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Résumé

Résumé

Introduction

Dans le cadre de ce travail, nous avons mené une analyse in silico des Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs) susceptibles d’avoir des conséquences structurelles et/ou fonctionnelles sur la protéin SIRPy.
L’étude consiste a prédire les altérations des modifications post-traductionnelles (PTMs) induites par
des SNPs préalablement identifiés comme potentiellement délétéres. En complément, une modélisation
moléculaire tridimensionnelle des formes sauvage et mutées de SIRPy a été réalisée, permettant une
évaluation approfondie des impacts structuraux pouvant compromettre la stabilité ou la fonction de la

protéine.

Matériels et méthodes

Les prédictions des PTMs ont été réalisées a I’aide d’outils bio-informatiques spécialisés : GPS6.0,
MusiteDeep, NetPhos 3.1, GPS-MSP, GPS-UBER, PRmePRed, GPS-PBS, CarSite-II, GPS-YNO?2 et
GPS-SNO 1.0, permettant d’évaluer I’impact potentiel des SNPs sur divers sites de modification,

notamment la phosphorylation, [’ubiquitination, la méthylation.

La modélisation moléculaire tridimensionnelle des formes sauvage et mutées de CD172g (SIRPy) a été
effectuée a I’aide de Phyre2 et SWISS-MODEL. La qualité des structures générées a été validée par les
outils ERRAT et PROCHECK. Un alignement des structures 3D a ensuite été réalisé a I’aide de TM-
align, tandis que leur superposition visuelle a été effectuée avec UCSF Chimera, afin d’identifier les

éventuelles altérations conformationnelles induites par les SNPs selectionnés.

Résultats

Les analyses in silico ont révélé que les mutations en position W182C, W182S et P175L de la protéine
SIRPy pourraient induire des perturbations modérées sur des sites de phosphorylation, méthylation,
ubiquitination et S-nitrosylation. Les altérations structurelles observées sont restées 1égéres, mais leur
impact potentiel sur la structure ou la fonction de la protéine n’est pas négligeable. Ces résultats offrent
une base pertinente pour des investigations expérimentales ultérieures, en vue de mieux comprendre les

conséquences biologiques de ces SNPs.

Mots-clés : analyse in silico, modélisation moléculaire, modifications post-traductionnelles, SIRPy,

nsSNPs,
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Abstract

Abstract

Introduction

As part of this work, we conducted an in silico analysis of Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs) potentially associated with structural and/or functional consequences on the SIRPy
protein. The study aimed to predict alterations in post-translational modifications (PTMs)
induced by SNPs previously identified as potentially deleterious. In addition, a three-
dimensional molecular modeling of both wild-type and mutated forms of SIRPy was performed,
providing an in-depth assessment of structural impacts that may compromise the stability or

function of the protein.

Materials and Methods

PTMs were predicted using tools such as GPS6.0, MusiteDeep, NetPhos 3.1, GPS-MSP, GPS-
UBER, PRmePRed, GPS-PBS, CarSite-1I, GPS-YNO2, and GPS-SNO 1.0. These tools helped
identify possible changes in phosphorylation, methylation, ubiquitination, and other important

PTM sites.

We created the 3D structures using Phyre2 and SWISS-MODEL. Their quality was checked
with ERRAT and PROCHECK. We then used TM-align to compare the normal and mutant

structures, and UCSF Chimera to visualize the differences.

Results

The analysis showed that the mutations at positions W182C, W182S et P175L may cause small
changes in PTM sites, especially in phosphorylation, methylation, ubiquitination, and S-
nitrosylation. The changes in protein structure were minor, but their possible effect on protein

function or stability is not negligible. These results may help guide future experimental studies.

Keywords: in silico analysis, molecular modeling, post-translational modifications, SIRPy,

SNPs,
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Liste des abréviations

APCs: Antigen-Presenting Cells, cellules présentatrices d’antigenes.
CD47: Cluster of Differentiation 47, cluster de differentiation.
CD56""8 ; Sous-population de cellules NK fortement exprimant CD56
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CPNPC : Cancer du Poumon Non a Petites Cellules

CSC : Cellules Souches Cancéreuses

CTLAA4 : Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4, protéine 4 associée aux lymphocytes T

cytotoxiques

DAP12 : DNAX-Activating Protein of 12 kDa, protéine activatrice DNAX de 12 KDa
DT1 : Diabete de Type 1

ERK : Extracellular signal-regulated kinase, kinase régulée par les signaux extracellulaires

GM-CSF : Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor, Facteur de stimulation des colonies

de granulocytes et de macrophages

GWAS: Genome-Wide Association Study

IFN-y : Interferon gamma

Ig : Immunoglobuline

IL-12 : Interleukine 12

IL-1p : Interleukine 1 beta

In silico : Analyse bio-informatique effectuée par modélisation informatique
ITIM: Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motif

LATS1: Large Tumor Suppressor Kinase 1

LED : Lupus Erythémateux Disséminé

LUAD : Lung Adenocarcinoma, 1’adénocarcinome pulmonaire

LUSC: Lung Squamous Cell Carcinoma, le carcinome épidermoide pulmonaire

MEK : Mitogen-Activated protein kinase, Protéine kinase activée par les mitogénes
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Liste des abréviations

MST1: Mammalian Sterile 20-like kinase 1

NK : Natural Killer, cellules tueuses naturelles

PP2A : Protéine Phosphatase 2A

PTM : Post-transnational modification, Modification post-traductionnelle

RT-PCR : Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, Réaction de Polymérisation en Chaine

par Transcription Inverse

SEP : Sclérose en Plaques

SIRP: Signal Regulatory Protein

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

SOX2 : SRY-Box Transcription Factor

THP-1 : Ligne cellulaire de monocytes humains

TNF-a: Tumor Necrosis Factor alpha

YAP : Yes-Associated Protein (composant de la voie Hippo/YAP)

ZAP70 : Zeta-Chain-Associated Protein kinase 70
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CD172g également appelé SIRPy ou SIRPB2, est une protéine transmembranaire appartenant a
la famille des protéines régulatrices de signal (SIRP) (van Beek et al., 2005). Cette famille
comprend plusieurs membres dont SIRPa, SIRPB et SIRPy, qui partagent des domaines
extracellulaires homologues de type immunoglobuline, mais se distinguent par leurs domaines
transmembranaires et cytoplasmiques uniques(Barclay and Brown, 2006). Ces protéines sont
essentielles pour réguler les réponses immunitaires, en influengant les interactions entre les
cellules immunitaires et leur microenvironnement. Parmi ces membres, SIRPy est
principalement exprimée sur les lymphocytes T, les cellules tueuses naturelles (NK) CD56riht

et toutes les cellules NK activées (Luo et al., 2024).

CD47 est une molécule ubiquitaire, exprimée par la majorité des cellules de I'organisme, y
compris les thymocytes, les lymphocytes T et B, les monocytes, les érythrocytes et les cellules
nerveuses (Liao and Niu, 2022; Su et al., 2023). Elle interagit avec les membres de la famille
SIRP, en particulier SIRPy, pour réguler les réponses immunitaires (Joanne E. Nettleship et
al., 2013). L'interaction entre SIRPy et CD47 joue un réle important dans la régulation de la
migration des lymphocytes T a travers l'endothélium, contribuant ainsi aux réponses

immunitaires et inflammatoires (Stefanidakis et al., 2008).

Une étude récente a montré que l'interaction SIRPy-CD47 régule 'adhésion cellulaire et module
l'activation des lymphocytes T, jouant ainsi un role clé dans la réponse immunitaire (Dehmani
et al., 2021a; Sharp et al., 2021a; van Helden et al., 2023). De plus, SIRPy intervient dans la
migration trans-endothéliale des lymphocytes T, favorisant leur circulation vers les tissus
inflammatoires et intervient également dans la migration trans-endothéliale des lymphocytes
T, favorisant leur circulation vers les tissus inflammatoires (Stefanidakis et al., 2008), ct
participe a I'adhésion des macrophages ainsi qu'a la phagocytose des cellules cancéreuses (van

Beek et al., 2005).

SIRPy joue un role clé dans la modulation des réponses immunitaires (Sinha et al., 2020a) et
'échappement immunitaire des cellules tumorales. Il participe a la régulation de voies de
signalisation critiques, comme la cascade Hippo/YAP, qui influence la survie et la prolifération

des cellules cancéreuses (C. Xu et al., 2022a).
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Ces mécanismes font de SIRPy une cible potentielle pour le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques visant a restaurer la réponse immunitaire antitumorale (Joanne E.

Nettleship et al., 2013).

les polymorphismes mononucléotidiques (SNPs), définis par la substitution d’un seul nucléotide dans la
séquence génomique, représentent la forme la plus courante de variation dans le génome humain
(Azizzadeh-Roodpish et al., 2021). Bien que la plupart des SNP soient sans conséquence
fonctionnelle, certains peuvent altérer l'expression des geénes, la structure des protéines ou la
stabilit¢ de I'ARN messager, contribuant ainsi a des pathologies (Azizzadeh-Roodpish et al.,

2021; Edwards et al., 2007; Xiong et al., 2019).

Ces variations influencent des traits physiques, la réponse aux médicaments et la susceptibilité a
des maladies complexes comme le cancer, le diabéte et les troubles psychiatriques (Choura and

Rebai, 2009 ; Shastry, 2009).

Plusieurs SNPs dans le gene SIRPG, tels que rs2281808 et rs6043409, ont été associés a une
susceptibilité¢ accrue au diabete de type 1 et a d’autres maladies auto-immunes (Sharp et al.,
2021a). Ces variants pourraient influencer l'expression de SIRPy en favorisant des isoformes
alternatives, altérant ainsi sa fonction immunorégulatrice, notamment dans la modulation de

l'activation des lymphocytes T et NK (Smith et al., 2022).

Les analyses in silico représentent une approche puissante pour évaluer I’impact potentiel de ces
variations., notamment ceux qui affectent les protéines. Elle offre une prédiction précise des SNP
déléteres en examinant leurs effets sur la structure, la stabilité et 1’activité biologique des

protéines (Dabhi and Mistry, 2014b).

Le présent travail s’inscrit dans cette perspective, en analysant les conséquences structurelles et
fonctionnelles de SNPs déléteres dans SIRPy, a I’aide des outils bio-informatiques intégrant les

modifications post-traductionnelles et la modélisation moléculaire.
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1.1. SIRPy
1.1.1 Généralités

La famille des Signal Regulatory Proteins (SIRP) regroupe des glycoprotéines transmembranaires de
type I impliquées dans la régulation des réponses immunitaires innées et adaptatives (Piccio et al.,
2005a). Elle comprend trois membres principaux SIRPa, SIRPf et SIRPy (van Beek et al., 2005) qui
partagent une structure commune composée d’ un domaine extracellulaire a motifs immunoglobulines
(Ig), d’une région transmembranaire et d’'un domaine cytoplasmique de longueur variable (Joanne E.

Nettleship et al., 2013; Visser et al., 2023).

Les SIRP sont exprimées principalement par les cellules immunitaires (macrophages, cellules
dendritiques, neutrophiles) ainsi que dans le systéme nerveux central (Barclay and Brown, 2006).
Elles jouent un réle clé¢ dans l'immunité anticancéreuse en modulant la phagocytose des cellules
tumorales et la présentation des antigénes au systéme immunitaire adaptatif. Par exemple, SIRPa
interagit fortement avec CD47, agissant comme un « signal de protection contre la phagocytose »
(Eladl et al., 2020; Koga et al., 2021), tandis que SIRP-B2 favorise 1'adhésion, la différenciation et la
phagocytose des cellules cancéreuses par les macrophages, tout en amplifiant I’activation des cellules

T via DAP12 (Lanier, 2009).

SIRPy, quant a elle, exprimée préférentiellement sur les lymphocytes T (Luo et al., 2024), ainsi que
sur les cellules NK CD56" et les cellules NK activées (van Helden et al., 2023). Elle interagit
faiblement avec CD47 et favorise ’adhésion cellulaire via des mécanismes indépendants des
intégrines . Bien qu'elle ne posseéde pas de fonction de signalisation intrinseque en raison de son
domaine cytoplasmique trés court, SIRPy joue un role essentiel dans la détermination du phénotype
des cellules souches cancéreuses (CSC) et contribue a leur capacité a échapper a la phagocytose (C.

Xu et al., 2022a).
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1.1.2 Géne de SIRPy

La protéine codée par le segment d'ADN SIRPG (Sharp et al., 2021a) est composée de 387 acides
aminés et est issue de 6 séquences codantes (exons), codant pour une protéine de la famille SIRP, et
situé sur le chromosome 20, plus précisément dans la région 20p13 (Visser et al., 2023a). Cette région
chromosomique abrite des génes impliqués dans des processus clés comme 1'adhésion cellulaire et la

régulation immunitaire (C. Xu et al., 2022a)(figure 1.1).

Chr 20
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Figure 1.1. Localisation chromosomique du géne SIRPy (selon Genecards)

1.1.3. Expression du gene SIRPG

Le géne SIRPG, codant pour la protéine SIRPy, présente une expression tissulaire principalement
localisée dans le foie, avec des niveaux plus faibles observés dans le cerveau, le cceur, les poumons, le
pancréas, les reins, le placenta et les muscles squelettiques (Ichigotani et al., 2000). Son expression
est spécifique aux primates, notamment chez I’humain, et absente chez les rongeurs (Luo et al., 2024;

Stefanidakis et al., 2008).

Au niveau cellulaire, SIRPy est détectée sur plusieurs sous-populations de cellules immunitaires,
notamment les lymphocytes T CD4+ et CD8+, les cellules NK CD56™&" les cellules CD20+
(principalement des lymphocytes B), ainsi que sur toutes les cellules NK activées (Dehmani et al.,
2021). L'expression varie selon les sous-types de lymphocytes T, ce qui pourrait refléter des différences

dans la régulation transcriptionnelle du géne S/IRPG (Sinha et al., 2018a).

L’¢tude de I’expression de SIRPG a été réalisée a la fois au niveau transcriptionnel et protéique.
L’ARNm de SIRPy a été détecté par RT-PCR cyclique et limitée, confirmant sa présence dans les tissus

mentionnés précédemment (Ichigotani et al., 2000).

1.1.4 Structure de SIRPy

La structure des SIRP est marquée par une homologie élevée dans les domaines extracellulaires de
type Ig, qui permettent des interactions spécifiques avec des ligands tels que CD47 (Wallisch et al.,
2024). Cependant, les domaines transmembranaires et cytoplasmiques varient significativement entre

les membres, conférant a chaque sous-type des propriétés fonctionnelles distinctes. Par

5
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exemple, SIRPa posseéde des motifs ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs) dans
son domaine cytoplasmique (Seiffert et al.,, 2001), lui permettant de transmettre des signaux
inhibiteurs (Dehmani et al., 2021). En revanche, SIRPJ et SIRPy ont des domaines cytoplasmiques
courts, mais SIRPP interagit avec des protéines adaptatrices comme DAP12 pour induire une
signalisation activatrice (Lanier, 2009)(figure 1.2). Cette diversité structurale refléte la complexité
des roles fonctionnels des SIRP dans la régulation immunitaire, allant de I'inhibition de la phagocytose
a la modulation de l'adhésion cellulaire et de l'activation des lymphocytes T (Joanne E Nettleship et

al., 2013 ;Visser et al., 2023).

lDAPlZ

Negative signal Negative signal Positive signal .
through through through DAP12 ho Sigaal
phosphatases phosphatases

Figure 1.2. Interactions of members of the signal-regulatory protein family

(Barclay and Brown, 2006)

SIRPy, classée parmi les glycoprotéines transmembranaires de type I, présente un domaine
extracellulaire constitué de trois segments Ig-like (IgV suivi de deux IgC), caractéristiques de la
famille SIRP (Barclay and Brown, 2006), mais se différencie nettement au niveau de sa portion
intracellulaire. Bien que SIRPy interagisse avec CD47, cette liaison est caractérisée par une affinité
significativement plus faible (Kd = 23 uM) comparée a celle de SIRPa (Kd =2 uM), ce qui appuie
I’hypothése d’un réle modulatoire plutdt qu’inhibiteur (Dehmani et al., 2021).
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La spécificité majeure de SIRPy réside dans son domaine cytoplasmique extrémement court, composé
de seulement quatre acides aminés. Cette configuration exclut la présence de motifs ITIM (Sharp et
al., 2021a) ou de sites de liaison pour des adaptateurs de signalisation, la rendant incapable de
transduire un signal de maniére autonome (Smith et al., 2022). Contrairement a SIRPf, SIRPy ne
s’associe pas avec DAP12 et ne participe pas a I’initiation de signaux activateurs intracellulaires
(Barclay and Brown, 2006). Néanmoins, en interagissant avec CD47 via un mécanisme indépendant
des intégrines, elle contribue a I’adhésion intercellulaire, en particulier au niveau des lymphocytes T
et des cellules NK activées (Piccio et al., 2005a). Cette propriété pourrait jouer un rdle dans la
formation de synapses immunologiques et dans la modulation de I’activation lymphocytaire, bien que
les mécanismes sous-jacents restent a approfondir (van Helden et al., 2023; Visser et al., 2023a)

( figure 1.3).

Figure 1.3. Structure 3D de la protéine régulatrice du signal humain gamma

PDB DOI: https://doi.org/10.2210/pdb2JJW/pdb

1.1.5. L'interaction de CD47-CD172¢g

Le CD47, une protéine transmembranaire appartenant a la superfamille des immunoglobulines, est
exprimé de maniére ubiquitaire a la surface de divers types cellulaires (Kaur et al., 2021), notamment
les thymocytes, les cellules T et B, les monocytes, les érythrocytes et les cellules nerveuses (Su et al.,
2023). Cette protéine joue un role central dans la reconnaissance de soi en interagissant avec plusieurs
ligands, dont SIRPa, SIRPy, chacun ayant des affinités et des fonctions distinctes (Joanne E. Nettleship
et al., 2013).


https://doi.org/10.2210/pdb2JJW/pdb
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CD47 interagit principalement avec SIRPa, un récepteur exprimé a la surface des macrophages. Cette
interaction, caractérisée par une affinité ¢levée, inhibe la phagocytose, protégeant ainsi les cellules
saines de la destruction immunitaire (Fenalti et al., 2021; Li et al., 2021). En plus de son réle dans la
reconnaissance de soi, CD47 est impliqué dans des processus biologiques variés, tels que la prolifération
cellulaire, la migration (Stefanidakis et al., 2008), I'apoptose et la régulation de 1'homéostasie

immunitaire (Eladl et al., 2020; Hai et al., 2022).

les cellules tumorales détournent le mécanisme de CD47 en augmentant son expression, ce qui leur
permet de contourner la surveillance immunitaire et de favoriser leur survie ainsi que leur dissémination
métastatique Cette surexpression de CD47 constitue un mécanisme clé d'échappement immunitaire

dans de nombreux cancers (Su et al., 2023).

Des recherches récentes ont démontré que le blocage de l'interaction entre CD47 et SIRPa, via
l'utilisation d'anticorps ciblant CD47, rétablit la capacité des macrophages a phagocyter les cellules
tumorales et active une réponse immunitaire dirigée contre le cancer (J. Wang et al., 2025), ouvrant
ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques pour le traitement des cancers solides et hématologiques

(Fenalti et al., 2021; Hai et al., 2022).

En comparaison, SIRPy, un autre membre de la famille des protéines SIRP, se distingue par son affinité
plus faible pour CD47 par rapport a SIRPa. Contrairement a SIRPa, qui inhibe principalement la
phagocytose, SIRPy joue un réle plus subtil dans la régulation de l'activation des cellules T et dans la

signalisation intracellulaire (Sharp et al., 2021a).

Cette interaction médiatise l'adhésion cellulaire plutét que des signaux inhibiteurs. Par exemple,
I'adhésion entre SIRPy sur les cellules T et CD47 sur les cellules présentatrices d'antigénes (APCs)
favorise la prolifération des cellules T spécifiques de I'antigéne et stimule leur activation (Piccio et al.,

2005a).

SIRPy facilite aussi la déphosphorylation de MST1 par PP2A dans le cancer, activant ainsi la cascade
de signalisation Hippo/YAP. Cette voie régule a la hausse l'expression de CD47, conduisant a un

échappement immunitaire accru (Dehmani et al., 2021a; Luo et al., 2024) (figure 1.4).
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Figure 1.4. Role immunomodulateur de ’axe SIRPy—CD47 dans les cellules T et NK

Le schéma illustre le role inhibiteur de 1’axe SIRPy—CD47 dans 1’activation des cellules T et NK. Leur co-

expression bloque la signalisation via ZAP70, MEK et ERK, réduisant ainsi I’activation, la prolifération et la

production de cytokines pro-inflammatoires. De plus, 1’activation de BNIP3 favorise I’apoptose et la perte de

SIRPy et/ou CD47 restaure I’activation des voies de signalisation, stimule la réponse cytotoxique, diminue

I’apoptose et favorise la prolifération. Cela suggére que 1’inhibition de cet axe pourrait renforcer I’immunité

antitumorale (Sharp et al., 2021a).

1.1.6. Roéle de SIRPy dans la réponse immunitaire

1.1.6.1. Réle de SIRPy dans la réponse immunitaire innée

SIRPy participe a la réponse immunitaire innée en interagissant avec DAP12, une protéine adaptatrice
clé qui amplifie les signaux activateurs dans les cellules immunitaires. Cette interaction favorise le

recrutement de DAP12 par SIRPy, conduisant a une régulation positive de la phagocytose et de

l'adhésion cellulaire dans les macrophages et les granulocytes (Visser et al., 2023).

De plus, I'expression de SIRPy sur les cellules THP-1 (un modéle de monocytes / macrophages
humains) améliore leur capacité a présenter des antigénes via les molécules du CMH de classe 1,
renforgant ainsi 'activation des lymphocytes T auxiliaires (Dehmani et al., 2021b). SIRPy module aussi

la réponse inflammatoire en stimulant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme I'IFN-y, dont

la production dépend de I'engagement de DAP12 dans les cellules myéloides (Piccio et al., 2005).
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1.1.6.2. Effets de SIRPy sur la fonction des lymphocytes T

Dans les lymphocytes T, SIRPy potentialise 1'activation en synergie avec les molécules du CMH de
classe I présentées par les cellules dendritiques, améliorant ainsi la reconnaissance des antigénes
tumoraux ou viraux (Andrejeva et al., 2021). L'interaction SIRPy-CD47 sur les cellules THP-1 favorise
également la formation de synapses immunologiques stables, nécessaires a une activation prolongée des
lymphocytes T (Dehmani et al., 2021b). Par ailleurs, le recrutement de DAP12 par SIRPy dans les
lymphocytes T NK-like contribue a leur cytotoxicité contre les cellules cibles exprimant le CMH de
classe I altéré (Piccio et al., 2005b). Bien que SIRPy soit exprimé sur les lymphocytes T régulateurs,
son inhibition n'affecte pas leur fonction suppressive, suggérant un role spécifique dans les réponses

effectrices plutdt que régulatrices (Visser et al., 2023c).

1.1.7. Implications de SIRPy dans le cancer

1.1.7.1. L’immunité anticancéreuse

SIRPy s’impose récemment comme un régulateur majeur dans divers processus oncogéniques (Visser
et al., 2023), notamment par sa participation a la modulation de la réponse immunitaire antitumorale et
a la dynamique du microenvironnement tumoral (Luo et al., 2024). Sa surexpression dans certaines
tumeurs malignes suggere une contribution potentielle a la progression tumorale et aux mécanismes
d’échappement au systéme immunitaire (Xu et al., 2022). Dans le cancer du poumon non a petites
cellules, cette molécule suscite un intérét croissant, notamment en raison de son implication potentielle
dans les principaux sous-types histologiques : l’adénocarcinome pulmonaire et le carcinome

épidermoide pulmonaire (Mao et al., 2024; C. Xu et al., 2022a).
1.1.7.2. Réle de SIRPy dans I’adénocarcinome pulmonaire (LUAD)

L’adénocarcinome pulmonaire (LUAD) constitue le sous-type le plus fréquent du cancer du poumon
non a petites cellules (CPNPC), en particulier chez les non-fumeurs (Chang et al., 2025). Bien que les
thérapies ciblées et I’immunothérapie aient permis des avancées notables, la survie reste faible aux
stades avancés. Cette situation s’explique par la persistance de cellules tumorales résistantes, la

formation de métastases et I’échappement aux défenses immunitaires (Guo et al., 2025).

Les cellules souches cancéreuses (CSC) jouent un role central dans ces processus en orchestrant la
progression tumorale, la résistance thérapeutique et I’immunoévasion (Chen et al., 2014). Récemment,
SIRPy a été identifié comme un régulateur clé des CSC dans le LUAD. Un niveau élevé d’expression
de favorise a la fois le maintien des CSC et I’échappement immunitaire via 1’induction de CD47 (Mao
et al.,, 2024), une molécule de surface impliquée dans le signal "Don’t eat me" transmis aux

macrophages par interaction avec SIRPo, (Wang et al., 2025 ; Che et al., 2025).
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SIRPy recrute alors la phosphatase PP2A, entrainant la déphosphorylation de MST1 (Luo et al., 2024),
ce qui inhibe I’axe MST1/LATS]1 et active la voie Hippo/YAP (Brosseau, 2023). Cette activation
conduit a la translocation nucléaire de YAP, favorisant I’expression de geénes pro-tumoraux tels que
SOX2 (Basu-Roy et al., 2015) et CYR61, ainsi que de cytokines immunosuppressives IL-1p et GM-
CSF. Ces cytokines, sécrétées par les CSC, renforcent I’expression de CD47, établissant une boucle
autocrine/paracrine essentielle a I’inhibition de la phagocytose et a la tumorigénicité. L’ajout exogéne
d’IL-1PB et de GM-CSF a des cellules déficientes en SIRPy restaure complétement ces phénomenes,

démontrant leur réle clé (C. Xu et al., 2022a) (figure 1.5).
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Figure 1.5. Implication de SIRPy dans le maintien des cellules souches cancéreuses et
I’échappement immunitaire dans I’adénocarcinome pulmonaire (C. Xu et al., 2022a)

1.1.7.3. Role de SIRPy dans le carcinome épidermoide pulmonaire (LUSC)

Dans le carcinome épidermoide pulmonaire (LUSC), SIRPy régule de maniére déterminante la réponse
immunitaire antitumorale en modulant la polarisation des macrophages. L’interaction entre SIRPy et ses
ligands membranaires active des voies de signalisation favorisant la différenciation des macrophages
vers le phénotype M1 (Mao et al., 2024), caractérisé par une capacité accrue a ¢liminer les cellules
tumorales (Peranzoni and Donnadieu, 2019). Ces macrophages M1 sécrétent des médiateurs pro-
inflammatoires (IL-12, TNF-a) et des espéces réactives de 1'oxygene, induisant une réponse cytotoxique
directe contre les cellules cancéreuses tout en recrutant des lymphocytes T effecteurs (Cendrowicz et

al., 2021; Zheng et al., 2017) (figure 1.6). Des données précliniques récentes indiquent que I'expression
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de SIRPG est fréquemment altérée dans le microenvironnement tumoral du LUSC, entrainant un

déséquilibre en faveur des macrophages M2 immunosuppresseurs (Mao et al., 2024).
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Figure 1.6. Implication de SIRPy dans I'immunomodulation du microenvironnement
tumoral du carcinome épidermoide pulmonaire (Mao et al., 2024)

1.1.8 SIRPy dans les maladies auto-immunes

1.1.8.1 SIRPy et diabete de type 1

Le diabete de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune polygénique caractérisée par une attaque des
lymphocytes T contre les cellules B pancréatiques (Yazdanpanah et al., 2022). Des études d’association
pangénomique (GWAS) ont identifi¢ SIRPG, codant pour la protéine SIRPy, comme un locus de
susceptibilité au DT1, aux cotés de genes clés de co-signalisation T, tels que CD226 et CTLA4 (Sinha
et al., 2020a).

Parmi les variantes associées, le SNP rs6043409 (G>A) provoque une substitution d'une alanine par une
valine en position 263 dans I'exon 4, ce qui peut altérer la structure de la protéine, avec des effets
potenticllement fonctionnels sur l'activation des lymphocytes T (Sharp et al., 2021a). En paralléle, le
SNP intronique rs2281808 (C>T), situé entre les exons 5 et 6, est lié a une modulation de 1’épissage
alternatif, ce qui modifie la distribution des isoformes de SIRPy (Sinha et al., 2018a). Des analyses in
silico suggérent que cette variation pourrait favoriser 1’épissage d’isoformes tronquées, réduisant ainsi
I'expression de SIRPy a la surface cellulaire. Ces modifications pourraient perturber I'équilibre de la

régulation immunitaire, un mécanisme clé dans le développement du DT1 (Yazdanpanah et al., 2022).
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Les immunothérapies pourraient permettre d’augmenter 1’expression de SIRPy et/ou de CD47 sur les
lymphocytes T pour des thérapies cellulaires adoptives, ou de CD47 sur les cellules  dérivées de
cellules souches avant transplantation, dans le but de limiter la récurrence de I’auto-immunité (Sharp

et al., 2021a) (figure 1.7).
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Figure 1.7. Approches immunothérapeutiques ciblant SIRPs et CD47 pour la prévention ou le
controle du diabéte de type 1 (Sharp et al., 2021a)

1.1.8.2. SIRPy et la sclérose en plaques

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie inflammatoire auto-immune chronique et dégénérative
(Daneshvar et al., 2025), caractérisée par une démyé¢linisation et des 1ésions axonales au niveau du
cerveau et de la moelle épiniere (Hartung et al., 2015). Des études récentes ont mis en évidence une
implication de SIRPy dans la pathogen¢se de la SEP, notamment par l'association du polymorphisme
rs2281808 avec une hyperactivation des lymphocytes T et une expression réduite de SIRPy sur les sous-
populations T CD4" et CD8" (Sinha et al., 2018a). Cette altération du profil immunitaire suggére un
role potentiel de SIRPy dans la dérégulation de la réponse immunitaire, contribuant a la progression de

la maladie (Sinha et al., 2020a).

1.1.8.3. SIRPy et lupus érythémateux systémique

Le lupus érythémateux disséminé (LED) est une maladie auto-immune systémique caractérisée par
une activation aberrante des lymphocytes T et B (Zhidong Wang et al., 2025), associée a une perte
de tolérance immunitaire et a la production d'auto-anticorps dirigés contre des antigénes nucléaires,
entrainant des atteintes inflammatoires multi-organes (Quan et al., 2024). Cette pathologie serait liée

a des polymorphismes du géne SIRPG (rs2281808 et rs6043409), comme ['ont démontré des études
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génétiques établissant un lien avec diverses maladies auto-immunes (Sharp et al., 2021b), impliquant
particuliérement la protéine SIRPy dans la dysrégulation des réponses immunitaires (Sinha et al.,

2018b).

Un mécanisme clé suggéré implique 1’activation accrue des lymphocytes T via I’interaction CD47-
SIRPy, particulierement marquée durant les phases actives de la maladie (Kawasaki et al., 2009). Ces
observations sont corroborées par des données montrant une expression altérée de SIRPy chez les
patients, susceptible de modifier la signalisation cellulaire et d'induire une auto-réactivité anormale
(Sinha et al., 2020b). Bien que des incertitudes persistent quant aux mécanismes moléculaires précis,
I'ensemble de ces résultats souligne le role central de SIRPy dans I'auto-immunité, ouvrant la voie a
de nouvelles stratégies thérapeutiques ciblées pour le LED et d'autres pathologies similaires (Sharp

et al., 2021b).

1.1.9. Potentiel thérapeutique

Plusieurs stratégies émergentes cherchent a exploiter SIRPy comme levier thérapeutique, notamment
via son role dans I’activation lymphocytaire et son interaction avec CD47 (Choi et al., 2021). Bien
que I’axe CD47-SIRPy ait montré un fort potentiel en immunothérapie, son efficacité demeure limitée
dans certains cancers, notamment les tumeurs solides non hématopoiétiques, et son utilisation peut
induire des effets indésirables tels que I’anémie (Zhu et al., 2023). Dans ce contexte, SIRPy pourrait
représenter une alternative prometteuse pour contourner ces limitations, en contribuant a renforcer
I’immunité antitumorale sans provoquer les effets secondaires associés aux thérapies actuelle (Luo et

al., 2024).

1.1.9.1 Cible thérapeutique par un nanocage antagoniste Ferritine-SIRPy

Des travaux récents ont exploré I’utilisation thérapeutique de variants de SIRPy dans le cadre de
I’immunothérapie anticancéreuse (Visser et al., 2023a; C. Xu et al., 2022b). Des nanocages de
ferritine humaine (HFn) fonctionnalisées avec des variants de SIRPy (FSyV) ont été congues pour
bloquer I’interaction CD47-SIRPa (Choi et al., 2021b). Ce blocage neutralise le signal "Don’t eat
me" exprimé par les cellules tumorales (Khalaji et al., 2023), permettant ainsi la restauration de
I’activité phagocytaire des macrophages et des cellules dendritiques. Cette phagocytose induit une
activation secondaire des lymphocytes T CD8" via la présentation croisée d’antigénes tumoraux (Deng

et al., 2023).
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Afin de renforcer cette réponse immunitaire, un agoniste du récepteur TLR9 (CpG) a été associé a
cette stratégie. Ce dernier stimule les cellules myé¢loides vers un profil pro-inflammatoire, favorisant
la sécrétion de cytokines et I’activation des lymphocytes T cytotoxiques (Choi et al., 2021b; Nierkens
et al., 2009). Cette combinaison synergiques démontre une efficacité antitumorale notable, y compris
dans des modéles précliniques résistants aux anticorps anti-CD47 conventionnels (Liu et al., 2023;
Yang et al., 2023). Bien que ces approches utilisent des formes modifiées de SIRPy, elles illustrent
I’intérét d’explorer les impacts structurels et fonctionnels des mutations naturelles de SIRPy dans un

contexte thérapeutique (figure 1.8).
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Figure 1.8. Les FSYV et le CpG potentialisent I’immunité antitumorale via une phagocytose
efficace des cellules cancéreuses par les cellules présentatrices d’antigénes (APCs) (Choi et al.,
2021)

1.2. Polymorphisme nucléotidique simple
1.2.1. Généralités

Les polymorphismes nucléotidiques simples (SNPs) représentent la forme la plus fréquente de variation
génétique au sein de la population humaine (Abdelazim et al., 2025a). IIs résultent de la substitution
d’une seule base nucléotidique dans la séquence d’ADN et contribuent a la diversité phénotypique, a la
susceptibilité aux maladies, ainsi qu’a la variabilité¢ des réponses aux traitements (M. Xu et al., 2022).
Localisés aussi bien dans les régions codantes (exons) que non codantes (introns, régions régulatrices),
les SNPs peuvent altérer la structure d une protéine ou moduler I’expression génique (Cui et al., 2017).
Leur identification constitue aujourd’hui un enjeu majeur en médecine personnalisée, notamment grace
a des approches bio-informatiques capables de distinguer les variants fonctionnels impliqués dans
diverses pathologies de ceux considérés comme neutres sur le plan génétique (Ali et al., 2024; Majeed

et al., 2025).
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1.2.2. Classification des SNPs

Les SNPs sont classés selon leur localisation génomique en variants codants, non codants et
intergéniques. Les SNPs codants peuvent influencer directement la séquence ou la stabilité des protéines
(synonymes, faux-sens, non-sens), tandis que les SNPs non codants ou intergéniques modulent
I’expression génique via 1’épissage, la traduction ou la régulation transcriptionnelle (Al-Shuhaib, 2024;

Farajzadeh-Dehkordi et al., 2024).
1.2.2.1. Les SNPs dans les régions codantes
1.2.2.1.1. SNPs synonymes

Ces variations n’altérent pas la séquence en acides aminés en raison de la redondance du code génétique.
Un codon peut étre remplacé par un autre codon codant pour le méme acide aminé (Kimchi-Sarfaty et
al., 2007). Toutefois, plusieurs travaux ont mis en évidence que ces polymorphismes peuvent modifier
la structure secondaire de I’ARN messager, peuvent influencer son épissage ou encore altérer sa stabilité

et son efficacité de traduction (Sauna and Kimchi-Sarfaty, 2011).
1.2.2.1.2. SNPs non synonymes

e Les variants faux-sens entrainent la substitution d'un acide aminé par un autre dans la séquence
protéique. Leur impact varie selon la nature de I'acide aminé substitu¢ et sa localisation dans la
protéine. Certains variants n’ont aucun effet notable sur la structure ou la fonction de la protéine
(mutations neutres), d’autres altérent modérément sa fonction, tandis que certains peuvent
gravement perturber sa structure ou son activité enzymatique, contribuant ainsi au développement

de maladies génétiques (Thusberg et al., 2011).

e Les variations non-sens, a ’origine d’un codon stop prématuré, interrompant la traduction du

polypeptide et générant souvent une protéine incompléte et non fonctionnelle.
1.2.2.2. Les SNPs dans les régions non codantes

Les SNPs situés dans les régions non codantes n'affectent pas directement la séquence des protéines,
mais peuvent perturber la régulation de I’expression génique. Ils influencent des mécanismes tels que
la transcription, la stabilité de I’ARNm ou sa traduction. Ces altérations peuvent aussi étre impliquées

dans le développement de diverses pathologies (Giral et al., 2018; Sarkar et al., 2024).

1.2.3. Analyse in silico des SNP

L'analyse in silico des polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) est une approche bio-

informatique permettant d'évaluer l'impact potentiel de ces variations génétiques sur la structure et la
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fonction des protéines (Abdelazim et al., 2025a). Contrairement aux méthodes traditionnelles in vivo
et in vitro, souvent longues et coliteuses, cette technique utilise des algorithmes avancés pour évaluer
rapidement les effets structuraux et fonctionnels des SNPs (Dabhi and Mistry, 2014a). Elle permet
notamment d'identifier les variants potentiellement pathogenes associés a des maladies (Kamal et al.,
2024; Pavithran and Kumavath, 2021), en analysant systématiquement des données génomiques a
grande échelle. Bien que ne remplagant pas totalement les validations expérimentales, I'analyse in silico
constitue une étape cruciale pour prioriser les variants a étudier, optimisant ainsi la recherche en
génétique médicale et en pharmacogénomique et trouve également des applications prometteuses en
immunopharmacologie, notamment dans 1’identification de cibles immunitaires et la conception de

thérapies personnalisées (Ali et al., 2022).

1.3. Modification post traductionnelle
1.3.1. Généralités

Les modifications post-traductionnelles (MPT) jouent un réle clé dans la régulation de la biologie des
protéines, influengant leur stabilité, leur activité enzymatique et leur pathogénicité (Abdelazim et al.,
2025a), Plus de 200 types de MPT ont été identifiés, incluant la phosphorylation, la méthylation, la
carbonylation et l'ubiquitination (Audagnotto and Dal Peraro, 2017; Zeyu Wang et al., 2025).

Pour prédire les sites de MPT, plusieurs outils bio-informatiques ont été utilisés, permettant d'interpréter
les effets biologiques de ces modifications (Pavithran and Kumavath, 2021). Ces prédictions sont
essentielles pour comprendre 1'impact des MPTs sur les fonctions protéiques et leurs implications dans

les maladies (Esmaili et al., 2023).
1.3.2. Phosphorylation

La phosphorylation, I'une des modifications post-traductionnelles les plus courantes et les plus étudiées
(Zeyu Wang et al., 2025), joue un role critique chez les eucaryotes en régulant divers processus
biologiques clés (X. Wang et al., 2022). Elle consiste en I'ajout d'un groupe phosphate a des résidus
spécifiques, principalement la sérine, la thréonine et la tyrosine. Cette modification régule des fonctions

cellulaires clés, comme la signalisation, la prolifération et la différenciation (Esmaili et al., 2023).

Cependant, des dysrégulations de la phosphorylation sont impliquées dans plusieurs maladies,
notamment les cancers , le diabéte , et d’autre maladies neurodégénératives (Zeyu Wang et al., 2025;
Yang et al., 2021), pour mieux comprendre ces mécanismes, des outils de prédiction des sites de
phosphorylation, comme NetPhos, Musite ont été développés. Ces outils combinent des informations
de séquence et de structure pour améliorer la précision des prédictions, contribuant ainsi a explorer le

role de la phosphorylation dans les pathologies (Esmaili et al., 2023).

17



Chapitre I : revue de la littérature

1.3.3. Méthylation

La méthylation est un processus biochimique universel impliquant 1'ajout covalent de groupes méthyle
(-CHs) a des molécules cibles, telles que les protéines, I'ADN, les lipides et les neurotransmetteurs
(Menezo et al., 2020). En tant que mécanisme central de régulation moléculaire, elle module de manicre
réversible ou irréversible la fonction des molécules cibles, ce qui en fait un processus clé dans de

nombreux aspects de la biologie cellulaire (Deng et al., 2017; Zou et al., 2021).
1.3.4. Ubiquitination

L'ubiquitination est une MPT des protéines, jouant un rdle central dans la régulation de multiples
fonctions cellulaires, tels que le cycle cellulaire et la réparation de I’ADN (X. Li et al., 2024). Cette
modification consiste en l'attachement covalent de la petite protéine ubiquitine a des résidus lysine
spécifiques sur les protéines cibles, influengant ainsi leur stabilité, localisation ou activité (W. Li et al.,
2024). Les approches de prédiction in silico, basées sur I’apprentissage automatique, permettent
d’identifier efficacement les sites d’ubiquitination a partir de données de séquence, en complément des

méthodes expérimentales plus colteuses (Pourmirzaei et al., 2023).
1.3.5. Carbonylation

La carbonylation des protéines est une modification oxydative majeure, largement utilisée comme
marqueur des dommages cellulaires (Wehr and Levine, 2013). Elle consiste a introduire du monoxyde
de carbone (CO) dans des molécules organiques. soit par insertion dans une liaison covalente (C—X),
soit par addition a des alcénes/alcynes (Gautam and Bhanage, 2017). Ce processus résulte de I’attaque
par des especes réactives de 1’oxygeéne (ERO) ou des produits de peroxydation lipidique formant des
groupes carbonyles sur des acides aminés tels que la lysine, 1’arginine et la proline. Ces modifications,
souvent irréversibles, sont impliquées dans le vieillissement et des maladies neurodégénératives,

soulignant son importance comme cible thérapeutique potentielle (Ouznadji and Desmons, 2020).

Les méthodes traditionnelles de détection (spectrophotométrie, techniques immunochimiques aprés
dérivatisation par la DNPH) ont été progressivement optimisées par des approches plus sensibles. Par
ailleurs, 1’intégration d’outils bioinformatiques permet aujourd’hui d’envisager la prédiction in silico
des sites de carbonylation, constituant ainsi un complément prometteur aux approches expérimentales

classiques (Wehr and Levine, 2013).
1.3.6. Nitration de la tyrosine

La nitration de la tyrosine résulte de 1’ajout d’un groupe nitro sur le noyau aromatique du résidu, souvent

sous I’action du peroxynitrite formé en conditions de stress oxydatif (Kang et al., 2025). Cette
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modification conduit a la formation de 3-nitrotyrosine (Franco and Estévez, 2014), altérant
potentiellement la fonction des protéines. Elle est particulieérement associée aux états inflammatoires et

aux maladies neurodégénératives, ou elle contribue a la dysrégulation cellulaire (Radi, 2013).
1.3.7. S-nitrosylation

La S-nitrosylation est I'ajout covalent d'un groupe nitrosyle (NO) a un atome de soufre d'un résidu thiol
de cystéine (Wang et al., 2024) . Ce processus redox est médié par le monoxyde d'azote (NO), régule
l'activité et les interactions des protéines, modifiant ainsi leur fonction et leur conformation (Gao et al.,
2025). Etant réversible, il permet une régulation fine des processus biologiques, jouant un role
indispensable dans la réponse immunitaire, la vasodilatation et la modulation des voies de signalisation

cellulaires, tant chez les plantes que chez les animaux (Chakraborty et al., 2025).

1.3.8. Effets des SNPs sur les modifications post-traductionnelles

Les polymorphismes mononucléotidiques (SNPs), en particulier les SNPs non synonymes, peuvent
altérer les sites de PTMs des protéines (Gulzar et al., 2017), affectant ainsi leur fonction, leur stabilité

et leurs interactions cellulaires (Peng et al., 2020).

Ces altérations sont associées a diverses pathologies, notamment les maladies neurodégénératives et les
cancers (Martin et al., 2018). Des outils bio-informatiques tels que GPS-MSP, PRmePRed, MusiteDeep
ont été développés pour prédire 1'impact des SNPs sur les PTMs, facilitant ainsi 1'identification de
mutations potentiellement pathogénes (Peng et al., 2020; Yang et al., 2019). Certaines variations
nucléotidiques peuvent altérer des sites de modifications post-traductionnelles, affectant ainsi la
maturation ou la dégradation des protéines. Cela souligne I’importance d’intégrer I’analyse des SNPs
impactant les PTMs dans 1’étude des mécanismes moléculaires des maladies humaines (Gulzar et al.,

2017; Martin et al., 2018).
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Problématique

Comment les variations génétiques identifiées dans la protéine SIRPy influencent-elles sa
structure tridimensionnelle, ses modifications post-traductionnelles et ses interactions avec
d'autres protéines impliquées dans des pathologies immunitaires complexes ? En 2023, sous la
direction de Mme Hadjidj Zeyneb, Salmi Karima a mené une étude préliminaire utilisant des
outils in silico pour identifier des SNP potentiellement délétéres dans SIRPy. Cette étude a mis
en évidence trois SNP fonctionnellement significatifs : rs1383846293 (P175L), rs2091802407
(W1825) et rs980811811 (W182C). Dans le cadre de notre propre analyse, nous avons ¢élargi
cette étude en intégrant un quatrieme variant, rs6043409 (V263A), décrit dans la littérature
pour son implication possible dans certaines maladies auto-immunes. Ces altérations pourraient
compromettre l'intégrité structurale de la protéine ainsi que ses propriétés fonctionnelles,
perturbant ainsi ses interactions et son role dans les réponses immunitaires. Notre travail
poursuit I’exploration de leurs conséquences en recourant a des approches in silico pour prédire

les modifications post-traductionnelles et modéliser la conformation des formes mutées.

Objectif

Ce mémoire vise a identifier et caractériser, par une analyse in silico, les polymorphismes d'un
seul nucléotide (SNP) a conséquences fonctionnelles sur le gene S/IRPG. L'objectif est
d'explorer l'impact de ces variants génétiques sur l'expression, la structure tridimensionnelle,
les modifications post-traductionnelles et la fonction de SIRPy, ainsi que leur implication dans

des pathologies immunitaires complexes, notamment les maladies auto-immunes et le cancer.

But

Le but de cette étude d’identifier les SNPs de la protéine SIRPy susceptibles d’altérer sa
structure et/ou sa fonction, et pouvant ainsi contribuer au développement de divers
pathologies. Cette identification pourrait ouvrir de nouvelles pistes pour le diagnostic, la
prévention et le traitement , en ciblant spécifiquement les mécanismes moléculaires impliquant

SIRPy.
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Chapitre II : Matériels et méthodes
2.1. Plan d’étude

Les travaux réalisés s'inscrivent dans la continuité des recherches menées par Salmi Karima en 2024
sous la direction du Dr. Hadjidj Zeyneb, portant sur I’analyse in silico des SNPs ayant des
conséquences structurelles et/ou fonctionnelles sur la protéine SIRPy. Ces recherches ont permis
d’identifier les mutations rs1383846293 (P175L), rs2091802407 (W182S) et rs980811811 (W182C),
nous avons choisi d’étendre I’analyse en y intégrant une quatrieéme variation, rs6043409 (V263A). Ce
dernier SNP, rapporté dans la littérature, est suspecté de jouer un réle dans certaines maladies auto-

immunes telles que le diabéte de type 1 et la sclérose en plaques.
Notre étude s’articule autour de deux axes complémentaires :

Le premier consiste a prédire 1’apparition ou la disparition de modifications post-traductionnelles
(PTMs) induites par ces mutations, a I’aide d’outils bio-informatiques spécialisés tels que GPS 6.0 et
NetPhos. Le second axe porte sur la modélisation tridimensionnelle des variants protéiques, réalisée a
I’aide de Swiss-Model et Phyre2, dans le but de détecter d’éventuelles altérations structurales. Une fois
ces structures 3D obtenues en format pdb, Leurs qualités ont été évaluées a I’aide des serveurs ERRAT
et PROCHECK, Afin de wvérifier leurs validités et leurs fiabilités respectives, les modeles
tridimensionnels ont ensuite été comparés et superposés a 1’aide de TM-align, puis visualisés et analysés
a 1’aide du logiciel Chimera, permettant une appréciation fine des différentes déviations structurales
induites par les mutations étudiées. Ces travaux sont menés au sein du Laboratoire de Biologie

Moléculaire Appliquée et Immunologie, dirigé par le Professeur ARIBI Mourad.
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Figure 2.1. study design
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2.2. Collecte de données et sélection de séquences de protéines

Afin d’analyser les conséquences fonctionnelles des variants non synonymes identifiés au sein du géne
SIRPG, nous avons dans un premier temps récupéré la séquence primaire de la protéine correspondante
au format FASTA depuis la base de données UniProt (https://www.uniprot.org), sous le numéro

d’accession Q9P1WS.

Cette séquence de référence a ensuite ét¢ modifiée in silico pour intégrer les substitutions d’acides
aminés spécifiques aux variants étudiés. Pour chaque mutation, 1’acide aminé natif a été remplacé par
son équivalent muté a la position correspondante, générant ainsi des séquences mutées destinées a

I’analyse structurale et fonctionnelle comparée.

+ e
UmPro.t..- BLAST Align Recherchede peptides Cartographie d'identification SPARQL  UniProtkB * WOHNIES Recherche & @ &
IFonction 4 Q9P1W8 - SIRPG_HUMAN
Boms et taxonomie Protéine’ | Protéine régulatrice du signal gamma Acides aminés | 387 (ater a1a séquence)
Localisation subcellulaire Géne! ‘ SIRPG Existencedes | Preuves au niveau des protéines

inesi
Maladies et variantes Statut* ‘ A UniProtKB examiné (Swiss-Prot) protéines’
. Score d'annotation’ ‘ @
PTM/Traitement Organisme’ ‘ Homo sapiens (Human)
Expression
Entrée  Visionneuse de variantes B Visi de foncti ité C ées génomi Publications  Liensexternes  Histoire

Interaction
Structure & Outils X Télécharger & Ajouter Ajouter une publication Commentaires d'entrée

Famille et domaines

Fonction’
Séquence et isoformes R . R . . ; N . o N

Probablement un récepteur de surface cellulaire de type immunoglobuline. En se liant 8 CD47, il favorise I'adhésion cellulaire. Linteraction de CD47 avec les cellules
Protéines similaires présentatrices d'antigénes (CPA) entraine une prolifération accrue des lymphocytes T spécifiques de |'antigéne et une co-stimulation de leur activation. 7" 1 Publication |

AnnotationsGO  Modéles GO-CAM [{EFESH

Annotations d'ontologie génétique (GO) organisées par ensemble minceur.’

Accédez a I'ensemble complet des annotations GO sur QuickGO 7

Figure 2.2. Recherche des séquences sur la base de données UniProt
2.3. Prédiction des modifications post traductionnelles

Pour étudier les effets fonctionnels des mutations de SIRPy, plusieurs outils bio-informatiques ont été
utilisés afin de prédire les modifications post-traductionnelles (PTMs) potentielles. Ces logiciels, fondés
sur des algorithmes d’apprentissage automatique ou des bases de données expérimentales, permettent
d’identifier des sites de phosphorylation, méthylation, ubiquitination, nitration, S-nitrosylation,
carbonylation, ainsi que les domaines de liaison aux phosphoprotéines. Chaque type de modification a
été exploré a 1’aide d’outils spécialisés, tels que GPS, NetPhos, MusiteDeep, ou encore iCarPS et
DeepNitro. L’objectif était d’évaluer comment les mutations non synonymes pourraient altérer la

régulation ou la fonction de SIRPy via ces modifications.
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2.3.1. Prédictions des sites de phosphorylation

+ GPS 6.0

GPS 6.0 ou Group-based Prediction System, est un outil dédi¢ a la prédiction des modifications post-
traductionnelles (PTM) des protéines, en se concentrant particuliérement sur les sites de phosphorylation
des résidus de sérine (S), thréonine (T) et tyrosine (Y) , Il repose sur des algorithmes d’apprentissage
automatique et des réseaux neuronaux pour identifier les sites de phosphorylation potentiels au sein des
protéines. L’outil prend en compte plusieurs paramétres, notamment la séquence en acides aminés, la
structure tridimensionnelle et les propriétés physico-chimiques locales autour du site ciblé (C. Wang et
al., 2020).

Il permet également a [’utilisateur de sélectionner les kinases spécifiques impliquées dans la
phosphorylation et de personnaliser les paramétres de prédiction, notamment le seuil de score (cutoff)
servant a distinguer les vrais sites de phosphorylation des faux positifs. Les séquences doivent étre
soumises au format FASTA, et les résultats sont affichés sous forme d’une liste de sites prédits
accompagnés de leurs scores de confiance (M. Chen et al., 2023). Dans notre étude, nous avons utilisé

le seuil de prédiction "medium", afin d’optimiser I’équilibre entre sensibilité et spécificité des résultats.

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

MAISON SERVEUR WEB CITATION ‘GUIDE DE L'UTILISATEUR LINKS TELECHARGER CONTACT

% Serveur Web GPS (intégré) &P

le GPS 6.0 pour la prédiction de la phosphorylation des protéinesipeptides
s .

1 Saisissez la ou k fasta, un ¢
2 Sélectionnez la ou les kinases
3 Cliquez sur le bouton « Soumettre »

Pour basée sur d veuillez ciquer icl

Pour i des annotations , ez cliuer ici >>

Pour une prédiction specifique a l'espéce , veullez cliquer ici >>

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

@@ _séineftréonine kinase
BE._AGC Saisissez la ou les séquences au format FASTA
W CAMK
s oK1 559 |QIP1B|SIRPG_HUNAN S1gnal-negulatory proteln gama O5-Horo saplens OK-9606 GN-SIRPG
®E . cMeC PE-1 SV-3.
S 182258 S8 Lwitte Tvisup
Demidre mise 3jour : fecavrl 2025 @@ _ReC
wE _STE DPHOVRSQIC
®E T TANLSEATRVPPTLEVTQQPHRVGNQYNVTCQURKFYPQSLQL TWSENGRVCQRETASTL
WE _Atypique TCQUKHDGQLAVSKRLAL
W@ Autre (GPASSLTALLLIAVLLGPTYVPHKQKT
[ Tyosine kinase
@@ savoirs traditionnels

oL TPADVGTYYC
KFRKGSPENNEFKSGPGTENALGAKPSAPVVLGPAARTTPERTVSF TCESHGFSLRDLT L

—— Seuil ——

Console————————
Filtcé par nom

e OHaut ®Moyen OFaible C Tous | Exemple Effacer ‘ Soumettre
[ [>] | S

Figure 2.3. Prédictions des sites de phosphorylation par GPS 6.0
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+ MusiteDeep

MusiteDeep est un serveur web dédié a la prédiction des sites de PTM des protéines (Laskar et al.,
2023), tels que la phosphorylation, la méthylation et 1'ubiquitination. Il repose sur des réseaux de
neurones profonds entrainés a partir de grandes bases de données de séquences annotées, permettant de
prédire les sites de PTM directement a partir de la séquence d'acides aminés avec une précision élevée
(Wang et al., 2017). Les résultats sont affichés au niveau des résidus spécifiques, avec intégration

d’annotations connues et, lorsque disponibles, de structures tridimensionnelles.

De plus, MusiteDeep propose une base de données locale d'annotations PTM issues d'UniProt/Swiss-
Prot, ainsi que des API (Interface de Programmation d'Application) pour une utilisation locale, en
faisant un outil multifonctionnel et évolutif . Ces fonctionnalités en font une référence pour I'étude des

PTM et leur role dans les fonctions physiologiques et pathologiques (D. Wang et al., 2020).

Dans notre étude, un seuil de score compris entre 0,4 et 0,5 a été appliqué afin de distinguer les sites de

phosphorylation potentiels des faux positifs.

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

HOME  JobHistory  Download~ APl  Contact  Help  Musite(SVM version)

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

Submit your sequence(s)

>sp|QIP1WS|SIRPG_HUMAN Signal-regulatory protein gamma OS=Homo sapiens 0X=9606 GN=SIRPG PE=1 SV=3
MPVPASWPHPPGPFLLLTLLLGLTEVAGEEELQMIQPEKLLLVTVGKTATLHCTVTSLLP
VGPVLWFRGVGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRISSITPADVGTYYCV
KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPVVLGPAARTTPEHTVSFTCESHGFSLRDITL
KWFKNGNELSDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVVLDPWDVRSQVICEVAHVTLQGDPLRG
TANLSEAIRVPPTLEVTQQPMRVGNQVNVTCQVRKFYPQSLQLTWSENGNVCQRETASTL
TENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDVVLTCQVKHDGQLAVSKRLALEVTVHQKDQSSDATP
GPASSLTALLLIAVLLGPIYVPWKQKT

Start prediction

Figure 2.4. Prédictions des sites de phosphorylation par MusiteDeep
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4+ NETPHOS

NETPHOS est un outil bio-informatique avancé basé sur des réseaux neuronaux artificiels (ANN),
congu pour prédire les sites potentiels de phosphorylation sur les résidus de sérine, thréonine et tyrosine
dans les séquences protéiques (Blom et al., 1999). La version 3.1 de NetPhos permet de prédire les sites
de phosphorylation pour 17 kinases différentes, offrant une analyse a la fois générale et spécifique aux
kinases (Li et al., 2018). Cet outil génére une liste de sites prédits avec des scores de confiance, facilitant
l'identification des MPT qui régulent la stabilité, l'activité enzymatique et la pathogénicité des protéines
(Abdelazim et al., 2025b). NetPhos 3.1 a été utilisé dans diverses études in silico pour identifier des
sites consensus de phosphorylation, contribuant a une meilleure compréhension des mécanismes de
signalisation cellulaire et des implications pathologiques des MPTs (Naureen et al., 2023; Ruel and
Hammond, 2025). En combinant précision et efficacité, NetPhos reste un outil essentiel pour les

chercheurs étudiant les MPTs et leurs impacts biologiques (Biswas et al., 2010).

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

Technologie de la santé de la DTU Contact— TY
Département des technologies de |a santé =

pans

Recherche  Education  Collaboration  Services et produits ~ Nouvelles A propos

> SERVICES ET PRODUITS DE TECHNOLOGIE DE SANTEDTU > SERVICES BIOINFORMATIQUES > NETPHOS-3.1 PARTAGER SUR n m

NetPhos - 3.1

Sites de phosphorylation génériques dans les protéines eucaryotes

Le serveur NetPhos 3.1 prédit les sites de phosphorylation de la sérine, de la
thréonine ou de la tyrosine dans les protéines eucaryotes a l'aide d'ensembles de
réseaux neuronaux. Des prédictions génériques et spécifiques aux kinases sont
effectuées. Les prédictions génériques sont identiques a celles de NetPhos 2.0.
Les prédictions spécifiques aux kinases sont identiques a celles de NetPhosK
1.0. Les prédictions sont effectuées pour les 17 kinases suivantes

ATM, CKI, CKII, CaM-1l, DNAPK , EGFR, GSK3 , INSR, PKA , PKB , PKC, PKG , RSK , SRC, cdc2, cdk5 et p38MAPK .

‘Soumission Instructions Format de sortie PhosphoBase Téléchargements

Soumission

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

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

Figure 2.5. Prédictions des sites de phosphorylation par NetPhos 3.1
2.3.2. Prédictions des sites de méthylation

4+ GPS-MSP

GPS-MSP est un outil bio-informatique puissant dédié a la prédiction des sites de méthylation des
protéines, une modification post-traductionnelle cruciale dans la régulation cellulaire et les maladies. 11
combine des algorithmes avancés avec des données expérimentales issues de la spectrométrie de masse,
ce qui permet d’améliorer a la fois la précision et la reproductibilité dans 1’identification des peptides

modifiés (Hossain et al., 2020).
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I1 utilise également une approche basée sur le groupe, en s’appuyant sur des motifs de séquences
conservées observés dans des groupes de protéines similaires, afin d’augmenter la fiabilité des

prédictions des sites de méthylation.

Accessible en ligne, GPS-MSP constitue une solution robuste pour les études protéomiques a grande

échelle, offrant une cartographie fine et précise des modifications protéiques (Uddin et al., 2024).

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

& cps-msp — <
File Tools Help
Predictors Predicted sites
Organism Protein Positi... Code Type Peptide Score

Al QIP1WSE 47 K K.di KLLLVTVGKTATLHCTY 477
Homo sapie QIP1W8 81 K K.mono CRELIYNQEE GHFPRVT 1,08
() Mus muscul QIP1WE 81 K K.di GRELITNQFEGHFPREVT 2,10
(] saccharomyces cerev QaP1we a7 R R.mono NOKEGHFFRVTTVEDLT 12,23
(] Rattus norvegi QIP1WS 97 R R.all TTYSDLTERNNMDFSIR 3,88
[ Leptospira interro QaP1we 105 R R.adi RNNMDFSIRISSITPAD 18,76
(] Sulfolobus solfatai QoP1Wse 157 R R.mono PYVLGPAARTTFEHTVS 7,62
() Desulfovibrio vul QIP1WS 157 R R.all PYVLGPALRTTPEHTVS 3,20

Methylation types .
Brai - Enfer sequence(s) in FASTA format
~ R .
B Rmono KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPVVLGPAARTTPEHTVSFTCESHGFSLRDITL
- @R di KWFKNGNELSDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVVLDPWDVRSQVICEVAHVTLQGDPLRG
R.s.di TANLSEAIRVPPTLEVTQQPMRVGNQVNVTCQVRKFYPQSLQLTWSENGNVCQRETASTL
@R adi TENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDVVITCQVKHDGQLAVSKRLALEVTVHQKDQSSDATP
- @Kall GPASSLTALLLIAVLLGPIYVPWKQKT
K.mono
K.di
Running status Threshold Console

Done o
I 05 ‘Low v| Example Clear

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

+ PRmePRed

PRmePRed est un outil en ligne gratuit qui prédit les sites de méthylation des arginines dans les
protéines (P et al., 2017). Utilisant des algorithmes d’apprentissage automatique, il analyse la séquence
et la structure des protéines pour identifier ces modifications avec précision (Mendoza et al., 2023).

Simple et efficace, il aide les chercheurs a étudier les protéomes sans recourir a des méthodes

expérimentales complexes (Mendoza et al., 2023; P et al., 2017).
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PRmePRed

Outil de prédiction de la méthylation de I'arginine. protéique

Maison A propos Ensemble de données  Aide  Contactez-nous

Collez ou téléchargez vos séquences protéiques (jusqu'a 25) au format
FASTA.
La tail Conseils

TANLSEAIRVPPTLEVTQQPMRVGNQVNVTCQVRKFYPQSLQLTWSENGNVCQRET “

ASTL
TENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDVVLTCQVKHDGQLAVSKRLALEVIVHQKDQS '
SDATP
GPASSLTALLLIAVLLGPIYVPWKQKT v
£
Charger des nc
monstrat Effacer

(oU)1

FASTA : | Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Sélectionnez le seuil : BValeur seuil 0,5v|

| Prédiction de course | ‘ Reset |

Figure 2.7. Prédictions des sites de méthylation par PRmePRed

2.3.3. Prédictions des sites d’ubiquitination

4+ GPS-Uber

GPS-Uber est un outil bio-informatique hybride bas¢ sur l'apprentissage automatique et le deep
Learning, congu pour prédire les sites d'ubiquitination sur les lysines dans les protéines. Il combine trois
algorithmes (régression logistique pénalisée, réseau de neurones profond et réseau de neurones
convolutif et dix types de caractéristiques séquentielles et structurales pour offrir une prédiction précise,
a la fois générale et spécifique a certaines enzymes E3 ubiquitine ligases. GPS-Uber est accessible en

ligne gratuitement pour la recherche académique (C. Wang et al., 2022).

Dans notre étude, un seuil de score de 0,5 a été utilisé afin de distinguer les sites d’ubiquitination

potentiels des faux positifs.

Site web: http://gpsuber.biocuckoo.cn/
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Figure 2.8. Prédictions des sites d’ubiquitination par GPS-Uber

2.3.4. Prédictions des sites de carbonylation

+ ICarps

iCarPS est un outil bio-informatique en ligne destiné a la prédiction des sites de carbonylation au sein
des protéines, ciblant les résidus lysine (K), proline (P), arginine (R) et thréonine (T). Il constitue une
alternative rapide aux méthodes expérimentales classiques, notamment dans le contexte de 1’étude du

stress oxydatif li€ a diverses pathologies.

L’outil repose sur un algorithme de forét aléatoire (Random Forest), combiné a un codage de
caractéristiques intégrant plusieurs propriétés physico-chimiques des acides aminés. Cette approche
permet une prédiction fiable et précise des sites modifiés, avec des taux de précision supérieurs a 85 %

selon les résidus ciblés (Zhang et al., 2021).

Site web : http://lin-group.cn/server/iCarPS/webServer.html
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Lorsque vous saisissez ou importez des séquences de protéines au format fasta, un résultat de prédiction sera renvoyé en quelques secondes.

Saisissez la ou les séquences au format FASTA :

>sp|Q9P1W8 | STRPG_HUMAN Signal-regulatory protein gamma 0S=Homo sapiens
0X=9606 GN=SIRPG PE=1 SV=3

MPVPASWPHPPGPFLLLTLLLGL TEVAGEEELQMIQPEKLLLVTVGKTATLHCTVTSLLP ' . .
VGPVLWFRGVGPGREL LYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRISSITPADVGTYYCY Veuillez choisir un'type_ approprié pour la _
KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPWLGPAARTTPEHTVSFTCESHGF SPRDITL prédiction

KWFKNGNEL SDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVVLDPRDVRSQVICEVAHVTLQGDPLRG @ sites de carbonylation : K (Iysine)
TANLSEAIRVPPTLEVTQQPMRVGNQVNVTCQVRKFYPQSLQL TWSENGNVCQRETASTL
TENKDGTYNWTSWF LVNISDQRDDVVLTCQVKHDGQLAVSKRLALEVTVHQKDQSSDATP
GPASSLTALLLIAVLLGPIYVPWKQKT O sites de carbonylation : R (arginine)

O sites de carbonylation : T (thréonine)

O sites de carbonylation : P (proline)

P

Ou téléchargez un fichier au format FASTA : Aucun fichier choisi Console

‘ Exemple H Effacer H Soumettre ‘

Centre de biologie informationnelle, Université des sciences et technologies électreniques de Chine, Sichuan, Chengdu 611731, Chine.

Figure 2.9. Prédictions des sites de carbonylation par ICarps

2.3.5. Prédiction des sites de nitration de tyrosine

+ GPS-YNO2

GPS-YNO?2 est un outil bioinformatique congu pour prédire les sites de nitration sur les résidus de
tyrosine dans les protéines. Il repose sur une approche basée a la fois sur des caractéristiques de
séquences et de structures locales. Contrairement aux méthodes expérimentales souvent longues et
coliteuses, cet outil permet une prédiction rapide et efficace des sites potentiels. GPS-YNO?2 utilise la
plateforme GPS (Group-based Prediction System) (Liu et al., 2011), combinée a des techniques
d’apprentissage supervisé et a des matrices de scoring spécifiques a la position (PSSM), qui permettent
d’évaluer la probabilité de nitration en fonction de I’environnement local de chaque résidu de tyrosine.

Il a montré de bonnes performances, avec une précision de 76,51 %.

Dans notre étude, nous avons utilisé le seuil de prédiction "medium", afin d’optimiser 1’équilibre entre
sensibilité et spécificité des résultats. Ce logiciel est accessible en ligne gratuitement et constitue une

ressource utile pour orienter des recherches expérimentales plus ciblées (Kolbert et al., 2017).

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

Outil téléchargeable: https://gps-yno2.software.informer.com/
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@s GPS-YNOZ 1.0

File Tools Help
Predicted Sites

Position Peptide Score Cutoff Cluster
78 GPGRELIYNQKEGHF 0,816 0 Cluster D
117 TPADVGTYYCVEFRK 0,161 0 Cluster C
118 PADVGTYYCVKFRKG 0,379 0 ClusterE
205 PTGOSVAYSIRSTAR 1,085 0 Cluster D
277 TCQVREFYPQSLQLT 0,193 0 Cluster A
308 TENEDGTYNWTSWFL 0,336 0 Cluster A
380 AVLLGPIYVPWKQKT 1,623 0 Cluster B

Enter sequence(s) in FASTA format

SV=3>5p|Q9P1W8|SIRPG_HUMAN Signal-regulatory protein gamma OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SIRPG PE=1 SV=3
MPVPASWPHPPGPFLLLTLLLGLTEVAGEEELQMIQPEKLLLVTVGKTATLHCTVTSLLP
\VGPVLWFRGVGPGRELIYNOKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDESIRISSITPADVGTYYCVY
KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPVVLGPAARTTPEHTVSFTCESHGFSPRDITL
KWFKNGNELSDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVVLDPWDVRSQVICEVAHVTLQGDPLRG
TANLSEAIRVPPTLEVTQQPMRVGNQVNVTCQVRKFYPQSLOLTWSENGNVCQRETASTL
TENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDWLTCQVKHDGOLAVSKRLALEVTVHOKDQSSDATP
GPASSLTALLLIAVLLGPIYVPWKQKT

1yl

4

Threshold Consocle

O High O Medium O Low ® All Example | Clear ] Submit

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

#+ DeepNitro

DeepNitro identifie les résidus tyrosine susceptibles de subir une nitration (ajout d'un groupement -
NO:»), grace a des algorithmes d'intelligence artificielle qui analysent les séquences protéiques (Kolbert
and Lindermayr, 2021; Xie et al., 2018). Cependant, la fiabilité¢ des prédictions reste tributaire de la
structure 3D des protéines et du contexte redox, nécessitant une confirmation expérimentale (Kolbert
and Lindermayr, 2021). Cet outil s'avere particulierement pertinent pour explorer le role de la nitration
des tyrosines dans des pathologies telles que le diabéte ou les maladies neurodégénératives (Xie et al.,

2018).

Site web : http://deepnitro.renlab.org/
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2.3.6. Prédiction des sites de S-nitrosylation

+ GPS-SNO

Le programme GPS-SNO est un outil bio-informatique développé pour prédire les sites de S-
nitrosylation (SNO) dans les protéines. Il utilise un algorithme basé sur la matrice de substitution
d'acides aminés pour calculer les scores des séquences peptidiques nitrosylées. GPS-SNO intégre des
méthodes telles que le clustering kk-means, la sélection de peptides (PS), I'entrainement des poids (WT)
et la mutation de matrice (MaM) pour améliorer ses performances. Avec une précision de 75,80 % et
une spécificité de 80,14 %, cet outil a démontré sa capacité a identifier efficacement les sites potentiels

de S-nitrosylation (Zhao et al., 2021).

ws GPS-SNO 1.0 = O pd

File Tools Help
Predicted Sites

Position Peptide Score Cutoff Cluster
53 GKTATLHCTVTSLLP 19,876 0 Cluster C
119 0,18 o Cluster A
168 0,246 o Cluster A
226 16,299 o Cluster C
27 GNQVNVICOVREFYP 20,036 o Cluster C
292 WSENGNVCQRETAST 13,613 o Cluster C
329 RDDVVLTCQVEHDGQ 20,401 0 Cluster C

Enter sequence(s) in FASTA format

SV=3=sp|Q9P1WS8|SIRPG_HUMAN Signal-regulatory protein gamma OS=Homo sapiens OX=9606 GN=SIRPG PE=1 SV=3
MPVPASWPHPPGPFLLLTLLLGLTEVAGEEELOQMIQPEKLLLVTVGKTATLHCTVTSLLP
[VGPVLWFRGVGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRISSITPADVGTYYCV
KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPVVLGPAARTTPEHTVSFTCESHGFSPRDITL
KWFKNGNELSDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARWLDPWDVRSQVICEVAHVTLQGDPLRG
[TANLSEAIRVPPTLEVTQQPMRVGNQVNVTCQVRKFYPQSLQLTWSENGNVCQRETASTL
[TENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDWWLTCQVKHDGQLAVSKRLALEVTVHQKDQSSDATP
GPASSLTALLLIAVLLGPIYVPWKQKT

Threshold Consocole

) High ) Medium 7 Low @ ANl Example | Clear | Submit

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

+ DeepNitro

DeepNitro est un outil bio-informatique développé pour prédire les sites de S-nitrosylation, une
modification réversible des résidus cystéine par 1’oxyde nitrique (NO) (Xie et al., 2018). Il s'appuie sur
un algorithme d’apprentissage profond (deep learning) pour identifier les motifs de séquences
caractéristiques de cette modification (Xie et al., 2018). Cependant, comme la plupart des prédicteurs
actuels, il ne tient pas compte de la structure tridimensionnelle des protéines, ce qui peut limiter la

précision de ses prédictions (Kolbert and Lindermayr, 2021). Malgré cette limite, DeepNitro reste
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utile pour étudier le role de la S-nitrosylation dans des maladies comme les troubles cardiovasculaires

(Xie et al., 2018).

KWFKNGNELSDFQTNVDPTGOSVAYSIRSTARVVLDPWDVRSQUICEVAHVTLOGD 4| O sélectionnez les fichiers locaux & teiecharger.
PLRG
TANLSEAIRVPPTLEVTQOPMRYGNQVNYTCOVRKFYPOSLOLTWSENGNVCQRET

ASTL
TENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDVVLTCQVKHDGQLAVSKRLALEVTVHQKDQSS
DATP
GPASSLTALLLIAVLLGPIYVPWKQKT v

Exemples
* format fasta pris en charge
* Taille du fichier de collage < 2 Mo ZClair DExemple de Fasta

Seuil de S-nitrosylation : Seuil de nitration Tyr

Mayen - Moyen v

Figure 2.12. Prédiction des sites de S-nitrosylation par DeepNitro

2.4. Modélisation moléculaire
2.4.1. Modé¢lisation moléculaire par SWISS-MODEL

Le serveur SWISS-MODEL est un outil automatis¢ de modélisation tridimensionnelle de structures
protéiques par homologie (Schwede et al., 2003). Il repose sur le principe selon lequel deux protéines
partageant une forte similarité de séquence auront des structures tridimensionnelles comparables. Le
processus commence par I’identification d’un modele (ou Template) (Waterhouse et al., 2018a) ,
approprié dans les bases de données de structures connues, principalement la Protein Data Bank (PDB).
Une fois le mode¢le choisi, I’alignement entre la séquence cible et la structure modele est réalisé, puis la
structure 3D est générée par transfert des coordonnées atomiques, suivi d’une étape de raffinement

géométrique pour corriger les contraintes stériques ou les erreurs locales (Bienert et al., 2017).
Deux scores d’évaluation intégrés dans SWISS-MODEL permettent de juger la fiabilité des modeles

2énéres :

Le GMQE (Global Model Quality Estimate), variant entre 0 et 1, combine la similarité de séquence
et la couverture du modéle. Une valeur élevée indique une meilleure fiabilité (Waterhouse et al.,

2018b).
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Le QMEAN Z-score, quant a lui, évalue la qualité structurelle absolue du mod¢le en le comparant a
des structures expérimentales. Un score proche de O refléte une structure fiable, tandis qu’un écart

négatif signale de possibles erreurs (Benkert et al., 2011; Studer et al., 2020)

SWISS-MODEL constitue ainsi un outil central en bioinformatique structurale, permettant de prédire

la structure de protéines non résolues et d’analyser I’effet de mutations sur leur conformation.

Site web: https://swissmodel.expasy.org/
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Figure 2.13. Modélisation des structures tridimensionnelles des protéines par SWISS-MODEL

2.4.2. Modélisation moléculaire par Phyre2

Phyre2 est un outil puissant et accessible pour prédire la structure tridimensionnelle de protéines a
partir de leur séquence d'acides aminés (Kelley et al., 2015). Son utilisation est simple : l'utilisateur
soumet une séquence protéique via l'interface web, et le serveur analyse cette séquence en la comparant
a des bases de données de structures connues (comme la PDB) ainsi qu'aux prédictions d'AlphaFold
(Powell et al., 2025). Grace a des algorithmes de modélisation par homologie et de machine learning,
Phyre2 génére un modele 3D méme pour des protéines sans homologue structural évident (Kelley et
al., 2015). Les résultats, obtenus en quelques heures, incluent une évaluation de la qualité¢ du mod¢le,
des prédictions de sites fonctionnels et des analyses de mutations potentielles (Powell et al., 2025).
Cet outil est particulicrement utile pour les chercheurs en biologie structurale, offrant une premicre
approche fiable et intuitive sans nécessiter de compétences avancées en bioinformatique (Kelley et al.,

2015).
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Site web: https://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index

Subscribe to Phyre at Google Groups

Email:
= )
F\) \\ D Visit Phyre at Google Groups

3 Follow @Phyre2server

Protein Homology/analogy Recognition Engine V 2.2

gives you access to our Fxpert Mode features. 2

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

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

One-to-One Threadingld (which models your sequence against a user-supplied model) can now use models directly from the AlphaFold Protein Structure Databaseld.
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Figure 2.14. Modélisation des structures tridimensionnelles des protéines par Phyre2

2.5. Evaluations de la qualité des structures des protéines modélisées

+ ERRAT

ERRAT est un algorithme de vérification des structures protéiques qui évalue la distribution statistique
des interactions non covalentes entre les atomes afin d'identifier les erreurs de modélisation. Cet outil
permet de quantifier la qualité globale d'un modele en calculant un score exprimé en pourcentage, ou
une valeur élevée indique une structure plus fiable. L'utilisation d'ERRAT permet de valider
efficacement les prédictions de modélisation et d'optimiser la précision des modeles protéiques,
confirmant ainsi son utilité dans les études structurales en bioinformatique (Al-Khayyat and Al-

Dabbagh, 2016).

Site web: https://saves.mbi.ucla.edu/
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UCLA-DOE LAB — SAVES v6.1 ‘ UCLA ‘

« Panneau de configuration + Nouveau travail

Job #251811 : SIRPG 175

ERRAT PROCHECK

ERRAT
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83.0508

Journal PostScript PDF

Chaine E Chaine E

Program: ERRAT2

File: SIRPG 175

Chain#:E

Qverall quality factor**: 83.051

Figure 2.15. Evaluations de la qualité des structures des protéines par ERRAT

+ PROCHECK

PROCHECK est un outil bio-informatique développé par 1’équipe de Janet Thornton, avec la
contribution notable de Roman Laskowski. Il permet d’évaluer la qualité des structures protéiques
expérimentales en vérifiant leur conformité aux régles stéréochimiques, notamment via ’analyse des
angles de torsion et les diagrammes de Ramachandran.

Le diagramme de Ramachandran est une représentation des angles phi (@) et psi (y) du squelette
peptidique, permettant d’identifier les conformations géométriquement plausibles ou non pour chaque
acide aminég.

En identifiant les anomalies géométriques, il facilite la détection d’erreurs et 1’optimisation des
modeles. Malgré 1’apparition d’outils plus récents, PROCHECK reste une référence dans le domaine

de la validation structurale (Dhillon and Thornton, 2020).

Site web: https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/
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Figure 2.16. Evaluations de la qualité des structures des protéines par PROCHEK

2.6. Alignement et superposition des structures tridimensionnelles des protéines

4+ TM-align

TM-align est un algorithme pionnier pour l'alignement structurel de protéines, développé par Zhang et
Skolnick en 2005. Il utilise le TM-score, une métrique robuste normalisée par la longueur de la
protéine, permettant des comparaisons précises méme entre protéines de tailles différentes.
Contrairement au RMSD (Root Mean Square Deviation), qui calcule la moyenne quadratique des
distances entre les atomes correspondants apres superposition et est trés sensible aux différences locales
ou aux régions désordonnées, le TM-score pondére davantage les distances courtes entre résidus. Cela
permet de mieux refléter la similarité topologique globale entre les structures. TM-align combine une
matrice de rotation optimisée avec une programmation dynamique, offrant une rapidité supérieure (4x
plus rapide que CE, 20x que DALI), tout en maintenant une haute précision (Zhang and Skolnick,
2005).

11 est largement utilisé pour I'évaluation de modéles prédits, la classification des repliements protéiques
et I'identification d'homologies structurales distantes (Dong et al., 2018). Des améliorations, comme

Fr-TM-align, ont ensuite été proposées pour détecter des similarités plus subtiles (Pandit and
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Skolnick, 2008). Son accessibilité et sa performance en font un outil incontournable en bio-

informatique structurale.

Site web: https://zhanggroup.org/TM-align/

Résultats TM-align rposition de deux

pirRlson g6 StPUCtUrES Brotileuss

Visualisation (Protéine-1 en bleu et Protéine-2 en rouge)

Superpesition de deux protéines Superpasition de deux

Figure 2.17. Alignement des structures des protéines par TM-align

4+ Chimera

UCSF ChimeraX est un outil puissant pour la visualisation et l'analyse des structures moléculaires,
largement utilisé en recherche biomoléculaire (Pettersen et al., 2021). Ce logiciel combine des
capacités graphiques avancées avec une interface conviviale, permettant une exploration détaillée des
protéines, de 'ADN et d'autres macromolécules. Son utilisation dans diverses études, notamment en
modélisation moléculaire, met en évidence son role clé dans l'analyse des interactions ligand-protéine

et la préparation des structures pour le docking (S. Chen et al., 2023).

Site web : https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html
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(") UCSF Chimera

Figure 2.18. Superposition de la structure 3D de SIRPy réalisée avec Chimera
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Discussion

Le bon fonctionnement du systéme immunitaire repose sur un équilibre délicat entre activation des
réponses de défense et mécanismes de régulation, afin d’éviter les réactions auto-immunes ou
excessives (Visser et al., 2023a). Ce controle repose sur de nombreuses interactions cellulaires médiées
par des protéines membranaires, dont SIRPy, exprimée principalement sur les lymphocytes T (Luo et
al., 2024). En interagissant avec CD47, un ligand largement exprimé dans 1’organisme d’une maniére
ubiquitaire (Kaur et al., 2021), SIRPy participe a la modulation des réponses immunitaires, notamment
dans I’activation de lymphocyte T et leur migration Transendothéliale (Piccio et al., 2005a). Par
conséquent, toute altération de cette protéine, en particulier d’origine génétique pourrait perturber

I’homéostasie immunitaire et favoriser I’apparition de diverses pathologies.

Dans ce contexte, notre étude a visé a explorer, par approche in silico, I’'impact de quatre variants non
synonymes (SNPs) situés dans la séquence codante de SIRPy : P175L, W182S, W182C (déja identifiés
dans un travail antérieur par Selmi Karima) et V263A, rapporté dans la littérature pour son effet
potentiel. Contrairement aux travaux précédents qui se concentraient uniquement sur les SNPs
délétéres, notre approche a combiné la prédiction des modifications post-traductionnelles et la
modélisation tridimensionnelle des formes mutées, afin d’évaluer les conséquences structurales et/ou

fonctionnelles de ces mutations sur notre protéine.

Pour explorer les conséquences fonctionnelles de ces mutations, nous avons utilisé plusieurs outils de
prédiction des PTMs. L’analyse des sites de phosphorylation a 1’aide de GPS 6.0, MusiteDeep et
NetPhos a révélé que, dans la structure sauvage, les résidus 165S, 170S et 174S étaient fortement
susceptibles d’étre phosphorylés. La mutation P175L n’a pas modifi¢ significativement ce profil,
maintenant la probabilit¢ de phosphorylation sur les résidus 165S et 170S. En revanche, la mutation
W182S a induit I’apparition d’un nouveau site de phosphorylation en position 182, absent dans la forme
sauvage, ce qui pourrait avoir des conséquences importantes sur la signalisation intracellulaire ou les

interactions protéiques. A I’inverse, la mutation W182C n’a généré aucun nouveau site phosphorylable.

L’évaluation de la méthylation par GPS-MSP, PRmePRed et MusiteDeep a montré un potentiel de
méthylation élevé sur le résidu 184S dans le mutant W182S (score de 1,61 avec GPS-MSP), tandis que
les autres outils n’ont pas confirmé ce résultat, soulignant une divergence des prédictions. De méme,
I’analyse des sites d’ubiquitination a révélé la conservation des résidus 181K et 184K dans les formes
sauvage et mutées, selon MusiteDeep. En ce qui concerne les autres PTMs (carbonylation, nitration,
liaison aux phosphoprotéines, S-nitrosylation), aucun site prédictif n’a été détecté, a I’exception notable
de la S-nitrosylation pour la mutation W182C, identifiée par GPS-SNO et DeepNitro, suggérant un effet

spécifique induit par cette substitution.
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Sur le plan structural, la modélisation tridimensionnelle réalisée via SWISS-MODEL, en utilisant
comme matrice la structure 4i2x.1.C, a permis d’obtenir des modeles fiables tant pour la forme sauvage
que pour les variants mutés. Les scores de qualité obtenus (GMQE = 0,77 ; QMEAN Z-score compris

entre —0,04 et —0,38) confirment la validité des structures générées.

L’analyse stéréochimique, basée sur les diagrammes de Ramachandran, a montré que plus de 96 % des
résidus se situent dans des régions favorables, traduisant une conformation correcte des protéines. De
plus, les valeurs de TM-score élevées (entre 0,99 et 1) ainsi que les RMSD trés faibles (~0,13 A)

suggerent une superposition quasi parfaite entre les formes mutées et la forme sauvage.

Les résultats de Phyre2 confirment globalement ceux obtenus par SwissModel. Les TM-scores étaient
¢gaux a 1 pour toutes les mutations, sauf pour W182C, dont le score était légerement inférieur
(0,99683), indiquant une tres légere déviation structurale. L’analyse stéréochimique, basée sur les
diagrammes de Ramachandran, a montré que plus de 96 % des résidus se situent dans des régions
favorables, traduisant une conformation correcte des protéines. De plus, Les valeurs de RMSD nulles

renforcent I’idée que les mutations n’affectent que peu la structure tridimensionnelle globale.

Nos résultats in silico sur le variant V263 A (rs6043409) indiquent une superposition parfaite avec la
structure sauvage (TM-score = 1 ; RMSD = 0), suggérant aucune altération majeure de la conformation
globale. Pourtant, des ¢tudes de grande ampleur (GWAS) ont montré une association significative entre
ce SNP et le risque de diabete de type 1 (T1D), ainsi que d'autres maladies auto-immunes telles que le

lupus érythémateux disséminé et la polyarthrite rhumatoide (Sharp et al., 2021a; Sinha et al., 2018c¢).

Plus précisément, le variant rs6043409 entraine une substitution dans la position 263 (V263 A), localisée
dans le domaine D3 extracellulaire de SIRPy. Ce domaine, bien que peu étudié, est proche des domaines
D1/D2 responsables de la liaison avec CD47 (Sharp et al., 2021a), molécule centrale dans la régulation
des réponses immunitaires. Des hypothéses avancées dans la littérature suggérent que cette mutation
pourrait altérer la conformation du domaine D3 et, par conséquent, nuire a I’interaction SIRPy—CD47,

méme si la structure globale reste inchangée (RMSD nul).

Néanmoins, il est essentiel de souligner que nos résultats reposent sur des prédictions in silico. Ainsi,
des validations expérimentales supplémentaires, a la fois in silico (docking, dynamique moléculaire) et
in vitro, sont indispensables pour confirmer les effets réels de ces SNPs sur la fonction de SIRPy. Ce
travail constitue une premiére étape exploratoire, ouvrant la voie a des recherches plus approfondies sur

les mécanismes immunitaires impliquant cette protéine.
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Conclusion et perspectives

Ce travail a porté sur 1’analyse in silico de quatre polymorphismes non synonymes (SNPs)
susceptibles d’altérer la structure de la protéine SIRPy, un régulateur membranaire impliqué dans
les interactions immunitaires, notamment via sa liaison avec CD47. Les mutations P175L,
W182S, W182C (issues de travaux antérieurs) ainsi que V263 A (rapportée dans la littérature) ont

été sélectionnées pour leur potentiel impact fonctionnel.

Les résultats ont révélé des effets distincts selon les mutations : W182S a généré de nouveaux
sites de phosphorylation et de méthylation susceptibles d’influencer la fonction de la protéine,

tandis que W182C et P175L ont induit des altérations structurales localisées.

Cette ¢étude constitue un premier pas significatif dans ’identification de variants génétiques
susceptibles d’altérer la structure et la fonction de SIRPy. L’approche in silico, rapide et
¢économique, s’est révélée pertinente pour présélectionner rationnellement les mutations
d’intérét. En perspective, ce travail pourrait étre enrichi par des analyses complémentaires de
docking moléculaire et de dynamique structurale, afin de mieux comprendre I’'impact des
mutations sur l’interaction SIRPy—CDA47. Ces données, qui devront étre validées in vitro,
pourraient a terme contribuer a 1’identification de nouvelles cibles diagnostiques ou

thérapeutiques dans les pathologies immuno-inflammatoires ou tumorales
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Annexes

Les séquences FASTA des protéines sauvage et mutées

+ SIRPy sauvage

>sp|QIP1WS|SIRPG_ HUMAN Signal-regulatory protein gamma OS=Homo sapiens OX=9606
GN=SIRPG PE=1 SV=3

MPVPASWPHPPGPFLLLTLLLGLTEVAGEEELQMIQPEKLLLVTVGKTATLHCTVTSLLP
VGPVLWFRGVGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRISSITPADVGTYYCV
KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPVVLGPAARTTPEHTVSFTCESHGFSPRDITL
KWFKNGNELSDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVVLDPWDVRSQVICEVAHVTLQGDPLRG
TANLSEAIRVPPTLEVTQQPMRVGNQVNVTCQVRKFYPQSLQLTWSENGNVCQRETASTL
TENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDVVLTCQVKHDGQLAVSKRLALEVTVHQKDQSSDATP
GPASSLTALLLIAVLLGPIY VPWKQKT

+ SIRPy SNPs : rs1383846293 (P175L)

>>sp|QIP1WSE|SIRPG HUMAN Signal-regulatory protein gamma OS=Homo sapiens OX=9606
GN=SIRPG PE=1 SV=3
MPVPASWPHPPGPFLLLTLLLGLTEVAGEEELQMIQPEKLLLVTVGKTATLHCTVTSLLP
VGPVLWFRGVGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRISSITPADVGTYYCV
KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPVVLGPAARTTPEHTVSFTCESHGFSLRDITL
KWFKNGNELSDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVVLDPWDVRSQVICEVAHVTLQGDPLRG
TANLSEAIRVPPTLEVTQQPMRVGNQVNVTCQVRKFYPQSLQLTWSENGNVCQRETASTL
TENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDVVLTCQVKHDGQLAVSKRLALEVTVHQKDQSSDATPG
PASSLTALLLIAVLLGPIYVPWKQKT

+ SIRPy SNPs : rs2091802407 (W182S)

>sp|QIP1WSE|SIRPG_ HUMAN Signal-regulatory protein gamma OS=Homo sapiens OX=9606
GN=SIRPG PE=1 SV=3

MPVPASWPHPPGPFLLLTLLLGLTEVAGEEELQMIQPEKLLLVTVGKTATLHCTVTSLLP
VGPVLWFRGVGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRISSITPADVGTYYCV
KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPVVLGPAARTTPEHTVSFTCESHGFSPRDITL
KSFKNGNELSDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVVLDPWDVRSQVICEVAHVTLQGDPLRG
TANLSEAIRVPPTLEVTQQPMRVGNQVNVTCQVRKFYPQSLQLTWSENGNVCQRETASTL
TENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDVVLTCQVKHDGQLAVSKRLALEVTVHQKDQSSDATP
GPASSLTALLLIAVLLGPIY VPWKQKT
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+ SIRPy SNPs : rs980811811 (W182C)

>sp|QIP1WSE|SIRPG_ HUMAN  Signal-regulatory protein gamma OS=Homo sapiens OX=9606
GN=SIRPG PE=1 SV=3

MPVPASWPHPPGPFLLLTLLLGLTEVAGEEELQMIQPEKLLLVTVGKTATLHCTVTSLLP
VGPVLWFRGVGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDEFSIRISSITPADVGTYYCV
KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPVVLGPAARTTPEHTVSFTCESHGFSPRDITL
KCFKNGNELSDFQTNVDPTGQSVAYSIRSTARVVLDPWDVRSQVICEVAHVTLQGDPLRG
TANLSEAIRVPPTLEVTQQPMRVGNQVNVTCQVRKFYPQSLQLTWSENGNVCQRETASTL
TENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDVVLTCQVKHDGQLAVSKRLALEVTVHQKDQSSDATPGP
ASSLTALLLIAVLLGPIY VPWKQKT

% SIRPy SNPs : rs6043409 (V263A)

>sp|QIP1WSE|SIRPG_ HUMAN Signal-regulatory protein gamma OS=Homo sapiens OX=9606
GN=SIRPG PE=1 SV=3
MPVPASWPHPPGPFLLLTLLLGLTEVAGEEELQMIQPEKLLLVTVGKTATLHCTVTSLLP
VGPVLWFRGVGPGRELIYNQKEGHFPRVTTVSDLTKRNNMDFSIRISSITPADVGTYYCV
KFRKGSPENVEFKSGPGTEMALGAKPSAPVVLGPAARTTPEHTVSFTCESHGFSPRDITL
KWFKNGNELSDFQTNVDPTGQSVAY SIRSTARVVLDPWDVRSQVICEVAHVTLQGDPLRG
TANLSEAIRVPPTLEVTQQPMRAGNQVNVTCQVRKFYPQSLQLTWSENGNVCQRETASTL
TENKDGTYNWTSWFLVNISDQRDDVVLTCQVKHDGQLAVSKRLALEVTVHQKDQSSDATP
GPASSLTALLLIAVLLGPIYVPWKQKT
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