetPhos 3.1 https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-

3.1/ et MusiteDeep https://www.musite.net/, la méthylation par GPS-MSP 1.0
http://msp.biocuckoo.org/.

Les sites de carbonylation ont été  prédits par iCarPS  http:/lin-

group.cn/server/iCarPS/webServer.html ,

Nous avons utilisés les logiciels GPS-YNO2 1.0  http://yno2.biocuckoo.org/ et Deep Nitro
http://deepnitro.renlab.org/webserver.html?fbclid=IwAR31XaPoaCnCgNy0OiaZjEaJ5uEiyeo3
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hxzGiGixz5hvEx7P6GwLsxO36Xbc#result pour prédire les sites de nitration de la tyrosine . et

le logiciel GPS — SNO 1.0 pour prédire les sites de nutrosylation.

2.3.1. Prédiction des sites de phosphorylation

v GPS6.0

Nous avons utilisé GPS6.0, un outil de prédiction des modifications post-traductionnelles,
accessible en ligne, congu pour identifier les sites de phosphorylation spécifiques des protéines
kinases (PK) chez les eucaryotes. Il se concentre principalement sur la prédiction des sites de
phosphorylation des résidus de sérine, thréonine et tyrosine. Sa méthode repose sur une
combinaison de trois algorithmes d’apprentissage automatique appliqués a des caractéristiques
évolutives et sequentielles : une régression logistique pénalisée (PLR), un réseau neuronal
profond (DNN), Light Gradient Boosting Machine (lightGBM). Pour utiliser le serveur web
GPS 6.0, il suffit de soumettre une ou plusieurs séquences protéiques au format FASTA. Les
résultats sont ensuite présentés sous forme de tableau, accompagnés d’annotations issues de 22
bases de données publiques. Grace a une approche basée sur des connaissances existantes, GPS
6.0 offre des prédictions fiables et informatives, ce qui en fait un outil précieux pour des
analyses plus approfondies de la phosphorylation (Chen et al., 2023). Site web
https://gps.biocuckoo.cn/

—
For species-specific prediction, please click here >>

For prediction with protein identiter, please click here >

(5] |Serine/threonine kinase
© [ AGC Enter sequence(s) in FASTA format
# [ _CAMK

] | CKL >sp|Q08722|CDA7_HUMAN Leukocyte surface antigen (D47 0S=Homo sapiens 0X=9606 GN=CD47 PE=1
# [ _cMGe SV=1

9| PKL MWPLVAALLLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVTNMEAQNT TEVYVKWKFKGRDTYTFDGALNKSTVPTOF SSAKTEVS

0245838 5[ IRGC QLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTEL TREGETTTELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFATLLFWGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIA

Last update: Apr. 1st, 2025 ©E oy LLVAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNATGLGLIVTSTGILILLHYYVFSTATGL TSFVIATLVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMH
ﬁ‘ o GPLLISGLSTLALAQLLGLVYMKFVASNQKT TQPPRKAVEEPL NAFKESKGMMNDE

# [ _ Atypical
# |Other

= |Tyrosine kinase
#M K

Threshold Console
Filtered by Name

I

OHigh © Medium O Low O Al [ Example H Clear H Submit }

Figure 2. 3.Prédiction des sites de phosphorylation par GPS6.0
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v" NetPhos 3.1
Nous avons utilisé NetPhos, un outil en ligne basé sur des réseaux neuronaux artificiels, congu
pour predire les sites potentiels de phosphorylation sur les résidus de sérine, thréonine et
tyrosine dans les séquences protéiques (Biswas et al., 2010).

Pour I’utiliser, il suffit d’entrer une séquence proteique au format FASTA, puis de configurer
les parametres requis pour lancer I’analyse.

Site web (https://services.healthtech.dtu.dk/service.phpNetPhos-3.1)

Submission Instructions Output format PhosphoBase Downloads

Submission

Sequence submission: paste the sequence(s) and/or upload a local file

Psr single sequence or se| veral sequences ." FASTA foar into the fiefd below:

KGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQL LKGDAS LKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELT
REGETIIELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFATLLFWGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALL

[ 1A KHA HYY,

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

Choisir un fichier | Aucun fichier n°a été sélectionné

Residues to predict O serine Othreonine Otyrosine ®all three

For each residue display only the best prediction O

Display only the scores higherthan[o |
Output format @ classical O GFF

Generate graphics

Figure 2. 4.Prédiction des sites de phosphorylation par NetPhos

v MusiteDeep

Nous avons utilisé MusiteDeep, un outil en ligne avancé pour prédire les sites de
phosphorylation et y compris ceux spécifiques aux kinases. Il utilise comme entrée des
séquences brutes, analysées par des réseaux de neurones convolutifs intégrant un mécanisme
innovant d‘attention bidimensionnelle. Cet algorithme permet une amélioration relative de plus
de 50 % de l'aire sous la courbe précision-rappel pour la prédiction des sites de phosphorylation
généraux, tout en offrant des performances compétitives pour la prédiction spécifique aux

kinases, comparées aux outils de références disponibles (Wang et al., 2017).
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Site web : https://www.musite.net/

HOME Job History Download - API Contact Help Musite(SVM version)

MusiteDeep: a deep-learning framework for protein post-translational modification site prediction
7716 unique visitors
2221075 processed proteins
431594173 processed amino acids

Submit your sequence(s)

Please select a prediction model:

fon (ST) X phory m x

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

>sp|Q08722|CD47_HUMAN Leukocyte surface antigen CD47 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CD47 PE=1SV=1
MWPLVAALLLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVWIPCFVTNMEAQNTTEVYVKWKF
KGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELT
REGETHELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLFWGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALL
VAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNATGLGLIVTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSFVIA
ILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLISGLSILALAQLLGLVYMKFVASNQKTIQ

PPRKAVEEPLNAFKESKGMMNDE

For larger job, upload a FASTA file

Start prediction

Please cite the following papers for using MusiteDeep:
Wang, D, et al. (2020) MusiteDeep: a deep-learning based webserver for protein post-translational modification site prediction and visualization, Nucleic Acids Research,Volume 48, Issue W1, 02 July 2020, Pages W140-W146
‘Wang, D, et al. (2019) Capsule network for protein post-translational modification site prediction, Bioinformatics, 35(14). 2386-2394.

Wang, D, et al. (2017) MusiteDeep: a deep-learning framework for general and kinase-specific phospharylation site prediction, Bioinformatics, 33(24), 3909-3916.

Figure 2. 5.Prédiction des sites de phosphorylation par MusiteDeep

2.3.2. Prédiction des sites de méthylation

v' GPS-MSP 1.0

GPS-MSP (Méthyl-group Specific Predictor), un outil bioinformatique utilisé pour prédire les
sites généraux de méthylation des protéines, en particulier au niveau des résidus de lysine et
d’arginine. Contrairement aux approches classiques basées sur un alignement multiple des
séquences, ce logiciel repose sur une stratégie d’alignement implicite de motifs peptidiques,
centrée sur les résidus cibles. En comparaison, GPS-MSP démontre des performances
supérieures dans la prédiction des sites de méthylation. Par ailleurs, 1’intégration d’une
classification des types de méthylation lors de I'apprentissage permet d’améliorer encore
davantage la précision des prédictions. Globalement, il est suggéré que GPS-MSP constitue un
outil précieux pour I’analyse computationnelle de la méthylation des protéines.

Le service en ligne ainsi que les versions locales du logiciel, sont librement accessibles pour

un usage académique (Deng et al., n.d.). A I’adresse http://msp.biocuckoo.org/
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€ GPS-MSP — hd
File Tools Help
Predictors Predicted sites
Organism Protein Position Code Type Peptide Score A
CJan Qos722 a5 K K.all LLEGDASLFMDESDAVS 123
Homo sapiens Qoa722 163 K K.di LFWGQFGIKTLEYRSGE 1,36
[]Mus musculus Qoe722 175 K K.mono TREGGMDEETIALLVAG 1,29
- Qog722 280 K K.maono QLLGLVYMEFYASNOET 2,56
[] Saccharomyces cerevisiae
. Qos722 297 K K.all MEFVASNQETIQPFREL Ralil
Ul Rattus nomegicus Qoeree 297 K K. di MKFVASNOKTIQFPRKA 95
[ Leptospira interrogans Qos722 303 R R.mano NQETIQPPREAVEEPLN 9,23
[ Sulfolobus solfataricus Qoa7zz2 304 K . Kmono QKTIQPPREAVEEPLNA 1,78
[[] Desulfovibrio vulgaris Qoa722 304 K K.tri QETIQFPREAVEEFLNA G,36
[alat=warir) and W W oall NETTANDDDW AWKRR DT ’TA TR \J
Methylation types <
v [4 Methylation Enter sequence(s) in FASTA format
v Rall »sp|Q08722|CD47_HUMAN Leukocyte surface antigen CD47 O5=Homo sapiens OX=0606 GN=CD47 PE=1 §V=1
Rmono MWPLVAALLLGSACCGSAOLLFNKTKSVEFTFCNOTVVIP CFVTNMEACNTTEVYVIOWKF
W Rdi KGROYTFDGALMNKSTVPTDFSSAKIEVSOLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELT
R.sdi REGETIELKYRVVSWFSPNEMILIVIFPIFAILLFWGOFGIKTLKYRSGGMDEKTIALL
Radi VAGLVITVIVIVGAILFYPGEY SLKNATGLGLIVTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSFVIA
Kall IVIOVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLISGLSILALACLLGLVYMKFVASNOKTIO
v -3 PPREAVEEPLMNAFKESKGMMMNDE
Kmono
Kdi
Kiri
Running status Threshold Console
Done T T T T S U
| I 0.4 Example Clear Submit

Figure 2. 6.Prédiction des sites de méthylation par GPS-MSP

2.3.3. Prédiction des sites des ubiquitination

v GPS-UBER
L’analyse des sites d’ubiquitination a été réalisée a I’aide GPS-Uber, un outil informatique pour
prédire les résidus de lysine susceptibles d’étre modifiés. Cet outil repose sur un cadre
d’apprentissage hybride, combinant trois algorithmes de prédiction, régression logistique
pénalisee, réseau de neurones profond (DNN) et convolutionnel (CNN). L'ubiquitination, en
tant que modification post-traductionnelle majeure, joue un role essentiel dans de nombreux
processus biologiques et est impliquée dans diverses maladies humaines. La spécificité des sites
d'ubiquitination est principalement régulée par les ubiquitine-protéine ligases (E3) (Wang et

al., 2022) . Site web https://gpsuber.biocuckoo.cn/
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: n C Ra B 9” E) @
( GES:UBEE SO o

b AN U it cteinl qaelen2y ez ubstiatelee ationshiploredictiG - AR = &)

HOME WEB SERVER USER GUIDE LINKS CONTACT

products of cuckoo % GPS-Uber Web Server

How to use GPS-Uber for protein/peptide ubiquitination prediction
1. Enter protein sequence(s) in fasta format, which starts with a "> followed with protein/peptide name.
2. Select the prediction type, for general or for E3-specific prediction. E3-specific prediction contains 6 groups, 5 subgroups and 15 families.

3. Click the Submit button.

0001654 For prediction with protein identiter, please click here >>
Last update: Nov. 7th, 2021 Selection Option
2 [ L Ubiquitination Enter sequence(s) in FASTA format

[ LIJRING

[JLJRBR >sp|Q@8722|CD47_HUMAN Leukocyte surface antigen (D47 0S=Homo sapiens OX=9606 GN=CD47 PE=1

[ LJHECT Sv=1

|:| [ Cullin RING MWPLVAALLLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVTNMEAQNTTEVYVKWKF
KGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELT

D LJapPc/C REGETIIELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLFWGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALL

D LJN-recognin VAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNATGLGLIVTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSFVIA

|:| |_JOther ILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLISGLSILALAQLLGLYYMKFVASNQKTIQ

PPRKAVEEPLNAFKESKGMMNDE

Figure 2. 7.Prédiction des sites d’ubiquitination par GPS-UBER

2.3.4. Prédiction des sites de carbonylation

v iCarPS

I’identification des sites de carbonylation a été réalisée a I’aide de iCarPS, un outil informatique
développé pour identifier les sites de carbonylation sur les résidus d’acides aminés K, P, Ret T
a partir des séquences protéiques. iCarPS repose sur de nouvelles caractéristiques codées
dérivées des informations de la séquence, cet outil utilise un algorithme d’apprentissage
supervisé basé sur des machines a vecteur de support (SVM), appliqué a un alignement local
des motifs peptidiques centrés sur les résidus cibles, afin d’optimiser la précision de la
prédiction (Zhang et al., 2021).

Site web : http://lin-group.cn/server/iCarPS/webServer.htmi
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i C arPS ‘You can visit the LinDing Group

to view more scientific achievements,

LinDing Group

= Home 'ﬂehﬁemrl Download |gser5uide| Citation | About Us | CONTACT =

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

Enter sequence(s) in FASTA format:

»5p|(Q@8722|CD47_HUMAN Leukocyte surface antigen (D47 0S=Homo sapiens
0X=0686 GN=CD47 PE=1 SV=1
MWPLVAALLLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFYTNMEAQNT TEVYVKWKF _ . I
KGRDIYTFDGALNKSTYPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELT Please choose a suitable type for prediction
REGETTTELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFATLLFWGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALL ® Carboylation Sites: K (lysine)
VAGLVITYIVIVGAILFYPGEYSLKNATGLGLIVTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSFVIA 0 Carbenyation Sites: P (proline)
ILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLISGLSILALAQLLGLVYMKFVASNQKTIQ

PPRKAVEEPLNAFKESKGEMMNDE 0 Carbonylation Sites: R {arginine)

o} Carbenylation Sites: T {threonine)

Console
Or upload a file in FASTA format : [ Choisir un fichier ] Aucun f.lectionné

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

Figure 2. 8.Prédiction des sites de carbonylation par iCarPS

2.3.5. Prédiction des sites de nitration de tyrosine

v GPS-YNO2

Nous avons utilisé le logiciel GPS-YNO?2, un outil de prédiction computationnelle congu pour
identifier les sites de nitration des résidus de tyrosines dans les protéines. La détection de
substrats nitrés spécifiques a un site est essentielle pour élucider les mécanismes moléculaires
et les fonctions biologiques associées a la nitration des protéines (PTN). Lors d’une validation
par la méthode « leave-one-out », le programme a affiché des performances prometteuses avec
une précision de 76,51 %, une sensibilité de 50,09 % et une spécificité de 80,18 % .Cet outil
est basé sur I’algorithme GPS 3.0 combine des méthodes de clustering, similarité peptidique
(BLOSUMG62), pondération des motifs locaux et optimisation par mutation matricielle (Liu et
al., 2011).

Site web : http://yno2.biocuckoo.org/
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€8 GPS-¥YMO21.0 — O Y
File Tools Help

Predicted Sites
Position Peptide Score Cutoff Cluster
!

Enter sequence(s) in FASTA format

=sp|QOBT22|CD47_HUMAN Leukocyte surface antigen CD47 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CD47 PE=1 Sv=1

MWPLVAALLLGSACCGSAQLLFMNKTKSYEFTFCNDTWVIPCRVTMNIMEAQMTTEVYWEMWEKF

KGRDIYTFDGALMNKSTYPTDFSSAKIEVSOLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELT

REGETIELKYRVWSWFSPMEMNILIVIFPIFAILLFWGOFGIKTLKYRSGGMDEKTIALL
AGLYITVIVIVGAILFVPGEYSLKMNATGLGLIVTSTGILILLHYYWFSTAIGLTSFVIA

LW IOWIAY LAWY GLSLCIAACIPMHGPLLISGLSILALAQLL GLWVYMKFVASMOQKTIC

FPRKAVEEPLMAFKESKGMMNDE

Threshold Consocle

) High ) Medium O Low Al Example Clear Submit

Figure 2. 9.Prédiction des sites de nitration des tyrosines par GPS-YNO2

2.3.6. Prédiction des sites S-nitrosylation

v' DeepNitro

Pour prédire les sites de nitration des résidus de tyrosine et de tryptophane, ainsi que les sites
de S-nitrosylation de la cystéine, nous avons utilisé I’outil DeepNitro. Il offre des performances
supérieures a celles des outils existants pour la prédiction de la nitration et de la nitrosylation
des protéines. Sa capacité de prédiction est largement optimisée grace a I’intégration de
nouveaux schémas de codage, en particulier la méthode PSSM (Xie et al., 2018). Site web :

http://deepnitro.renlab.org/webserver.html?fbclid=lwAR31XaPoaCnCaNy0iaZjEaJ5uEiye%?2
003hxzGiGixz5hvEx7P6GwLsxO36Xbc#result
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PDeepNitro H

Home  Download Database  Citation Help  Contact

~ Data iﬂput pasta or upload

MWPLVAALLLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFYTNMEAQNTTEVY 4|  Of select local files to upload.
VKWKF

KGRDIYTFDGALNKSTVPTDF SSAKIEVSQLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEV
TELT
REGETIELKYRVYSWFSPNENILIVIFPIFAILLFWGQF GIKTLKYRSGGMDEKTIALL + Select Files.
VAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNATGLGLIVTSTGILILLHY YVFSTAIGLTSFVIA
ILVIQVIAYILAVWGL SLCIAACIPMHGPLLISGLSILALAGLLGLVYMKFVASNQKTIQ
PPRKAVEEPLNAFKESKGMMNDE y

©  Examples:
* fasta format supported
* Paste file size < 2M | O Clear ‘ ‘ O Fasta example
Z Options

Accedez aux ctiver 1do

S-Nitrosylation_Threshold: Tyr-Nitration_Thredshold:

Figure 2. 10.Prédiction des S-nitrosylation et de nitration des tyrosines par DeepNitro

v GPS-SNO

Nous avons utilisé GPS-SNO 1.0, un logiciel de prédiction spécialisé dans I’identification des
sites de S—nitrosylation spécifiques aux kinases, basé sur une version modifiée de I’algorithme
Group-based Prdiction system (GPS 3.0) dérivé du systéeme GPS-SNO (Xue et al., 2010). Site
web : http://sno.biocuckoo.org.

E 8 cpssnoo - [} >
File Tools Help

Predicted Sites
FPosition Feptide Score Cutoff Cluster

Enter sequence(s) in FASTA format

=splQOST22|C0D47_HUMAMN Leukocyte surface antigen CD47 OS=Homo sapiens OX=9606 GN=CD47 PE=1 SV="1
MWEPLVAALLL GSACCGESAQLLFNKTKSVEFTFCHNDTWWIP CRVTNMEACNTTEWYWKWHKF
KGRDIYTFOGALNKSTWPTOFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDKSDAVSHTGMNYTCEVWTELT
REGETIELKYRWVSWFSPMNEMNILIVIFPIFAILLFWGQFGIKTLEKYRSGGMDEKTIALL
[WMAGLVITVIVIVCAILFYVPGEYSLKMNATGLGLIVTSTGILILLHYYWFSTAIGLTSFWIA

|V IAY LAV GLSLCIAACIPMHGPLLISGLSILALAQLL GLVYMKFVASMNQKTIQ

PPREKAVEEPLMAFKESKGMMMNDE

Threshold Conscle

< High & Medium O Low Al [ Example I Clear I Submit -

Figure 2. 11.Prédiction des sites S-nitrosylation par GPS-SNP 1.0
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2.4. Modélisation moléculaire

v" Modélisation par Phyre2

Nous avons utiliseé Phyre2, un outil en ligne congu pour prédire et analyser la structure, la

fonction et les mutations des protéines. 1l vise a offrir aux biologistes une interface simple et

conviviale intégrant des outils bioinformatiques avancés. En s’appuyant sur des méthodes
sophistiquées de détection d'homologie a distance, Phyre2 permet de générer des modéles 3D

de protéines, de prédire les sites de liaison des ligands et d’évaluer I’impact des variantes

d'acides aminés, telles que les SNP, sur la séquence protéique fournie par I’utilisateur (Kelley

et al., 2015).

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

%,'\l., s One to One threading Results

Email rahmaninourelhouda092@gmail.com

structure

Predicted Secondary structure

Job id fe66a5d9acc00478 Description Q07822___
Thu Jun 12
Confidence 100.00% Date 20:04:05
[F@ BST 2025
a Aligned
Rank 1 nec a7
Residues
0 - 0 AF-
% Identity 100% Template QU8722-F1
[ Show / Hide Conservation and Alignment quality I
R R s X S R R L s o B0 o M
Predicted Secondary structure eSS SEEp —— —— SN ———— M-y ————————— N — — Iy — — —
Query Sequence SAQLLFNKTKSVEFTFECNDTVVIPCEVTNMEAQNTTEVYVKWKFEKGRDI YTEDGAL
Template Sequence VA QLLFENKTKSVEFTFCNDTVVIPCFEVTINMEAQNTTEVYVKWKFEKGRDIYTFEDGAL
Template Known Secondary structure ————— B———— MMMy —TT—S MMM ——BBTT———SSGOGCEMMMMMPpT T MmmwmmyTTT
Template Predicted Secondary —— ) ———— ) —— — — ey —— ——————— o — — I — — —

Figure 2. 12.Modélisation des structures tridimensionnelles des protéines par Phyre2

v' Modélisation par SWISS-MODEL

Nous avons utilise SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org ), un serveur en ligne

entierement automatisé congu pour genérer des modeles tridimensionnels de protéines via la

modélisation par homologie. Grace a une base de données de structures protéiques

experimentales, et utilise un alignement de type séquence-structure réalisé a 1’aide des
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algorithmes Clustal Omega ou HHblits. les fonctionnalités de SWISS-MODEL ont récemment
été étendues afin de permettre la modélisation de complexes homomeériques et hétéromériques,

en utilisant les séquences d'acides aminés des partenaires protéiques en interaction

(Waterhouse et al., 2018).

Modelling Repository Tools Documentation Login Create Accoul

83 swiss-MoDEL®

= All Projects

CD47 Q08722 Created today at 19:23

Summary Templates € Models 1 Project Data

Model Results e Orderby:| GMQE - {

1 323

Model 01

Structure Assessment

Compare (J

‘ Download files & | Display files i

Oligo-State GMQE
Monomer 0.86
We predict the structure to have a transmembrane segment.

Show / Hide

Template v

Q08722.1.A Leukocyte surface antigen CDA7 Seq Identity
AlphaFold DB model of CD47_HUMAN (gene: CD47, 100.00%

P . Coverage
«organism: Homo sapiens (Human))

Model.Template Alignment v < | /| & catoona |B. | » | &l

Figure 2. 13.Modélisation des structurés tridimensionnelles des protéines par SWISS-MODEL

2.5.  Evaluation de la qualité des structures des protéines modélisées

v ERRAT

Nous avons utilise ERRAT, un algorithme concu pour évaluer la qualité des structures
protéiques, en  particulier lors des étapes de construction et d'affinement des modéles
cristallographiques. 1l repose sur I’analyse statistique des interactions atomiques non liées.
Cette méthode permet d’identifier les régions incorrectes d’'un modeéle en détectant les
anomalies dans les distributions d'atomes. Les erreurs structurales se manifestent par des
répartitions atomiques aléatoires, facilement différenciables des distributions attendues des

structures protéiques (Colovos and Yeates, 1993). Site web : https://saves.mbi.ucla.edu/

48


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

Chapitre 11 : Matériels et méthodes
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i

Figure 2. 14.Evaluation de la qualité des structures des protéines par ERRAT

v"  PROCHEK

Le programme PROCHECK a été utilisé pour évaluer la qualité stéréochimique d’un modeéle
protéique. 1l repose sur une série d’algorithmes géométriques permettant de calculer différents
parametres structuraux, qu’il compare a des valeurs « ideéales » dérivées des structures
protéiques de haute résolution issues de la Protein Data Bank. Il vérifie également les longueurs

et les angles de liaison de la chaine principale, en les confrontant aux standards établis a partir

de structures bien affinées (Laskowski, 2006). Site : https://saves.mbi.ucla.edu/

+ Errors: 1
+ Warning: 5
+ Pass: 2

ERRAT ' PROCHECK

Out of 8 evaluations

lhg

PROCHECK

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

Summary

Ramachandran plot

All Ramachandrans

Chi1-chi2 plots

Main-chain params

Side-chain params

Residue properties

Bond lenfangle

Warning
#mmmmmmooes << P R O CHE CK S UMM AR Y >rroocco--e- +
Warning fvar fonwe/ SAVES/ Jobs/ 258133/ saves. pdb 1.5 323 residues
N *| Ramachandran plot: 90.9% core  8.4% allow  ©.3% gener  ©.3% disall
Pass)
+| All Ramachandrans: & labelled residues (out of 321)
+| Chil-chi2 plots: 4 labelled residues (out of 186)
Side-chain params: s better @ inside @ worse
i +| Residue properties: Max.deviation: 7.9 Bad contacts: ]
WATRInG + Bond len/angle: 4.9 Morris et al class: 1 1 2
Warning G-factors Dihedrals: -8.85 Covalent: .11  Overall: ©.82
+| Planar groups: 94.6% within limits 6.0% highlighted 1 off graph
Warning

Figure 2. 15.Evaluation de la qualité des structures des protéines par PROCHEK
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2.6. Alignement des structures tridimensionnelles des protéines

v TMe-align
L’algorithme d'alignement structurel TM-align a été utilisé pour comparer les conformations
entre les structures sauvages et mutantes, il repose sur une approche simplifiée combinant le
threading continu et la similarité des structures secondaires. Cette méthode permet de générer
un ensemble initial de résidus équivalents servant de base a 1’alignement structural entre deux
protéines. Cet ensemble est ensuite affiné a l'aide de la programmation dynamique afin de
maximiser le score TM. L’algorithme améliore cet alignement initial en adoptant une stratégie
d'assemblage des fragments, qui permet de générer des équivalences plus pertinentes. Ce
processus est ensuite optimisé par des itérations heuristiques, intégrant une matrice de rotation
fondée sur les scores TM, couplées a une programmation dynamique, afin d’obtenir

I'alignement structurel présentant le score TM le plus élevé (Pandit and Skolnick, 2008).

Site web : http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/

TM-align Results

Superposition of two proteins with ligands and solvents (svhen available)

& TM-align (Version 20190822)

* An algorithm for protein structure alignment and comparison

* Based on statistics:

~ 2.8 < TM-score < 8.38, random structural similarity

& @.5 < TM-score < 1.88, in about the same fold

* Reference: ¥ Zhang and 1 Skolnick, Nucl Acids Res 33, 2362-9 (2@@5)

Name of Chain_1: A30277@
Name of Chain_2: B382770
Length of Chain 1: 323 residues
Length of Chain 2: 323 residues

Aligned length= 323, RMSD=  8.82, Seq_ID=n_identical/n_aligned= @.997
TH-score= @.99999 (if normalized by length of Chain_1)
TH-score= @.93999 (if normalized by length of Chain 2)
(You should use TM-score normalized by length of the reference protein)

(":" denotes aligned residue pairs of d < 5.8 A, "." denotes other aligned res: AlSthab
MHPLVAAL LLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVTNMEAQNTTEVY VKWK FKGRDIYTFDGALNKSTVPT DESSAK LEVSQL LKGUASLEMDKSUAVSH L GNY ILEV I EL TREGE I LLELKYRVVSWESPNENLILIVIFPLEALLLE

MAPLVAALLLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCHDTVWIPCFVTNMEAQNTT EVYVKWK FKGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQL LKGDASLKMDKS DAVSHTGNY TCEVTELTREGETITELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLF

Figure 2. 16.Alignement des structures des protéines par TM-align
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v" Chimera

Nous avons utilisé UCSF Chimera, un systeme interactif et hautement extensible dedié a la
visualisation et a I’analyse moléculaire. Il prend en charge de nombreux formats de fichiers
moléculaires et permet d’afficher les structures selon diverses représentations. Chimera capable
de produire des images et des animations de haute qualité, idéales pour la publication
scientifique et les présentations. De plus, Chimera propose des outils avancés permettant
notamment I’affichage et I’analyse de cartes de densité issues de la microscopie, 1’exploitation
d’informations de symétrie pour visualiser des structures d’ordre supérieur, la visualisation de
multiples alignements de séquences avec une interconnexion entre les séquences et les
structures, ainsi que 1’analyse des trajectoires de dynamique moléculaire et des résultats de
docking (“EADock,” 2007).

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

UCSF Chimera

Figure 2. 17.Visualisation et superposition des structures 3D par Chimera
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La protéine CD47, également connue sous le nom d’intégrine-Associated protein (IAP) est une
glycoprotéine transmembranaire appartenant a la superfamille des immunoglobulines. Elle est
exprimée de maniére ubiquitaire a la surface de nombreuses cellules, notamment les cellules
sanguines, les cellules endothéliales et les cellules tumorales (Liu et al., 2024). CD47 agit
principalement comme un signal du soi « don‘t eat me » en interagissant avec le récepteur
SIRPa exprimé par les macrophages. Cette interaction inhibe la phagocytose, permettant aux

cellules de se protéger contre une élimination immunitaire inappropriée (Eladl et al., 2020).

Lazar Maroua et Mahieddine Souheyla ont identifié les nsSSNP a conséquences fonctionnelles
potentiellement déléteres dans la protéine CD47. Elles ont déterminé 4 nsSNP dans le gene
CDA47 (G274S, G255E, V214G, G209V).

Dans cette étude nous avons réalisé une analyse in silico des modifications post-traductionnelles
qui peuvent étre engendrées ou supprimées par ces variations ainsi qu’une modélisation

moléculaire de la protéine CDA47.

Les analyses de prédiction des modifications post-traductionnelles dans la protéine CD47, en
utilisant 11 outils bio-informatiques, ont révéle la disparition des sites de phosphorylation aux
positions (G257, T208) causee par les variations suivantes (G255E, G209V), nous avons
¢galement détecté I’apparition des sites de phosphorylation aux positions (G274S, T215) apres
les mutations (G274S, G209V). Concernant la méthylation, un site potentiel a été prédit au
niveau du résidu R303 dans la forme sauvage de CDA47, ce site a été perdu suite a la mutation
G274S. En paralléle les SNP V214G et G209V ont conduit a ’apparition de deux nouveaux
sites de méthylation. Par ailleurs 1’analyse de I’ubiquitination révélé 1’ajoute d’un site potentiel

au niveau de la lysine K205, induit par la mutation V214G.

Cependant, aucun carbonylation, nitration de la tyrosine ou S-nitrosylation significative n’a été
observés. Ces MPTs peuvent influencer considérablement la fonction et la structure de la

protéine étudiée.

Nos résultats en accord avec ceux rapportés par Zhang, montrant que les SNP peuvent modifier
les sites de PTM de CDA47, influencant sa stabilités et ses interactions fonctionnelles (Zhang et
al., 2024).
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Pour la modélisation moléculaire, nous avons utilisé deux serveurs bio-informatique, SWISS-
MODEL et Phyre2, afin d’obtenir les structures tridimensionnelles de la protéine CD47, dans
ses formes sauvage et mutée. Les modeles structurelles (Template) ont été selectionnés sur la
base de leur score de similarité afin d’assurer une modélisation de haut qualité. Pour la
modélisation de CD47, nous avons choisis le modéle (Q08722.A.1), en fonction de sa
compatibilité structurale et de ses performances d’alignement. Ce choix est renforcé par le fail
que cette sequence correspond a la forme canonique de CD47, référence dans UniProt, et qu’elle
a ¢té utilisé dans 1’étude cristallographique de Hatherley et al pour décrire la structure du
domaine IgV de CDA47 en interaction avec SIRPa (Hatherley et al., 2008). Par ailleurs
I’utilisation du modéle Alphaphold améliore la fiabilité de notre modélisation. Sa précision est
souvent équivalent, voire supérieurs a celle des approches traductionnelles par I’homologie, ce

qui justifier pleinement son intégration dans notre analyse comparative.

La qualité des structures modélisées a été évaluée a I’aide des outils ERRAT et PROCHECK,
permettent valider la fiabilité des mod¢les générés. Ensuite 1’outil TM-align a été utilisé pour

aligner les conformations tridimensionnelles des formes sauvages et mutées de CD47.

Enfin, le logiciel Chimera, grace a ses fonctionnalités interactives et extensibles, a été utilisé
pour visualiser et analyser les structures tridimensionnelles modélisées de la protéine CD47. La
superposition des structures mutées sur la forme sauvage a révélé des variations structurales

notables, notamment au niveau des sites fonctionnels.

Ces altérations confirment que les SNP non synonymes identifiées dans la séquence de CD47
telle que (G274S, G255E, V214G, G209V), pourraient avoir un impact significatif sur la
conformation tridimensionnelle de la protéine CD47. Par conséquent ces mutations sont
susceptibles de perturber les fonctions biologiques et la structure de CD47, notamment ses

interactions avec d’autres protéines et son role dans les voies de signalisation cellulaires.

Il est donc nécessaire de mener des études expérimentales complémentaires afin de valider ces
prédictions in silico, de confirmer leurs effets potentiel, et de mieux comprendre les
conséquences fonctionnelles et structurelles de ces variations au niveau cellulaire et

physiologiques.
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Notre étude a permis d’analyser les conséquences structurelles et fonctionnelles des single
nucléotides polymorphisms (SNP) sur la protéine CD47, dans le contexte du cancer. Pour cela,
nous avons utilisé divers outils bioinformatiques afin de prédire les modifications post-
traductionnelles potentiellement altérées par les SNP identifiées comme déléteres. La
modélisation moléculaire a ensuite été utilisée pour visualiser les altérations structurelles

associées a ces mutations.

Nos résultats ont montré que certaines variantes de la protéine CD47 (G274S, G255E, V214G,
G209V) pourraient induire des modifications post-traductionnelles notamment la
phosphorylation et la méthylation, altérant préférentiellement ses fonctions biologiques,
notamment dans la signalisation cellulaire et la régulation immunitaire. Ainsi cette étude fournit
des données préliminaires sur 1’impact de mutations génétiques spécifiques de CD47, ces
résultats pourront servir comme point de départ pour des études expérimentales visant a valider

les effets de ces SNP sur les protéines et leur role dans le développement du cancer.
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Séquence sauvage

>sp|Q08722|CD47 HUMAN Leukocyte surface antigen CD47 OS=Homo sapiens
0X=9606 GN=CD47 PE=1 SV=1
MWPLVAALLLGSACCGSAQLLENKTKSVEFTFCNDTVVIPCEVTNMEAQNTTEVYVKWKE
KGRDIYTFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELT
REGETIIELKYRVVSWESPNENILIVIFPIFAILLFWGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALL
VAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNATGLGLIVTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSFEFVIA
ILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLISGLSILALAQLLGLVYMKEFVASNQKTIQ
PPRKAVEEPLNAFKESKGMMNDE

G274S

>MERG6
MWPLVAALLLGSACCGSAQLLEFNKTKSVEFTEFCNDTVVIPCEVINMEAQNTTEVYVKWKE
KGRDIYTFDGALNKSTVPTDEFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELT
REGETIIELKYRVVSWESPNENILIVIFPIFAILLEFWGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALL
VAGLVITVIVIVGAILEFVPGEYSLKNATGLGLIVTSTGILILLHYYVEFSTAIGLTSEVIA
ILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLISSLSILALAQLLGLVYMKEVASNQKTIQ
PPRKAVEEPLNAFKESKGMMNDE

G255E

>MER6
MWPLVAALLLGSACCGSAQLLENKTKSVEFTEFCNDTVVIPCEVTINMEAQNTTEVYVKWKE
KGRDIYTFDGALNKSTVPTDEFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELT
REGETIIELKYRVVSWESPNENILIVIFPIFAILLEFWGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALL
VAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNATGLGLIVTSTGILILLHYYVFSTAIGLTSEVIA
ILVIQVIAYILAVVELSLCIAACIPMHGPLLISGLSILALAQLLGLVYMKFEFVASNQKTIQ
PPRKAVEEPLNAFKESKGMMNDE

V214G

>MERG6
MWPLVAALLLGSACCGSAQLLENKTKSVEFTEFCNDTVVIPCEVTINMEAQNTTEVYVKWKE
KGRDIYTFDGALNKSTVPTDEFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELT
REGETIIELKYRVVSWESPNENILIVIFPIFAILLEFWGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALL
VAGLVITVIVIVGAILEFVPGEYSLKNATGLGLIGTSTGILILLHYYVEFSTAIGLTSEVIA
ILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLISGLSILALAQLLGLVYMKEVASNQKTIQ
PPRKAVEEPLNAFKESKGMMNDE

G209v

>MERG
MWPLVAALLLGSACCGSAQLLEFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCEFVTNMEAQNTTEVYVKWKE
KGRDIYTEFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDKSDAVSHTGNYTCEVTELT
REGETIIELKYRVVSWESPNENILIVIFPIFAILLFWGQFGIKTLKYRSGGMDEKTIALL
VAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNATVLGLIVTSTGILILLHYYVEFSTAIGLTSFVIA
ILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLISGLSILALAQLLGLVYMKEFVASNQKTIQ
PPRKAVEEPLNAFKESKGMMNDE
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