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Introduction:

Cette étude utilise une méthode analytique moderne, in silico, pour identifier les génes et les
variants génétiques associés a la maladie d'Alzheimer. Elle vise a explorer les modifications
moléculaires et les marqueurs génétiques liés a cette maladie grace a des approches informatiques
avancées (Goodwin et al., 2016). La maladie d'Alzheimer (MA) demeure l'une des maladies
neurodégenératives les plus répandues et les plus mortelles au monde, représentant la majorité des
cas de démence et touchant des millions de personnes chaque année. En raison du vieillissement
démographique accéléré, cette maladie représente un fardeau sanitaire, social et économique
considérable a I'échelle mondiale. Selon les statistiques de I'Organisation mondiale de la Santé,
plus de 55 millions de personnes vivent actuellement avec la démence, et les projections indiquent
que ce nombre atteindra environ 139 millions d'ici 2050 (OMS, 2023).

Sur le plan biologique, la maladie d’Alzheimer se caractérise par un déclin progressif et
irréversible des fonctions cognitives telles que la mémoire, le langage et la capacité de raisonner
de maniére autonome (Scheltens et al., 2021 ; Jack et al., 2024). Cette neurodegénérescence est
définie histologiquement par deux phénoménes principaux : I’accumulation de peptides béta-
amyloides extracellulaires formant des « plaques séniles », et 1’agrégation intracellulaire de
protéines tau hyperphosphorylées sous forme d’« enchevétrements neurofibrillaires » (Hardy &
Higgins, 1992). Pour expliquer ces deficits, la recherche actuelle se concentre sur les facteurs
génétiques, et deux genes clés aux mécanismes d’action différents se distinguent : le gene APP
(protéine précurseur de I’amyloide) et le géne APOE (apolipoprotéine E).

Les mutations ponctuelles du gene APP, situé sur le chromosome 21, sont directement
responsables des formes familiales précoces et rares de la maladie, a transmission autosomique
dominante. Ces mutations entrainent un clivage anormal de la protéine et stimulent la production
du peptide toxique A5 _{1-42} (Lanoiselée et al., 2017).En revanche, le gene APOE, situé sur le
chromosome 19, est le principal déterminant génétique des formes sporadiques courantes ; son
allele variant APOE €4 contribue a une élimination cellulaire altérée des dépdts amyloides et
augmente le risque de forme sévére de la maladie (Jack et al., 2018 ; Mormino et al., 2018).

Grace a la vaste gamme de technologies de séquencage génétique et de bioinformatique, I'analyse
in silico est devenue un outil indispensable pour étudier avec précision les profils génétiques des
maladies neurodégénératives, sans nécessiter de procedures de laboratoire complexes (Goodwin
et al., 2016).

Les plateformes de génomique en ligne telles que NCBI, UniProt et GenBank, associées a des
outils comme BLAST, MAFFT et MEGAL12, ainsi qu'a des outils de prédiction fonctionnelle
comme SWISS-MODEL et InterPro, constituent de puissantes ressources pour l'extraction de
séquences génétiques, la détection d'altérations nucléotidiques et méme protéiques, la prédiction
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des effets structuraux des mutations, I'extraction des propriétés physico-chimiques des protéines a
I'aide de ProtParam (Expasy) et I'évaluation des relations évolutives entre les alleles sauvages et
mutants (Karczewski & Snyder, 2018).

Malgré ces progres, la complexité de la variation génétique chez les patients souléve une question
cruciale :

Dans quelle mesure les outils bioinformatiques peuvent-ils identifier et caractériser avec
précision les mutations et variants pathogenes des genes APP et APOE ?

En utilisant ces génes comme modéle d’étude, quel est le degré de similarité et de relation
évolutive de ces génes humains par rapport a ceux d’autres organismes ?

Partant de ce constat, la présente étude vise a mettre en ceuvre un flux de travail informatique
complet pour extraire les séquences des génes APP et APOE des bases de données, réaliser un
alignement multiple de séquences afin de localiser les variants, les interrompre a I’aide de BLAST,
puis prédire les conséquences structurales et fonctionnelles de ces mutations a I’aide d’InterPro,
de SWISS-MODEL et de PyMOL. Grace a cette approche intégrée, cette étude cherche a
approfondir notre compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents a la maladie
d’Alzheimer et a contribuer a I’¢laboration de futures stratégies de médecine de précision et de
thérapies ciblées (Cummings et al., 2024).
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I. Bioinformatique générale:

I.1. Définition de la bioinformatique:
La bioinformatique est un domaine multidisciplinaire qui fusionne biologie, informatique et mathématiques
pour analyser et interpréter les données biologiques complexes, en particulier les séquences d'/ADN, d'ARN
et de protéines, grace a des outils computationnels avancés (Lesk, 2019).
En termes simples, il s'agit I'utilisation de I'informatique pour résoudre des problémes biologiques ardus, tels
que :

e Identifier les genes responsables de maladies (ex. le géne APP dans la maladie d'Alzheimer)

e Comparer des séquences (sequence alignment)

e Analyser la structure et la fonction des protéines

Figure 1: Bioinformatique comme champ d'application interdisciplinaire ; un modéle

d'intégration de la Biologie, de I'Informatique et des Mathématiques.

1.2. Origine et evolution historique de la bioinformatique

1.2.1. Avant I'apparition de la bioinformatique:

Au début des sciences de la biologie moléculaire, les chercheurs dépendaient entieérement des méthodes

expérimentales traditionnelles, ou :
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e L'analyse et la comparaison de deux séquences simples d'’ADN ou de protéines pouvaient

prendre des années, a cause de I'immense volume de données a traiter manuellement.

e Gérer de grandes quantités d'informations biologiques relevait de I'impossible, faute d'outils

adaptés.

e Identifier les genes liés aux maladies, tels que le gene APP responsable de la maladie

d'Alzheimer — était un travail de longue haleine, limité a quelques cas seulement.

Ces obstacles rendaient toute comparaison globale entre génes ou protéines hors de portée, transformant

la recherche en un processus extrémement lent et laborieux (David W. Mount., 2004).

Figure 2 : L'impasse de I'analyse manuelle des séquences génomiques ; un apercu de la

complexité pré-bioinformatique
1.2.2.1.’Héritage de Margaret Oakley Dayhoff : Pionniére de la Bioinformatique Moderne

L’émergence de la bioinformatique en tant que discipline scientifique rigoureuse est indissociable
des travaux visionnaires de Margaret Oakley Dayhoff (1925-1983). A une époque ol les
ressources computationnelles étaient limitées, elle a su transformer des données biologiques brutes

en informations structurées et comparables.

1. La naissance des premieres bases de données biologiques En 1965, Dayhoff a publié I'Atlas
of Protein Sequence and Structure, qui constitue la premiére tentative mondiale de compilation
systématique des séquences protéiques connues (Dayhoff, 1965). Ce recueil est aujourd'hui
considéré comme l'ancétre direct des banques de données modernes telles que GenBank ou
UniProt (NCBI, 2024).
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2. Optimisation du traitement des données : Le code a une lettre Afin de faciliter le stockage
informatique et la comparaison visuelle des séquences, elle a introduit le systéme de codification
des acides aminés par une seule lettre (Dayhoff et al., 1978). Ce passage d'une nomenclature a
trois lettres a une lettre unique a permis d'optimiser les algorithmes de recherche de similitudes,

une norme qui prévaut encore dans lI'analyse génomique actuelle (Mount, 2001).

3. Modélisation de I'évolution : Les matrices PAM L'une de ses contributions les plus
fondamentales reste le développement des matrices de substitution PAM (Point Accepted
Mutation). En analysant statistiguement les fréquences de mutations acceptées au cours de
I'évolution, elle a fourni un cadre mathématique pour évaluer I'homologie entre les séquences
(Dayhoff et al., 1978). Ces matrices constituent le moteur algorithmique des outils d'alignement
tels que BLAST, essentiels pour I'étude de la conservation de genes complexes tels que le géne
APP (Mount, 2001).

4. Reconstruction de I'histoire évolutive Dayhoff a été parmi les premieres a utiliser des
approches algorithmiques pour inférer des arbres phylogénétiques a partir de séquences
moléculaires, prouvant ainsi que l'information génétique contient les archives de I'histoire du
vivant (Dayhoff, 1966).

A

Figure 3: Margaret Dayhoff et I'émergence des premieres matrices de substitution ; une

réponse a la complexité des séquences biologiques .
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Avec l'évolution rapide de la biologie moléculaire, la nécessité de disposer de moyens efficaces
pour organiser et stocker des volumes massifs de données biologiques est devenue impérative.
Cela a conduit a I'apparition de bases de données spécialisées qui constituent aujourd'hui les piliers

fondamentaux de la bioinformatique.
Parmi les bases de données les plus importantes, on peut citer :

e GenBank : une base de données mondiale dédiée au stockage des séquences d'acide
désoxyribonucléique (ADN), gérée par le National Center for Biotechnology Information
(Benson et al., 2013).

e Protein Data Bank (PDB) : la base de référence internationale spécialisée dans la structure

tridimensionnelle des protéines et des macromolécules biologiques (RCSB, 2000).

Ces plateformes ont profondément transformé la recherche scientifique en offrant plusieurs

avantages :

1. Le stockage organisé de millions de séquences biologiques, facilement accessibles et
interrogeables (NCBI, 2018).

2. Lafacilitation des analyses comparatives de séquences (Sequence comparison) grace a des
outils informatiques avanceés tels que BLAST et MEGA.

3. Laréduction du temps d'analyse, passant de plusieurs années de travail manuel a quelques
secondes seulement, ce qui a considérablement accéléré [l'identification des genes

pathogénes et I'étude des relations évolutives entre les especes.
1.3. Objectifs de la bioinformatique:

La bioinformatique constitue un domaine clé dans les sciences modernes, visant a exploiter les
outils informatiques pour analyser et interpréter les données biologiques complexes. Ses

principaux objectifs sont les suivants :



partie théorique Chapitre |

1.3.1. Analyse des genes et des protéines

La bioinformatique permet d’étudier les séquences d’ADN et de protéines afin d’identifier leur
structure, leur fonction et leurs interactions, contribuant ainsi a une meilleure compréhension des
mécanismes cellulaires (David W. Mount., 2004).

1.3.2. Identification des mutations associées aux maladies

Grace aux outils d’analyse génétique, il est possible de détecter les mutations responsables de
nombreuses pathologies, ce qui favorise le diagnostic précoce et I’amélioration des stratégies
thérapeutiques (Lesk, 2019).

1.3.3. Etude des relations évolutives (Phylogénie)

L’analyse comparative des séquences biologiques permet de reconstituer les relations évolutives
entre les organismes et de mieux comprendre 1’évolution des geénes au cours du temps (David W.
Mount. , 2004).

1.3.4. Développement de nouveaux médicaments (Drug discovery)

La bioinformatique joue un role essentiel dans la conception de médicaments en permettant
d’identifier des cibles thérapeutiques et de modéliser les interactions moléculaires, réduisant ainsi

le temps et les colts de développement (Lesk, 2019).
1.3.5. Compréhension des maladies complexes

C'est le cas de la maladie d’ Alzheimer, pour laquelle les approches bioinformatiques permettent
d’analyser les génes impliqués, notamment le géne APP (Amyloid Precursor Protein), afin de

mieux comprendre les mécanismes moléculaires de la neurodégénérescence (NCBI, 2018).
I.4. Principaux outils de la bioinformatique:

L'analyse bioinformatique repose sur l'utilisation de logiciels et de plateformes spécialises
permettant de traiter les données génomiques et protéiques. Les outils les plus couramment utilisés

sont :
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[.4.1.0utils d’analyse des séquences

e BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) : Il permet de comparer une séquence
donnée (ADN ou protéine) avec des millions de séquences stockées dans les bases de
données afin d'identifier les similarités, prédire la fonction des génes et détecter les
mutations (Altschul et al., 1990).

e Clustal Omega : Cet outil est utilis¢ pour 1’alignement multiple de séquences (Multiple
Sequence Alignment - MSA). Il permet d’identifier les régions conservées, d’étudier les
relations fonctionnelles et de préparer les données pour les analyses phylogénétiques
(Sievers et al., 2011).

I.4.2. Outils d’analyse phylogénétique

e MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) : C'est un logiciel polyvalent qui
permet de construire des arbres phylogénétiques, d’analyser la divergence génétique et

d’étudier les relations évolutives entre les espéces ou les génes (Kumar et al., 2018).
1.4.3.Bases de données:

e NCBI : Fournit un acces centralisé a plusieurs bases de données, notamment GenBank,
ainsi qu'a des outils d'analyse essentiels comme BLAST (NCBI, 2018).
e UniProt : Une base de données spécialisée dans les séquences et les fonctions des

protéines, largement utilisée pour I’annotation et I’analyse fonctionnelle précise (UniProt,

2023).
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Il. Bioinformatigque génomique:

La bioinformatique génomique est une branche avancée de la bioinformatique qui se concentre sur
I’é¢tude des génomes complets des organismes vivants a 1’aide des ordinateurs et des outils logiciels
(Pevsner, 2015). Ce domaine vise a analyser et comprendre les séquences d’ADN et d’ARN,
identifier les génes fonctionnels, étudier les mutations génétiques et comprendre 1’évolution des

organismes au niveau génomique (Lesk, 2019).
La bioinformatique génomique se distingue par sa capacité a :

= Détecter les maladies génétiques et analyser les schémas de mutations (Koonin &
Galperin, 2003).

= Comparer les genes entre différentes espéces afin de comprendre les relations évolutives.

= Contribuer au développement de la médecine personnalisée, a 1’amélioration des cultures
agricoles et a la recherche scientifique, en offrant une compréhension compléte des

fonctions biologiques a 1’échelle du génome (Mount, 2004).
11.1. Définition bioinformatique génomique:

La bioinformatique génomique est une sous-discipline de la bioinformatique dédiée a I’analyse,
I’annotation et la comparaison des séquences issues du génome, en utilisant des outils
computationnels et des bases de données a grande échelle (Pevsner, 2015). Elle permet de
décrypter I'organisation des génes et les variations génétiques au sein des populations (NHGRI,
2024).

11.2. Evolution Historique de la bioinformatique génomique:

La bioinformatique génomique s’est développée a travers une série d’avancées scientifiques
majeures, marquant le passage de la biologie descriptive a la biologie computationnelle. Elle
trouve son origine en 1953 avec la découverte de la structure en double hélice de ’ADN, posant
ainsi les bases de la génomique moderne (Watson & Crick, 1953). Il est désormais fondamental
de souligner que cette découverte capitale n'aurait pas été possible sans les travaux cruciaux de

Rosalind Franklin. Bien que Watson et Crick aient publié le modéle théorique, les données

9
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expérimentales décisives — notamment la célebre Photo 51 *"Figure 05 ** obtenue par diffraction
des rayons X — )Figure 05) ont été générées par Franklin. Son r6le prépondérant a été longtemps
minimisé avant d'étre pleinement reconnu par la communauté scientifique internationale comme
une contribution indispensable & la compréhension du support moléculaire de I'nérédité (Franklin
& Gosling, 1953 ; Maddox, 2002 ; Nature Education, 2014).

Figure 05 : Rosalind Franklin, la photo 51 et le modéle de Watson-Crick.
(Source: Franklin & Gosling, 1953 ; King's College London, 2023).

En 1977, une nouvelle étape est franchie avec l'introduction de la premiére méthode de séquencgage
chimique par Frederick Sanger Figure 06, permettant enfin 1’analyse directe et précise des

séquences nucléotidiques (Sanger et al., 1977).
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Figure 06 : Pionnier du séquengage de premicre génération : F. Sanger et I’interprétation
¢lectrophorétique des fragments d’ADN. (Source : Labster Theory, 2024 ; First-generation
sequencing).

La structuration massive de ces données biologiques débute réellement dans les années 1980,
notamment avec la création de GenBank en 1982 par Walter Goad, suivie de la fondation du

National Center for Biotechnology Information (NCBI) en 1988 (NCBI, 2024 ; Strasser, 2008).

10
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Ces institutions ont permis d'instaurer un cadre mondial pour le stockage et le partage universel

des séquences génomiques.

En 1990, le Human Genome Project (HGP) marque un tournant historique en visant le séquencage
complet du code génetique humain. Ce projet titanesque aboutit en 2001 a la publication de la
premiére version de référence du génome humain (NHGRI, 2024). Enfin, depuis 2010,
I’émergence des technologies de Next-Generation Sequencing (NGS) a révolutionné le domaine.
En permettant un séquencage massif, rapide et a haut débit, le NGS a propulsé la génomique dans
I’ére du Big Data, nécessitant aujourd'hui des outils computationnels et des algorithmes de plus en

plus sophistiqués pour l'analyse et I'interprétation des données biologiques (Pevsner, 2015 ; EBI,

2024).
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Figure 07 : Chronologie de la génomique moderne : des fondements structuraux a I'ere du Big
Data (Conception personnelle, 2026 ; inspirée du NCBI et de I'EBI).
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11.3. Le Génome : organisation et structure:

Le génome représente I’intégralité de 1’information génétique d’un organisme, codée sous forme
d’ADN. Il englobe non seulement les séquences codantes (génes) Figure 08, mais également les
régions non codantes, incluant les eléments régulateurs et structurels (Brown, 2017). Chez Homo
sapiens, le génome nucléaire est organisé en 23 paires de chromosomes et contient environ 20 000
a 25 000 geénes codants pour des protéines. Toutefois, ces séquences codantes ne représentent
qu'environ 1,5 % du génome total, le reste étant composé d'’ADN non codant essentiel a la
régulation génique et a la plasticité évolutive (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2004).

Un géne eucaryote est une unité transcriptionnelle complexe, définie par une alternance de

segments fonctionnels Figure 08 :

e Exons : Segments d'ADN conservés dans I'ARN messager mature apres I'épissage,
destinés a étre traduits en protéines ou a former des ARN fonctionnels.

e Introns : Séquences non codantes intercalaires, eliminées lors du processus d'épissage

(splicing).

Contrairement aux conceptions initiales, les introns ne sont pas de I'« ADN poubelle » ; ils jouent
des robles cruciaux dans la régulation de I'expression via I'épissage alternatif "‘Figure 08"
(permettant a un seul géne de coder plusieurs protéines) et dans la stabilité structurelle du génome
(Pevsner, 2015). Chez I'humain, la taille moyenne des introns dépasse largement celle des exons,
une complexité structurale qui distingue les eucaryotes supérieurs des procaryotes (Alberts et al.,
2017).

12
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3.3. Eléments régulateurs:

Le contréle spatio-temporel de 1’expression génique repose sur des séquences cis-régulatrices

spécifiques :

=  Promoteur : Région située immédiatement en amont (5) du site d'initiation de la
transcription, servant de plateforme de recrutement pour I'ARN polymeérase et les facteurs
de transcription généraux.

= Enhancer (Enshanteur) : Séquence régulatrice a distance capable d'augmenter
significativement le taux de transcription d'un géne cible, indépendamment de sa distance
ou de son orientation.

= Silencer (Silencieux) : Séquence capable de réprimer ou d'inhiber I'expression génique en

bloquant I'accés de la machinerie de transcription.

Ces éléments assurent la coordination complexe nécessaire au développement cellulaire et aux
réponses physiologiques, faisant le pont entre la structure statique du génome et sa fonction

biologique dynamique (Lodish et al., 2021).

R intron BN intran BN
ADN

pramoteur |
(ranacriion

] pré-ARNm
dpissaga

| ARNm mature

Figure 08 : Organisation d'un gene eucaryote et processus de maturation de 'ARN
(Transcription et Epissage). Géne : Structure et expression chez les eucaryotes. Récupéreé).
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I1.4. L’analyse bioinformatique du génome

L’analyse bioinformatique du génome consiste a exploiter des outils computationnels pour traiter,
comparer et interpréter les séquences d’ADN a grande échelle. Elle permet de transformer des
données brutes issues du séquencage en informations biologiques structurées, essentielles pour

comprendre la structure, la fonction et I’évolution des génes (Pevsner, 2015).

Parmi les algorithmes les plus sollicités, nous citons : "Figure 4 ™

e BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) : permet de comparer rapidement une
séquence d’ADN ou de protéine avec des bases de données mondiales (GenBank) afin
d’identifier des homologies de séquences et d'inférer des fonctions biologiques potentielles
(Altschul et al., 1990).

e Clustal Omega : utilisé pour réaliser des alignements multiples de séquences (MSA). Cet
outil est indispensable pour I'étude des relations phylogénétiques et I'identification des
régions hautement conservées au cours de I'évolution (Sievers & Higgins, 2018).

e Navigateurs Génomiques (Genome Browsers) : a l'instar de UCSC Genome Browser ou
Ensembl, ils permettent de visualiser 1’organisation spatiale du génome, incluant la
cartographie des genes et des éléments régulateurs (promoteurs, enhancers) (Kent et al.,
2002).

Ces outils sont au cceur de I'annotation génomique, processus consistant a identifier les génes au
sein d’une séquence brute et a leur attribuer des fonctions biologiques précises. Ainsi, la
bioinformatiqgue génomique occupe une place centrale dans la recherche biomédicale
contemporaine, facilitant I'émergence de la médecine personnalisée et le développement de

nouvelles solutions en biotechnologie (NCBI, 2024).

14
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11.5. Génomique Comparative:

11.5.1. Définition:

La génomique comparative est I'étude comparative de la structure et de la fonction des génomes
de différentes espéces, dont les buts principaux sont de mieux comprendre comment les différentes
espéces ont évolue, quels sont les effets de la sélection sur 1’organisation et 1’évolution des
génomes, ainsi que de déterminer les fonctions des génes et des régions non codantes du génome
(Raphaél, 2010). La génomique comparative est une branche de la génomique qui vise a
caractériser les similitudes et les différences des caractéristiques génomiques et a tracer leur gain
et leur perte le long de différentes lignées évolutives, comprendre les forces évolutives telles que
la mutation et la sélection qui régissent les changements de ces caractéristiques génomiques, et
découvrir comment 1’évolution génomique peut nous aider a combattre les maladies, restaurer la
santé environnementale, gagner de l'argent, etc. (Xia, 2013). Les analyses comparatives en
génomique peuvent se concentrer sur la similarité et les différences entre I'annotation ou entre la

séquence de deux génomes ou plus (Herrero et al., 2015).

A titre d'exemple, le génome du Chimpanzé (Pan troglodytes) présente une identité de séquence
d'environ 98 a 99 % avec celui d'Homo sapiens, ce qui en fait un modéle phylogénétique cle pour
I'étude de I'évolution humaine. De méme, la Souris (Mus musculus) est un organisme modéle
predominant en recherche biomédicale en raison de la forte conservation de nombreux génes

orthologues entre le rongeur et I'nomme (Brown, 2017).

Cependant, malgré ces homologies génétiques, il existe des variations significatives dans
I’organisation structurale des genes, notamment au niveau de la taille des introns et du nombre
d'exons. Ces variations peuvent influencer les profils d’expression génique (via I'épissage
alternatif) et expliquer ainsi les disparités phénotypiques observées entre les especes. Ainsi, la
génomique comparative démontre que la similarit¢ des séquences n’implique pas
systématiquement une identité fonctionnelle, la régulation et la structure des genes jouant un réle

déterminant.

L’analyse du génome, combinée aux approches de génomique comparative, constitue un levier

essentiel pour décrypter les bases moléculaires des pathologies humaines. L’¢tude de la structure
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des genes (exons/introns) et de leur conservation interspécifique permet d'identifier des mutations
déléteres, d'élucider les mécanismes moléculaires sous-jacents aux maladies et de développer de

nouvelles stratégies diagnostiques et thérapeutiques ciblées (Lodish et al., 2021).

I1l. Legene APP :
I11.1. Présentation du Géne APP (Amyloid Precursor Protein)

Le gene APP code pour la protéine précurseur de I'amyloide, une protéine transmembranaire de
type | "Figure 12" exprimée de facon ubiquitaire, mais particulierement abondante dans les
synapses neuronales. Elle joue un role physiologique essentiel dans la plasticité synaptique,

I'adhésion cellulaire et la croissance axonale (Priller et al., 2006).

Chez I'numain, le gene APP est localisé sur le bras long du chromosome *‘Figure 09 "plus
précisément a la position cytogénétique 21g21.3 (NCBI, 2024) "'Figure 09 "

; -0 Mbp |
pi2 el EH ---1- g8 Hd g
pii.2 parm SE EE EE EE

" 1p1‘l.‘1 :

211:2(]11-2 -12.0 Mbp 1 2 3 4 6 7 8 9

T HTTET

- 46.7 Mbp VVVVVVV EE VVVV EE!BE%ED”EE
21 19 20 21 2 o =&

Figure 09 : Caryotype humain et cartographie cytogénétique du locus g21.3 sur le chromosome
21 et localisation du segment critique implique dans les corrélations pathologiques
"Modifié".

Cette localisation est d'une importance stratégique pour comprendre certaines corrélations
pathologiques. En effet, il est cliniguement établi que les individus atteints de trisomie 21
(syndrome de Down) possedent une troisieme copie de ce géne, ce qui entraine une surexpression
constitutionnelle de la protéine APP et conduit quasi systématiquement au développement précoce

de lésions de type Alzheimer (Wiseman et al., 2015).
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Figure 10 : Corrélation entre la trisomie 21 et la localisation génomique du gene APP sur le
chromosome humain

111.2 Structure Génomique et Exons du gene APP

La structure du géne APP est particulierement complexe et fragmentée, s'étendant sur environ 240
kb d'ADN génomique. Cette complexité permet une régulation fine de son expression a travers
différents tissus (NCBI, 2024).

e Nombre d'Exons : Bien que les modeles classiques décrivent souvent ce géne comme
étant composé de 18 exons (Yoshikai et al., 1990), les bases de données génomiques
récentes, telles que NCBI (RefSeq GRCh38.p14) Figure 11 , identifient désormais
jusqu'a 20 exons selon les variantes de transcription répertoriées (NCBI, 2024). Cette
variabilité reflete la complexité des régions non codantes sles sites d'initiation de la
transcription.

e Epissage Alternatif (Alternative Splicing) : Grace a ce mécanisme post-transcriptionnel,
le géne APP génere plusieurs isoformes d’ARNm dont la longueur varie de 695 a 770 acides
aminés (Kang et al., 1987). Les trois isoformes majeures exprimees chez I'homme sont :

1. APP695 : C'est I'isoforme prédominante dans le systeme nerveux central. Elle se
distingue par I'absence de I'exon 7 (Sandbrink et al., 1994).
2. APP751 : Cette variante contient I'exon 7, qui code pour un domaine inhibiteur de

sérine protease de type Kunitz (KPI) (Tanzi et al., 1988).
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3. APP770 : Il s'agit de I'isoforme la plus longue, contenant a la fois les exons 7 et 8.
Elle est principalement exprimée dans les tissus périphériques non neuronaux
(Kitaguchi et al., 1988).

“ Genomic context A|?
Location: 21q213 See APP in Genome Data Viewer
Exon count: 20

Annotation release Status Assembly Chr Location

RS_2025_08 current GRCh38.p14 (GCE_000001405.40) 21 NC_000021.9 (25880550..26171128, complement)

RS_2025_08 current T2T-CHM13v2.0 (GCF_009914755 1) 21 NC_060945.1 (24238622..24529258, complement)

RS_2024 09 previous assembly GRCh37.p13 (GCE_000001405 25) 21 NC_000021.8 (27252861..27543446, complement)

Chromosome 21 - NC_000021.9
[esaen1si p [ 20235914 )

LOC105372757 LOC1 27804457 LOCL27804473 LOCI24900466 HARCKSPY
LOC105372756  LOC126653330 LOCI27894474 - LOC1 30066500
LOC127894468 LOCL2TE34475 - LOC1 30086501
PP 4
L0C127804469 LOC127804476 - LOCI 27804451
RNUG-123F LOC127894477 APP=OT
LOCH 30066409 LOC1 27804475 RNUG-326P
LOC1L27694470 LOC127694479
LOC1 27594471 LOC1 26653331
LOC127694472 Loc1z7ea44s0

Figure 11 : Contexte génomique et organisation des exons du géne APP humain (Données
extraites de NCBI, Assemblage GRCh38.p14) (NCBI, 2024).

I11.3. Organisation Structurelle de la Protéine APP

Une fois traduit, le géne APP donne naissance a une protéine précurseur transmembranaire de type
I. Sa structure mature est hautement organisée et se divise en trois domaines fonctionnels distincts

Figure 12 :

Domaine Extracellulaire (N-terminal) : Il représente la partie la plus volumineuse de la protéine.
Ce domaine est impliqué dans des fonctions physiologiques vitales telles que I'adhésion cellulaire,
la croissance neuritique et la neuroprotection (Priller et al., 2006). Il contient également des sites
de liaison pour des métaux (Cuivre et Zinc) et I'néparine, régulant ainsi I'homéostasie neuronale
(Multhaup et al., 1996).

Domaine Transmembranaire : Ce domaine est constitué d'une hélice alpha unique qui traverse la
bicouche lipidique. Son importance pathologique est majeure car c'est ici que se loge la séquence
du peptide p-amyloide (AB), située a cheval entre la membrane plasmique et le milieu
extracellulaire (Kang et al., 1987). C'est la coupure séquentielle de ce domaine par les sécrétases
(f et y) qui libére le peptide neurotoxique (Selkoe, 2001).
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Domaine Intracellulaire (C-terminal) : Souvent appelé AICD (APP Intracellular Domain) ou queue
cytosolique, ce domaine court est essentiel pour la signalisation intracellulaire. 1l interagit avec
diverses protéines adaptatrices pour réguler le transport axonal, la transcription génique et
I'apoptose (Cao & Sudhof, 2001).

Cytosol ¢ NH2 Domaine Extracellulaire (N-terminal)

= Partie Volumineuse

* Fonctions Physiologiques : Adhésion
cellulaire, croissance neuritique,
neuroprotection

= Régulation Homéostasie : Sites de
liaison métaux (Cu?*, Zn?*) & héparine

Domaine
Extracellulaire
(N-terminal)

Domaine Transmembranaire
« Hélice Alpha Unique
» Séquence du peptide B-amyloide
(AB) a cheval sur la membrane

* Lieu de coupure par les
sécrétases (B et y)

Domaine Intracellulaire (C-terminal)
‘ / Queue Cytosolique (AICD)
= Signalisation intracellulaire
= Interactions protéines adaptatrices
« Régulation transport axonal,
transcription génique, apoptose

Milieu Extracellulaire COOH

Hélice Alpha
Transmembranaire

Domaine
Intracellulaire
(C-terminal)
(AICD)

Figure 12 : Organisation structurelle et domaines fonctionnels de la protéine précurseur
amyloide (APP). (Réalisée par l'auteur (2026), adaptée d'apres Priller et al., (2006) et Selkoe
(2001)).

111.4. Metabolisme et Roéles Physiologiques de la Protéine APP

Le devenir de la protéine APP (Amyloid Precursor Protein) au sein du systéme nerveux n’est pas
un simple processus de dégradation, mais un mécanisme biologique finement régulé. Ce processus,
appelé clivage protéolytique, permet la libération de fragments actifs (peptides) ayant des fonctions

essentielles. On distingue deux voies métaboliques aux conséquences opposées :

Cette voie est prédominante dans des conditions homéostatiques normales. Elle est initiée par

I'action de l'a-seécrétase Figure 13 (Esch et al., 1990).

e Meécanisme : L'enzyme clive I'APP au sein méme de la séquence du peptide amyloide, ce
qui empéche intrinséquement la formation du peptide toxique Ag Figure 13.
e Objectifs Biologiques : Ce clivage libére un fragment soluble appelé sAPPa. Ce dernier

agit comme un facteur de croissance (Growth factor) qui favorise la survie neuronale et
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stimule la formation des synapses (synaptogenese). Cette voie est donc vitale pour le

maintien de la plasticité cérebrale (Priller et al., 2006).

111.4.2 La Voie Amyloidogéne (Pathologique)

A linverse, cette voie conduit a la pathogenése de la maladie d'Alzheimer. Elle nécessite

l'intervention coordonnée de deux enzymes : la B-sécrétase (BACEL) et la y-sécrétase Figure 13

(Vassar et al., 1999).

(AP). Figure 13.

Mécanisme : Ces enzymes découpent I'APP de maniere a libérer le peptide p-amyloide

Conséquences : Les peptides produits (notamment l'isoforme AB42) possédent une forte

propension a s'agréger pour former des plaques amyloides. Ces dép6ts extracellulaires

perturbent la communication synaptique et déclenchent une cascade neurodégénérative

conduisant & la mort cellulaire (Hardy & Selkoe, 2002).

Clivage normal de la
protéine précurseur
d’amyloide

APP

a-sécrétase
Z \JQ? o

Le clivage a (voie non
amyloidogéne) empéche la
formation de A libre

Clivage anormal de la protéine précurseur d’amyloide
entrainant une accumulation excessive d’amyloide

Les mutations de APP
augmentent le clivage
B-sécrétase

cleavage B

B-sécrétase :

y-sécrétase ‘D@
Les mutations de
PSEN1/PSEN2

augmentent 'activité
y-sécrétase

0,
¢l

Cytoplasme

{

Ne
el /i
e

Agrégat
d'oligomeéres|

e
n?%

Espace extracellulaire

Figure 13 : Représentation schématique du métabolisme de la protéine APP : Voies
amyloidogene et non-amyloidogene. (Chow et al., 2010) "Adapté de Chow et al. (2010)".
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Outre la production de s4PPa, le clivage par la y-sécrétase libére un fragment cytosolique appelé
AICD (APP Intracellular Domain).

e Roéle de messager : Le fragment AICD est capable de se déplacer vers le noyau pour
réguler I’expression de certains génes, prouvant que |'APP intervient dans la
communication nucléaire (Cao & Sudhof, 2001).

e Role structural : Avant son clivage, I'APP compléte agit comme une molécule d’adhésion
cellulaire¢« facilitant les interactions entre les neurones et contribuant a l'organisation

structurelle du tissu nerveux (Young-Pearse et al., 2008).

En somme, le clivage de la protéine APP est un mécanisme régulé permettant de produire des
fragments fonctionnels impliqués dans la neuroprotection, la signalisation et 1’organisation
neuronale. Le géne APP n’est pas pathogéne en soi ; ¢’est le déséquilibre métabolique favorisant

la voie amyloidogéne qui détermine l'initiation de la maladie d'Alzheimer.
111.4. Lien entre le métabolisme de I'APP et la Maladie d’Alzheimer

Le role de la protéine APP dans 1'étiologie de la maladie d’Alzheimer repose sur un déséquilibre
du processus de clivage, favorisant la voie amyloidogéne au détriment de la voie physiologique.

Ce basculement metabolique déclenche une cascade d'événements neurotoxiques :
I11.4.1 La Cascade Amyloide

Le mécanisme pathologique suit une séquence linéaire de dégradation neuronale (Hardy &
Higgins, 1992) :

1. Production excessive : Le clivage séquentiel par les pet y-sécrétases libére le peptide AS
en quantités anormales (Vassar et al., 1999).
2. Agrégation et Fibrillisation : Les monomeres d’4f (particulierement I'isoforme 4542)

s'assemblent en oligomeres solubles, puis en fibrilles insolubles.
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3.

Formation des Plaques : Ces fibrilles s'accumulent dans le milieu extracellulaire pour
former les plaques amyloides (ou plaques séniles), caractéristiques histopathologiques

majeures de la maladie (Hardy & Selkoe, 2002).

111.4.2 Neurotoxicité et Mort Cellulaire

La presence de ces dépbts amyloides n'est pas inerte ; elle active des processus deléteres

secondaires :

Stress Oxydatif et Inflammation : Les plaques stimulent une réponse immunitaire locale
(microgliose) et augmentent la production de radicaux libres (Selkoe, 2001).

Dysfonction Synaptique : Avant méme la mort cellulaire, les oligomeéres d'Aaltérent la
communication entre les neurones, entrainant les premiers troubles de la mémoire (Walsh
et al., 2002).

Neurodégénérescence : L'accumulation de toxicité conduit inévitablement a la perte

synaptique et a la mort neuronale progressive.

Il est fondamental de souligner que le géne APP n’est pas pathologique en soi ; ses fonctions

physiologiques sont essentielles au développement et a la plasticité cérébrale (Muller et al., 2017).

La pathologie résulte exclusivement d'une anomalie de son traitement protéolytique, orientant le

métabolisme vers la production de fragments neurotoxiques.

111.5.1 Les Mutations du Géne APP

Certaines mutations spéecifiques modifient le site de reconnaissance des sécrétases, favorisant ainsi

la voie amyloidogene au detriment de la voie physiologique :

La Mutation Swedish (KM670/671NL) : Située a lI'extrémité N-terminale du domaine
AB, elle augmente l'affinité de I'APP pour la B-sécrétase, entrainant une production massive
de peptides amyloides (Citron et al., 1992).

La Mutation London (V7171) : Localisée prés du site de coupure de la y-sécrétase, elle
modifie le ratio des peptides produits en faveur de l'isoforme AB42, reconnue pour sa forte

toxicité et sa propension a l'agrégation (Goate et al., 1991).
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e La Mutation Arctic (E693G) : Cette mutation intra-amyloide favorise la formation rapide

de protofibrilles, accélérant ainsi la neurodégénérescence (Nilsberth et al., 2001).
111.5.2 Mode de Transmission et Caractéristiques Cliniques

Les mutations du géne APP suivent un mode de transmission autosomique dominant, ce qui
signifie qu'une seule copie mutée héritée suffit a déclencher la pathologie (Bertram & Tanzi,
2008).

o Elles sont systématiquement associées a des formes précoces de la maladie (Early-onset
Alzheimer's Disease - EOAD), apparaissant généralement avant I'dge de 65 ans.
e Bien que rares (représentant moins de 5 % des cas totaux), ces formes illustrent

parfaitement le lien direct entre la génétique et le dysfonctionnement protéique.
111.5.3 Facteurs de Risque Génétiques : Le réle de I'APOE

Outre les mutations directes, d'autres polymorphismes génétiques influencent la susceptibilité a la
maladie. Le plus significatif est I'allele €4 du géne de I'Apolipoprotéine E (APOE). Contrairement
aux mutations de I'APP, I'APOE4 n'est pas une cause directe mais un facteur de risque majeur qui

diminue I'efficacité de la clairance (¢limination) du peptide AB (Corder et al., 1993).

Les mutations du géne APP démontrent que la pathogenese de la maladie d’Alzheimer est
intrinséquement liée & un défaut de régulation génétique influencant le clivage protéique. La
transformation d'un processus physiologique vital en une cascade neurotoxique souligne

I'importance de la conservation évolutive de ces séquences génétiques.
IV. La Maladie d’Alzheimer : Contexte Clinique et Moléculaire
IV.1. Définition et Epidémiologie

La maladie d’Alzheimer (MA) est une affection neurodégénérative chronique, progressive et
irreversible. Elle se caractérise par une détérioration des fonctions cognitives, touchant

principalement la mémoire a court terme, ainsi que par des troubles du comportement et du
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langage. A ce jour, elle constitue la cause la plus fréquente de démence chez les personnes agées
a I’échelle mondiale (Prince et al., 2015).

IVV.2. Physiopathologie :

Les deux piliers Iésionnels sur le plan histopathologique, la pathologie se définit par la coexistence

de deux lésions cérébrales majeures qui agissent en synergie pour détruire le réseau neuronal :

-Les plaques amyloides (extracellulaires) : Elles correspondent a des agrégats du peptide B-
amyloide (Ap), issus d’un clivage anormal de la protéine APP. Ces dépdts s’accumulent dans
I’espace extracellulaire, perturbent la transmission synaptique et déclenchent une réponse

inflammatoire locale (Hardy & Selkoe, 2002).

-La dégénérescence neurofibrillaire (intracellulaire) : Elle est due a I’accumulation de la protéine
Tau hyperphosphorylée. Normalement impliquée dans la stabilisation des microtubules, cette
protéine devient pathologique, s’agrége en filaments et entraine la désorganisation du

cytosquelette neuronal, conduisant inévitablement & la mort cellulaire (Selkoe, 2001).

Neurone Cerveau sain
Protéine Cort
ortex
Dendrites %g j )5 cérébral
/a:, Y
T
A he
aone Microtubules
Plaque :
amyloide Hippocampe
A TRRK Maladie d’Alzheimer
Neurone -6‘ .-.;, (Cerveau attelnt) Atrophie
malade 1o, 5% N~ € du cort
alad '.:5\:: N\ (}\(\ ), Ug‘:co ex
R, = pertrophie
5&‘6’ 7C gventricule

- / égénérescence)
‘%9 des
microtubules 3
Atrophie de
~aa Protéine * Plaques W Dégénérescence
Y¥® Tau intacte Amyloides "'» des microtubules

Figure 14 : Comparaison anatomique et cellulaire entre un cerveau sain et un cerveau atteint par
la maladie d’Alzheimer (Docteur Clic).

-La formation des plaques amyloides est directement liée au clivage pathologique de la protéine

APP, soulignant son réle central dans la pathogenése de la maladie.
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Commentaire de la Figure 14, Le lien entre I'APP et la neurodégénérescence Cette figure illustre
la cascade pathologique liant le métabolisme de /’4PP a la mort neuronale. Le clivage anormal de
[’APP par les Pet y-sécrétases entraine une accumulation extracellulaire de peptides A, formant
des plagues amyloides. Cette toxicité de contact déclenche, a l'intérieur du neurone, une
hyperphosphorylation de la protéine Tau. Une fois altérée, la protéine Tau se détache des
microtubules, provoquant I'effondrement du cytosquelette axonal (Dégénérescence
Neurofibrillaire). Ce double processus extracellulaire (amyloide) et intracellulaire (Tau),
interrompt la communication synaptique et conduit inévitablement a I'apoptose (mort cellulaire),
se traduisant macroscopiquement par une atrophie cérébrale caractéristique de la maladie
d’Alzheimer.

1V.3. Les formes de la maladie

On distingue classiquement deux formes cliniques de la MA, différenciées par leur age d'apparition

et leur déterminisme génétique :

e La forme sporadique : Représente plus de 95 % des cas et apparait généralement apres
I’age de 65 ans. Son origine est multifactorielle, impliquant une interaction complexe entre
des facteurs génétiques de susceptibilité (I'allele APOE4), I'environnement et le mode de
vie (Bertram & Tanzi, 2008).

e La forme familiale précoce : Rare (moins de 5 % des cas), elle est transmise selon un
mode autosomigue dominant. Elle est associée a des mutations dans trois génes clés : APP,
PSEN1 (Préséniline 1) et PSEN2 (Préséniline 2). Ces mutations favorisent une production

accrue ou une agrégation facilitée du peptide 4f (Goate et al., 1991).

Ainsi, la maladie d’Alzheimer résulte d’une interaction complexe entre des mécanismes
moléculaires, notamment le clivage anormal de [’APP, et des facteurs génétiques et
environnementaux. Cette compréhension moléculaire est le point de départ essentiel pour toute
analyse génomique comparative visant a identifier les régions conservées de ce gene a travers les

especes.
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11.1.0Objectif de I'étude et Choix de I'Organisme Modeéle:
A.Objectif de I'étude :

Cette étude repose sur une analyse bioinformatique comparative de génes et de protéines clés
associes a la maladie d'Alzheimer (tels que APP et ApoE), dans le but de :

v' Comprendre les causes moléculaires : identifier les mutations et altérations génétiques
sous-jacentes a la maladie d’ Alzheimer.

v Caractérisation protéomique : étudier les structures physiques, chimiques et
tridimensionnelles des protéines afin de comprendre les mécanismes de leur repliement
anormal et de leur neurotoxicité.

v’ Prédire les effets fonctionnels : utiliser des outils de prédiction informatique pour évaluer
I’impact des variations génétiques.

B.Choix de I'organisme modéle:
L'intégration d'organismes modeles (Mus musculus, Rattus norvegicus, Canis lupus familiaris,

Pan troglodytes, Macaca mulatta) dans cette approche bioinformatique vise a :

v Etablir un modéle de référence comparatif : aligner les séquences afin d'identifier les

régions evolutives hautement conservées entre I'numain et le modele.

v Orienter la recherche expérimentale : générer des données prédictives fiables qui
constituent une base solide, permettant d'optimiser l'utilisation du temps et des

ressources lors des futures validations en laboratoire (in vitro et in vivo).
11.2. Choix des genes étudiés:

Les résultats de I'enquéte et de I'analyse bioinformatique ont révélé un groupe de genes et de
protéines clés qui jouent un réle central et direct dans la physiopathologie de la maladie
d'Alzheimer. Ces genes varient selon la gravite de leur atteinte, les types de mutations qui leur
sont associés et leur contribution a l'apparition et a la progression de la maladie.

La maladie d'Alzheimer (MA) est une affection neurodégénérative chronique et progressive du
systéeme nerveux central, constituant la cause la plus fréquente de démence chez les sujets agés
(OMS, 2023). Sur le plan clinique, elle se manifeste par un déclin cognitif graduel affectant
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principalement la mémoire a court terme, le langage, le raisonnement et I'orientation spatio-
temporelle (NIA, 2024).

Sur le plan histopathologique, la maladie est caractérisée par deux signatures majeures :
I'accumulation extracellulaire de peptides béta-amyloides (AB) formant les plaques séniles, et la
phosphorylation (hyperphosphorylation) intra-neuronale de la protéine Tau, conduisant a la
formation de dégénérescences neurofibrillaires (DNF). Ces processus biochimiques entrainent une
perte synaptique massive et une mort neuronale menant a I'atrophie cérébrale (Scheltens et al.,

2021).

Sur le plan étiologique et génétique, la maladie se divise en deux formes distinctes :

1. La forme familiale précoce : Rare (moins de 1% a 5% des cas), a transmission
autosomique dominante, directement liée a des mutations mendéliennes a haute
pénétrance dans les genes APP, PSEN1, et PSEN2.

2. Laforme sporadique tardive : La plus fréquente (plus de 95% des cas), survenant aprées
65 ans, d'origine multifactorielle ou le polymorphisme génétique (notamment l'alléle €4
du géne APOE) combiné a des facteurs environnementaux détermine le score de
susceptibilité (Alzheimer's Association, 2023 ; Scheltens et al., 2021).

Le tableau 1 présente les genes principaux impliqués, organisés suivant I'importance décroissante

de leur contribution a la prédisposition génétique a la maladie ou a leur prévalence :

Tableau n°01 : Génes clés impliqués dans la maladie d’Alzheimer et 1'évaluation de leur impact
génétique (Alzheimer's Association, 2026 ; Scheltens et al., 2021).

Geéne | Protéine encodée Roéle pathologique et fonctionnel Impact Génétigue et Risque
(Données épidémiologiques)
APOE | Apolipoprotéine E Facteur de risque génétique majeur Augmentation du risque de 3 a 4 fois (si
(notamment l'allele €4), associé a hétérozygote €3\ €4) et jusqu'a 12 a 15 fois
I'accumulation des peptides amyloides et a (si homozygote €4\ £4).
I'inhibition de leur clairance.
APP Protéine Gene de la protéine précurseur de I'amyloide ; | Pénétrance quasi-totale (~100%). Cause
précurseur de ses mutations entrainent une surproduction de | directe mais rare, impliquée dans moins de
I'amyloide peptides AB42 formant les plaques amyloides. 1% des cas totaux (Forme familiale).
PSEN1 Préséniline 1 Composant catalytique essentiel du complexe Pénétrance quasi-totale (~100).

¥-secrétase ; ses mutations induisent un
clivage anormal de I'APP (fortement lié a la
forme familiale précoce).

Responsable de 30% a 70% des formes
familiales précoces.
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PSEN2 Préséniline 2 Composant du complexe ¥-secrétase ; ses Pénétrance élevée (~95%). Cause tres rare,
mutations sont moins fréquentes mais représentant moins de 5% des formes
contribuent également a la forme familiale | familiales.
précoce de la maladie.
MAPT Protéine Tau Code pour la protéine Tau associée aux Modificateur de phénotype. Indispensable
microtubules ; sa hyperphosphorylation a la neurodégénérescence (Le risque
conduit & la formation de dégénérescences dépend de la synergie avec AP).
neurofibrillaires (DNF).
TREM2 TREM2 Reécepteur exprimé sur les cellules Augmentation du risque de 2 & 4 fois en
microgliales ; régule la réponse inflammatoire cas de mutations rares (comme R47H).
et la clairance des débris cellulaires.
SORL1 SorLA Oriente le trafic intracellulaire de I'APP ; sa Augmentation du risque de 1.5 a 3 fois
sous-expression redirige I'APP vers la voie pour les variants associés aux formes
amyloidogéne. tardives.
Autres ABCA7, CLU, Genes de susceptibilité associés au 5% - 10%(De I'ensemble des facteurs de
génes PICALM métabolisme lipidique, a la réponse risque secondaires)

immunitaire et a I'endocytose.

Dans cette étude, nous avons choisi de nous focaliser sur deux génes clés, APP (Amyloid

Precursor Protein) et APOE (Apolipoprotein E), en raison de leur implication majeure dans la

maladie d'Alzheimer. Ces genes représentent une pierre angulaire de la recherche génétique sur

cette pathologie, tant par leur réle dans les mécanismes biologiques sous-jacents que par leur

contribution a la susceptibilité et a I'évolution de la maladie.

1. Le gene de la protéine souche amyloide (gene APP):

Ce géne code pour une protéine membranaire intégrale appelée protéine souche amyloide béta. Le

clivage anormal de cette protéine par des enzymes (B- et y-sécrétases) entraine la libération de

peptides B-amyloides (B), qui s'accumulent dans les espaces intercellulaires pour former des

plaques amyloides. Il s'agit de la caractéristique histologique des formes génétiques précoces de la
maladie (Hardy & Higgins, 1992).
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2. Geéne de I'apolipoprotéine E (APOE) :

Ce géne, situé sur le chromosome 19, code pour I'apolipoprotéine E, une protéine essentielle au
transport des lipides et du cholestérol ainsi qu'a la réparation des membranes cellulaires du systeme
nerveux central (Mahley, 1988).

Le gene APOE présente un polymorphisme et possede trois alléles principaux fréquemment
rencontrés dans la nature : €2, €3 et €4. Chaque individu hérite d’un all¢le de sa mére et d’un autre
de son peére, ce qui donne un génotype diploide déterminant son risque de developper la maladie
(Corder et al., 1993).

Le géne &4 est le principal facteur de risque génétique des formes sporadiques et tardives de la
maladie d'Alzheimer. Si une personne heérite d'un all¢le €3 ou €2, son risque de développer la
maladie est multiplié par trois environ. Si elle hérite de deux alleles €4 (un du pere et un de la

meére), ce risque est multiplié par douze par rapport aux autres transmissions (Farrer et al., 1997).

11.3. Matériel:

Dans cette étude, nous avons utilisé plusieurs bases de données, outils bioinformatiques et logiciels
pour effectuer une analyse proténomique comparative et une analyse génomique structurale des
génes APP et APOE :

11.3.1.Bases de données biologiques :

I1. 1.1. Définition du Centre national d'information sur la biotechnologie (NCBI) :

Le Centre national d'information sur la biotechnologie (NCBI) a été créé en novembre1988 au sein
de la Bibliothéque nationale de médecine (NLM) aux Etats-Unis. Le centre a étéchoisi pour son
expertise dans la création et la maintenance de bases de données biomédicales. En tant que membre
des Instituts nationaux de la santé (NIH), il a pu mettre en place un programme de recherche interne
en biologie moléculaire computationnelle. La mission du centre est de développer de nouvelles
technologies de l'information pour faciliter la compréhension des processus moléculaires et
génétiques fondamentaux qui régissent la santé et la maladie. Le centre a été créé pour accomplir

ces quatre principales missions (Jack, 1999).
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La classification du Centre national d'information sur la biotechnologie (NCBI) comprend les
noms et les classifications des organismes pour chaque séquence des bases de données de
séquences nucléotidiques et protéiques de la Collaboration internationale sur les bases de données
de séquences nucléotidiques. Depuis sa derniére révision en 2012, cette ressource a fait I'objet de
nombreuses améliorations. Plus particulierement, le systéme est passé d'une base de données SQL
unique a une série de bases de données interconnectées, liées a un cadre de données appelé
NameBank. Cela signifie que les relations entre les éléments de données peuvent étre modifiées
avec plus de précision, permettant ainsi d'enrichir les explications des synonymes, de distinguer
les noms présentant des caractéristiques spécifiques, d'améliorer le suivi des publications associées
aux noms et d'améliorer les explications des autorités et des types scientifiques. De plus, les
pratiques utilisées par les taxonomistes du NCBI pour les principaux groupes taxonomigques sont

décrites,

la terminologie de la taxonomie du NCBI est expliquée, les ressources externes sont mentionnées

et les mises a jour d'autres outils et ressources sont documentées (Schoch et al., 2020).

Le NCBI héberge un large éventail de bases de données, de ressources et d'outils analytiques pour
la recherche scientifique. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Parmi ses bases de données les plus importantes figurent :

e PubMed : une base de données massive contenant les résumés et les références de millions
d'articles scientifiques publiés dans des revues biomédicales et de sciences de la vie.

e PubMed Central (PMC) : Une archive numérique gratuite offrant un accés complet au texte
intégral d'articles scientifiques évalués par des pairs dans les domaines biomédicaux et des
sciences de la vie.

e GenBank : Une base de données de séquences d'/ADN et d'ARN.

e Autres bases de données : Celles-ci comprennent des bases de données sur les protéines,
les génomes, les variations génétiques telles que dbSNP, la structure moléculaire, et bien
d'autres.

e Développement d'outils de recherche et d'analyse : Le centre met a disposition des logiciels

performants pour la recherche dans les bases de données et l'analyse des séquences
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biologiques et autres données. Parmi les plus connus, BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) est utilisé pour comparer les séquences d'’/ADN ou de protéines.

e Soutien a la recherche et au développement scientifiques : Le centre vise a développer de
nouvelles technologies de l'information pour faciliter la compréhension des processus
moléculaires et génétiques fondamentaux qui régissent la santé et la maladie.

e Faciliter I’échange d’informations : Il vise a faciliter I’utilisation des bases de données et
des logiciels par la communauté mondiale de la recherche scientifique et médicale (David
et al., 2005).

< winiPublfled

B i()techn()l() gy Basic Local Alignment Search Tool

NCBI Information [Fiiy m==s

Figure 15: Plateformes bioinformatiques des principales banques de données et outils de
recherche exploités (NCBI, PubMed et BLAST). https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/

I1. 1.2. Base de données UniProt (Ressource universelle des protéines) :

I1 s’agit d’une base de données exhaustive et ouverte contenant des informations fonctionnelles et
des séquences protéiques, créée en 2002 (suite a la fusion des bases de données Swiss-Prot,
TrEMBL et PIR). Elle constitue la principale référence mondiale, supervisée par un groupe
d’instituts de biologie internationaux : 1’Institut européen de bioinformatique (EMBL-EBI),
I’Institut suisse de bioinformatique (SIB) et la Protein Information Foundation (PIR). Nous I’avons
utilisée pour extraire les séquences primaires (acides aminés) des protéines APP et APOE avec
leurs trois alleles (€2, €3, €4), ainsi que pour obtenir des caractérisations fonctionnelles précises et

I’identification des domaines structuraux (UniProt Consortium, 2025).
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Figure 16 : La plateforme UniProt utilisée pour I'extraction des séquences protéiques
https://www.uniprot.org/

I1. 1.3. Notepad++ (Editeur de texte) :

Notepad++ est un éditeur de texte et un environnement d'édition libre et gratuit, compatible avec
Windows (développé par Don Ho). Dans ce projet de bioinformatique, ce programme a été un outil
essentiel pour la gestion et le nettoyage des fichiers FASTA. Il nous a permis de Vérifier les
transcrits de nucléotides et de protéines avant leur intégration dans les logiciels d'analyse. Cet
éditeur est unique car il permet de modifier les en-tétes de fichiers, de supprimer les espaces et les
caractéres indésirables susceptibles d'affecter la précision des outils dalignement et de
modélisation, et d'organiser et structurer rapidement et efficacement les données textuelles

extraites des bases de données. https://notepad-plus-plus.org/

Il. 1.4. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool):

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) est un programme de recherche de similarités de
séquences. Le NCBI (National Center for Biotechnology Information) gére le serveur BLAST,

accessible via une page web (David et Medha, 2008).

- BLAST est un puissant algorithme informatique utilisé pour comparer des séquences
biologiques (telles que les séquences d'’ADN et de protéines) et déterminer leur similarité.
- BLAST est un outil fondamental en bioinformatique pour trouver des séquences similaires
a une séquence donnée, que ce soit au sein du méme organisme ou chez d'autres

organismes.

BLAST est extrémement rapide lors du processus de comparaison : il peut analyser une séquence

et la comparer a la base de données GenBank en quelques secondes.
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La comparaison de séquences nucléotidiques ou protéiques provenant d'organismes similaires ou
différents est un outil trés efficace en biologie moléculaire . En trouvant des similarités entre les
séquences, les scientifiques peuvent déduire la fonction de genes nouvellement séquenceés, prédire
de nouveaux membres de familles de genes et explorer les relations évolutives. Grace au
séquencage du génome entier, la recherche de similarités de séquences peut désormais étre utilisée
pour prédire I'emplacement et la fonction des régions codantes et de régulation de la transcription

dans I'ADN génomique (Tom, 2013). https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cqi

I1. 1.5. Outil MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform):

Ce logiciel et serveur trés performant permet de réaliser des alignements de séquences multiples
(AMS). Développé par I’'Institut de recherche sur les maladies microbiennes de 1’Université
d’Osaka au Japon, il a été utilisé dans cette étude pour aligner rapidement et avec précision les
séquences d’acides aminés et de nucléotides des génes APP et APOE chez les différentes especes
étudiées. Son intérét réside dans 1’utilisation d’algorithmes de transformée de Fourier rapide, qui
nous ont permis de localiser et de suivre avec précision les résidus d’acides aminés conservés entre

les espéces et de les comparer aux formes mutées de la maladie d’ Alzheimer (Katoh & Standley,

2013). https://mafft.cbrc.jp/

Il. 1.6. MEGA12 (Analyse genetique de I'évolution moléculaire, version 12) :

MEGAZ12 est un logiciel complet et largement utilisé dans le domaine de I'analyse de I'évolution
moléculaire et de la génétique. 1l a été développé pour permettre aux chercheurs et aux étudiants
de réaliser des analyses évolutives complexes sur les séquences d’ADN, d’ARN et de protéines.
MEGA12 offre un ensemble complet doutils et de fonctions, notamment :
https://www.megasoftware.net/

- Alignement de séquences : Inclut des outils pour l'alignement de séquences multiples, tels
que Clustalw et MUSCLE.

- Construction d'arbres phylogénétiques: Prend en charge diverses méthodes de

construction d'arbres phylogénétiques.
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- Estimation des distances évolutives : Propose plusieurs modéles pour le calcul des distances

génétiques entre les séquences.

- Tests d'hypothéses évolutives : Inclut des tests statistiques pour évaluer des hypotheses

spécifiques sur I'évolution moléculaire.

- Analyse de I'horloge moléculaire : Analyse de la sélection (identification des sites soumis
a la sélection).

- Interface graphique conviviale (GUI) : facilite I’acces aux différents outils et I’interprétation
des résultats (Tamura K et al., 2021).

Ces dernicres années, le séquencgage du génome est devenu un outil tres efficace pour 1’étude d’un
large éventail de systémes biologiques. De nombreuses étapes de I’interprétation des données de
séquences brutes nécessitent une analyse comparative des séquences moléculaires a chaque point
temporel afin de révéler les différences fonctionnelles

au sein du génome. MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis), un programme convivial
développé pour I’analyse des données de séquences d’ADN et de protéines, fournit une suite
d’outils pour réaliser ces analyses. MEGA permet un large éventail d’investigations, telles que
I’alignement de séquences, la construction d’arbres phylogénétiques, 1’estimation des distances et
des différences geénétiques, et la détection des sequences ancestrales. Plusieurs techniques
bioinformatiques permettent d’estimer les connaissances passées sur les organismes a partir de
leurs connaissances actuelles. Un arbre phylogénétique est similaire a un arbre évolutif en ce qui
concerne les relations entre les entités biologiques, et les diagrammes arborescents illustrent les
relations entre différentes espéces, organismes, genes, etc., au sein de la structure d'un arbre
phylogénétique. Des analyses peuvent étre effectuées sur les séquences d'acides nucleiques, de
protéines, d'acide desoxyribonucléique (ADN) et d'acide désoxyribonucléique (ARN) (Giilsah,
2023).
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Figure 17 : logiciel MEGA 12 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) illustrant les
différents modules d'analyse (Alignement, Phylogénie, et Distances
génétiques).https://www.megasoftware.net/

Il. 1.7. Serveur ProtParam (Expasy) :

Cet outil d’analyse informatique est disponible sur le portail de I’Institut Suisse de Bioinformatique
(SIB). Il a été utilisé pour prédire et calculer les parametres physico-chimiques des protéines APP
et APOE, ainsi que de leurs isoformes mutantes. Il permet notamment de déterminer la masse
moléculaire, le point isoélectrique (pl), la composition en acides aminés, le coefficient
d’absorption cellulaire, la demi-vie et I’indice d’instabilité, qui indique la stabilité de la protéine

in vitro (Gasteiger et al., 2005).

Expasy*“

Figure 18 : Serveur ProtParam (Expasy) https://www.uniprot.org/

I1. 1.8. Base de données InterPro :

Il s’agit d’une plateforme analytique intégrée supervisée par I’Institut européen de bioinformatique
(EMBL-EBI). Elle est considérée comme une référence mondiale pour la classification des

protéines en familles et ’identification des domaines structuraux et des sites actifs. Dans cette
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étude, elle a été utilisée pour réaliser une analyse exhaustive des séquences d’acides aminés d’ APP
et d’APOE, confirmer la localisation précise des domaines fonctionnels et les comparer entre
I’homme et des organismes modeles afin de confirmer leur conservation évolutive (Paysan-
Lafosse et al., 2023).

0 InterPro

Figure 19 : Base de données InterPro. https://www.ebi.ac.uk/

11. 1.9. Serveur SWISS-MODEL.:

Ce systeme entiérement automatiseé permet de modéliser la structure 3D des protéines par
modélisation par homologie. Géré conjointement par 1’Institut suisse de bioinformatique (SIB) et
I’Université de Bale, il a été utilisé pour construire des modeles structuraux 3D des protéines APP
et APOE (pour les alleles €2, €3 et €4) ainsi que de leurs homologues dont les structures cristallines
expérimentales ne sont pas disponibles dans la Brain Protein Bank. Ces modeles ont été construits
a partir des meilleurs modéles conformationnels disponibles dans la World Protein Data Bank
(PDB) (Waterhouse et al., 2018).

SWISS-MODEL®

Figure 20 : Serveur SWISS-MODEL. https://swissmodel.expasy.org/

36


https://www.ebi.ac.uk/
https://swissmodel.expasy.org/

partie pratique Chapitre 11

I1. 1.10. PyMOL (Molecular Graphics System):

Il s’agit d’un logiciel libre (actuellement géré par la Fondation Schrodinger) spécialisé dans la
visualisation et I’appariement moléculaires tridimensionnels. I1 a été utilisé lors de la phase finale
de ce travail pour lire les fichiers de structure spatiale étendue (.pdb) extraits de SWISS-MODEL,
ce qui nous a permis d’effectuer une superposition structurale et de comparer des protéines
normales et mutantes (telles que les alleles APOE €2, €3 et €4), de colorer et de localiser
précisément les mutations, et d’étudier les modifications des liaisons hydrogene et des ponts salins

induites par ces changements génétiques (DeLano, 2020).

11.4. Méthodes:

Dans cette étude, nous avons extrait les sequences nucléotidiques des genes APP et Apoe,
sélectionnés chez I'numain (Homo sapiens) et associés a la maladie d'Alzheimer, a partir de la base
de données NCBI au format FASTA. Nous les avons ensuite comparées aux séquences des mémes
genes chez des organismes étroitement apparentés (Mus musculus, Rattus norvegicus, Canis lupus
familiaris, Pan troglodytes, Macaca mulatta). Nous avons également recherché des mutations dans
ces genes: (mutation Swedish K670N/M671L) dans gene APP et alleles (2, €3, €4) dans géne
Apoe.

Enfin, nous avons aligné et comparé ces séquences a l'aide des logiciels mentionnés
précédemment.

11.4.1. BLAST :

Le traitement des données BLAST a fourni des informations sur le pourcentage d’identité et la
signification statistique (valeur E) des séquences nucléotidiques analysées. Ce processus a
également géneré des outils de visualisation des résultats, notamment un diagramme de points
illustrant les similarités entre les séquences et un graphique récapitulatif offrant une vue
d’ensemble de 1’analyse génomique comparative.

+ Etude comparative des génes au sein de I’échantillon étudié :

Lors de la comparaison des séquences géniques a 1’aide de BLASTN, nous obtenons plusieurs
indicateurs importants :
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v La couverture de la requéte exprime le degré de similarité entre les deux séquences
nucléotidiques.

v Le pourcentage d’identité refléte le degré de similarité de la composition en acides
nucléiques entre les régions correspondantes.

v' La valeur E indique la probabilit¢ d’occurrence de correspondances aléatoires
similaires. Plus la valeur E est faible (proche de zéro), plus la probabilité que la
correspondance soit réelle et non une simple coincidence est élevée.

11.4.2. MEGA 12:

Les séquences nucléotidiques AMS obtenues avec le programme MAFFT ont ensuite été traitées
avec MEGA 12.

MEGA 12 a été utilisé pour aligner les séquences et construire un arbre phylogénétique selon
I'algorithme de liaison par la méthode des construction/test de I'arbre de vraisemblance maximale
(ML).

11.4.3. Serveur ProtParam (Expasy):

Nous avons utilisé cet outil pour calculer les propriétés physico-chimiques des protéines Wolpeti,
a savoir la masse moléculaire (Mw), la neutralité électrique (pl) et I'indice d'instabilité, afin de
déterminer la stabilité computationnelle des protéines APP et APOE (normale et mutante).

11.4.4. Plateforme InterPro:

Nous avons utilisé cette plateforme pour réaliser un balayage complet des séquences d'acides
aminés afin d'identifier les domaines structuraux et les sites actifs des protéines étudiées. L'objectif
était de confirmer la conservation et I'nomologie de ces domaines fonctionnels entre I'homme et
les organismes modeles.

11.4.5. Serveur Swiss Model:

Nous avons utilisé ce serveur pour construire et prédire la structure 3D des protéines APP et
APOE et de leurs alleles (€2, €3, €4). Nous avons eu recours a la modélisation par homologie en
les comparant a des modéles structuraux cristallisés expérimentalement et disponibles dans la
Protein Database (PDB).

11.4.6. Programme PyMOL.:

Nous l'avons utilisé pour la visualisation et la modélisation moléculaire 3D des fichiers .pdb
extraits. Le but était de réaliser une comparaison spatiale (superposition) entre les structures
normales et mutantes (par exemple, en comparant les alleles (2, €3 et €4) afin d'identifier la
localisation des mutations et d'étudier leur effet sur les liaisons chimiques.
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I. Résultats:

I.1- Analyse comparative du gene APP (Protéine précurseur de I'amyloide):
Nous nous sommes concentrés sur le gene APP, I'un des genes les plus importants responsables de

la formation des plaques béta-amyloides associées a la maladie.

Nous avons extrait la séquence d’/ARNm normalisée du géne APP de la base de données NCBI,
puis sélectionné un modeéle de mutation connu sous le nom de mutation Swedish. (KM670/671NL)
Cette mutation importante augmente la production de béta-amyloide et est fréquemment utilisée

dans les études de référence.

Aprés avoir comparé la séquence normale et la sequence mutante (mutation Swedish) du géne APP
a l'aide de l'outil BLAST, des résultats précis ont été obtenus montrant le degré de similarité entre

les deux séquences.

Les résultats ont montré ce qui suit :

Séquences produisant des alignements significatifs Télécharger - Sélectionner les colonnes ~  Montrer e
tout sélectionner 1 séquence sélectionnée Graphique Visionneuse MSA
L L Score  Score Couveriure Valeur Per  Acc
Description Nom scientifique P rnian

maximal total de requéte E Ident Len
-

AMPP_ARNm_Mutation_Suédoise [organisme=Homo sapiens] [Mutation=Suédoise K6TON/M... 6606 6606 100% 0.0 9994% 3583 Requéte_ 7827879

Figure 21 : Résultats de I'alignement de la séquence d’ARNm progéniteur du géne APP avec la
séquence mutante (mutation Swedish K670N/M671L) a l'aide de I'outil BLASTn.

e Couverture : 100 %, ce qui signifie que la séquence mutée est parfaitement alignée sur
la séquence de référence.

e Pourcentage d’identité : 99,94 %, un pourcentage trés élevé indiquant une forte
similarite entre les deux sequences, avec des difféerences minimes.

e Valeur E : 0,0, ce qui indique que I’alignement n’est pas aléatoire et est statistiquement
trés significatif.

e Score total et score maximal : 6 606, ce qui indique la robustesse et la qualité de

I’alignement entre les deux séquences.
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Ces résultats montrent que la séquence mutée (mutation suédoise) est trés proche de la séquence

naturelle en termes de structure génétique, avec seulement quelques différences ponctuelles.

Cette image montre le résumé graphique de I'alignement, ou la barre rouge représente un score de

correspondance trés élevé (Score > 200) le long de la séquence de requéte s'étendant sur environ

3583 bases nucléotidiques:

Répartition des meilleurs1Explosion de coups surséquences de sujets

| | | |
1 700 1400 2100 2800 3500

Figure 22: Représentation graphique de la distribution des meilleurs alignements
séquentiels du géne APP via BLAST.

Cette image, extraite de l'outil MSA Viewer du NCBI, illustre l'alignement de la séquence
consensus avec deux séquences cibles (requétes). Une fine ligne verticale rouge est visible a
la position 2200 environ, indiquant précisément I'emplacement de la mutation ponctuelle.
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Query 7627877 i1 [V oz [
Query 7827879 il %)

£

Figure 23 : Visualisation de lI'alignement multiple des séquences (MSA Viewer) du gene
APP montrant le site de la mutation.

I.1.1- Comparaison des séquences nucléotidiques des genes APP :

Mus musculus ; Rattus norvegicus; Canis lupus familiaris ; Pan troglodytes et Macaca mulatta
font référence a Homo sapiens:
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Tableau 2 : Genes APP de comparaison pour chacun des Mus musculus ; Rattus
norvegicus;Canis lupus familiaris ; Pan troglodytes et Macaca mulatta faisant reférence a

Homo sapiens.

Géne | Organisme Chr Localisation Nombre | Longueur
d'exons
NC_000021.9
APP | Homo sapiens 21 | (25880550..26171128,complement) 20 290,585 nt
Géne | Organisme | Chr | Localisation Nombre | Longueur | Query | Per.ldent | E.value
d’'exons cover
Mus 16 NC_000082.7 20 220,952 nt | 93% | 88.12% 0.0
musculus (84751236..84972187,
complement)
Rattus 11 NC_086029.1 18 283,589 nt | 65% | 89.27% 0.0
norvegicus (37506207..37724351,
APP complement)
Canis 31 NC_051835.1 18 341,945nt | 96% | 90.13% 0.0
lupus (21405966..21669000,
familiaris complement)
Pan 22 NC _072420.2 18 370,256 nt | 65% | 99.70% 0.0
troglodytes (26667179..26951990,
complement)
Macaca 3 NC 133408.1 19 372,521 nt | 100% | 97.60% 0.0
mulatta (21326364..21612918)

= La couverture de la requéte dans le résultat BLAST est de 100 %, ce qui signifie que la
séquence requéte est entierement alignée avec la séquence cible dans la base de données.
Aucune partie de la séquence requéte n'est laissée non alignée ou inutilisée dans la

correspondance (SequenceServer., 2023) .

= Valeur E (Valeur attendue) Nombre d'alignements atteignant un certain score ou plus et

susceptibles d'étre observeés aléatoirement dans une base de données de cette taille. Plus les
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valeurs sont faibles, plus les alignements sont significatifs. Les valeurs proches de 0 sont
les plus significatives.

= Par identité Pourcentage de correspondances identiques entre la séquence requéte et la
séquence cible le long de la longueur d'alignement, indiquant la similarité des deux régions
a la base (ADN/ADN).

Le tableau 2 montre que tous les génes different par le nombre d'exons et présentent des longueurs
et des taux de couverture de séquence variables

Par ailleurs, toutes les espéces étudiées présentent une forte similarité avec I'humain, avec les
pourcentages de concordance suivants :

e Macaca mulatta : 97,60 %

e Pan troglodytes : 99,70 %

e Canis lupus familiaris : 90,13 %

e Mus musculus : 88,12 %

e Rattus norvegicus : 89,27 %

D - Scientific Max = Total Query E Per Acc
S Name Score Score Cover wvalue Ident Len Accession
-

XM_015133068.3 APP [organism=Macaca mulatta] [GenelD=100427716] [transcript=X1] 6141 6141 100% 0.0 97.60% 3584 Query 5830920
NM_001006601.2 Canis lupus familiaris amyloid beta precursor protein (APP), transcript variant 1, mRNA 4460 4460 96% 0.0  90.13% 3442 Query_5830919
NM_001013018.1 Pan troglodytes amyloid beta precursor protein (APP). mRNA 4233 4233 65% 00 99.70% 2313 Query_5830921
NM_001198823 1 Mus musculus amyloid beta precursor protein (App), transcript variant 1, mRNA 3956 3956 93% 0.0  88.12% 3377 Query_5830917
NM_019288 2 App [organism=Rattus norvegicus] [GenelD=54226] 2929 2929 65% 0.0 89.27% 2340 Query_5830918

Figure 24 : Résultats de I'alignement de séquences nucléotidiques par BLASTN pour le gene
APP chez différentes especes.

Ces résultats indiquent que le géne APP est fortement préservé tout au long du processus évolutif
chez les mammiferes, avec une attention particuliere portée sur les primates. La plus grande
ressemblance a été notée entre I'nomme (Homo sapiens) et le chimpanzé (Pan troglodytes), avec
un taux de similarité de 99,70 %, suivi de prés par le macaque (Macaca mulatta) avec un taux de
97,60 %.(table 2)

Ces observations indiquent une étroite relation évolutive entre I'nomme et les primates en ce qui
concerne le gene APP, et soutiennent l'usage de ces especes comme modeles d'étude pour
comprendre les processus moléculaires liés a la maladie d'Alzheimer et I'évolution des mutations

touchant ce géne.
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1.1.2- Etude comparative représentative:

Distribution of the top 5 Blast Hits on 5 subject sequences

| auery | | |
1 J00 1400 2100 2800 3500

Figure 25 : Graphique comparatif montrant les similitudes et les différences du géne APP chez
:Mus musculus ; Rattus norvegicus ; Canis lupus familiaris ; Pan troglodytes et Macaca mulatta,
en référence & Homo sapiens.
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Figure 26 : Visualisation de I'alignement multiple des séquences (MSA Viewer) du géne
APP montrant le similitudes et les différences du géne APP chez chez différentes espéces.

v’ Sequence requéte : en couleur verte, elle illustre la séquence de nucléotides du géne
chez I'Homo sapiens.

v Séquence sujet : représente la séquence nucléotidique du gene chez Mus musculus ;
Rattus norvegicus ; Canis lupus familiaris ; Pan troglodytes et Macaca mulatta,

La figure 25 et 26 démontre une forte persistance des séquences parmi toutes les espéces
examinées en comparaison avec Homo sapiens, illustrée par la présence dominante de barres
rouges symbolisant des scores d'alignement égaux ou supeérieurs a 200. Plutdt que de déemontrer
des différences totales, les résultats exposent d'importantes similitudes, avec Macaca mulatta
affichant I'nomologie de séquence la plus élevée. Les différences mineures et les variations
évolutives se concentrent dans des zones précises et se traduisent par des remplacements ou

absences de nucléotides qui se répartissent, notamment chez Mus musculus et Rattus norvegicus.

43



partie pratique Chapitre 111

1.1.3- Alignement multiple des séquences (AMS):

Dans cette étude, les séquences d'ARNm du gene APP (Amyloid Precursor Protein) de plusieurs

especes ont été alignées a l'aide du logiciel MAFFT.

MAFFT-FET-NS-i Result

CLUSTAL format slignment by MAFFT (v7.511)

FM_000484. gtcagrttcctcggcagcggtaggogagageacgeggaggagcqrgcgeg-ggggceceg
M 0010130

¥M_ 0151330 gtcagtttcotoggoago tegga gcg-g9g99g c

KM 0010066

WM 0011988 gtcagtttcctcggegg gcaga acc

NM_019288.

NM_000484. ggagacgucygcggtggcygcgcgay gcac

NM_ 0010130

XM 0151330 ggagacgUcggcgUtygtadcacegy gcac

NM_0010066

NM_ 0011988 ggagacggcggc---ggcggcgcggas gcac

NM_019288.

EM_000484. a2 LEVEL LS T BT LE S 2

NM_ 0010130 atgetgeccggrtgg:

0151330 <. gCUaTgCTgCCCgattiggcactgctooty

NM_0010066 gcgatgerg: gcttrggogetggrectg

NM_0011988 Togg TCacgatgetgeccagettggeactgetacty

WM 013288, TCacgatgetgeccagectggcactgetectg
*************************

EM_000484. ggraatge:

NM_ 0010130 taatgc:

¥™_ 0151330
KM 0010066 CtogectcCtggacggctcgggcgttguagy
M 0011988 TT

NM_019288. tt cggtctgctg

FM_000484. gotga
MM 0010130 getga
¥M 0151330 gctga

Les résultats ont ensuite été présentés et analysés avec le logiciel MEGA afin d'identifier les

gatTgCCatgtTetgTggc 13
igattgccatgrtetgrog:
gatcgecatgrretgray:

domaines et nucléotide hautement conservés au cours de I'évolution.

| DNA Sequences  Translated Protein Sequences
|| species/abbry
| owooseas (ol BN o1 N N NN - - N - IS - N < - - - - - - - - -
2 MM 0010130181 [|= = = =« = & & o o L L o h e & f & m & e & e e e e e f & e e e e e e f e m e e e m o m o m—m oo -
| 5 onorszsos [ SNENERH -« - S - N NGO - - - NG« O - - < - - - - - O - - -
1 =11 =3 I S
& woorreeszs. o [ BN - -1« - - N - NS - - - N - B - N - - - - - - I I -H - I
R L - - [
|

Nous construisons I'arbre phylogénétique a partir des données AMS en utilisant le logiciel MEGA
12. Nous avons choisi la méthode de construction/test de I'arbre de vraisemblance maximale (ML)

car elle est considérée comme la plus précise et la plus robuste scientifiquement.

ag — NM 0004844
100 [ NM 001013018.1

XM 015133068 3
MM 0010066012

| NM 001198823 1
100 | MM 019288 2

—_—

0.01

Figure 27: Arbre phylogénétique des séquences nucléotidiques du géne APP de Homo

sapiens et ses orthologues chez d'autres espéces de mammiferes. sous le logiciel MEGA 12.
Les valeurs de bootstrap (basées sur 1000 réplications) sont indiquées au niveau des nceuds. L'échelle
(0.05) représente le nombre de substitutions de nucléotides par site.
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1.1.4- Etude de classification moléculaire des génes APP codant :

Etude génétique et analyse moléculaire du géne App et étude de la phylogénie par analyse et
traitement des séquences nucléotidiques a l'aide du site BLASTA

Il existe une relation génétique et évolutive étroite entre les humains (Homo sapiens) d'une part, et
les autres espéces étudiées : les chimpanzés (Pan troglodytes), les macaques (Macaca mulatta),
les chiens (Canis lupus familiaris), les rats (Rattus norvegicus) et les souris domestiques (Mus

musculus) d'autre part.

@ NM_001006601.2 Canis lupus familiaris amyloid beta precursor protein (APP), transeript variant 1, mRNA

@NM_001198823.1 Mus musculus amyloid beta precursor protein (App), transcript variant 1, mRNA

INM_019288.2 App |organism=Rattus norvegicus| [GenelD=54226]

T *XM_015133068.3 APP [organism=Macaca mulatta | |GenelD=100427716] [transcript=X1]

NM_(K0484 4 APP [organism=Homo sapiens| [GenelD=351] [transcript=1]

FNM_001013018.1 Pan troglodytes amyloid beta precursor protein (APP), mENA

#Tupaia belangeri amyloid protein precursor 770 mRNA, complete cds, alternatively spliced

Multiple organisms | 34 leaves

odd-oed ungulates | 5 leaves

rodents and placentals | 9 leaves

“PREDICTED: Propithecus coquereli amyloid beta (A4) precursor protein (APP), transcript variant X1, mRNA
“PREDICTED: Microoebus murinus amyloid beta precursor protein (APP), transcript variant X1, mENA

Success

—¢
1
j[ ]—‘pnm;ne: |3 leaves

=l prinates | 2 leaves

o prinates | 3 leaves

’7 *PREDICTED: Saimiri boliviensis amyloid beta precursor protein (APP), transcript variant X1, mRNA
5 " primates | 2 leaves
|\, Ll primmates | 5 leaves

[‘prim.nes 6 leaves

primates | 17 leaves

£~ PREDICTED: Nomascus leucogenys amyloid beta precursor protein (APP), transcript variant X1, mRNA
“—' FREDICTED: Hylobates moloch amyloid beta precursor protein (APP), transcript variant X1, mRNA
- PREDICTED: Symphalangus syndactylus amyloid beta precursor protein (APP), ranscript variant X1, mRNA
7 PREDICTED: Pongo pygmaeus amyloid beta precursor protein (APP), transcript variant X1, mRNA

"~ PREDICTED: Pongo abelii amyloid beta precursor protein (APP), transeript variant X1, mRNA
'PREDICTED: Gorilla gorilla gorilla amyloid beta precursor protein (APP), transcript variant X1, mRNA
primates and unknown | 5 leaves

Nodes 201(0 selected ) . View port at (0,0) of 1414x396 -

Figure 28: Arbre phylogénétique basé sur I'analyse de la séquence codée du géne APP,

montrantle degré de parenté génétique.
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Nous observons clairement une forte similarité évolutive et génétique entre le géne APP humain
et les génes APP des chimpanzés et des macaques rhésus, ce qui en fait les organismes les plus
proches sur le plan évolutif (Figure 28). A titre d'exemple supplémentaire de ramification de
groupe, nous observons également une forte similarité évolutive entre le géne APP de la souris et

celui du rat, formant une branche génétique commune représentant I'ordre des rongeurs (Figure28).
I.2- Analyse et Caractérisation de la Protéine APP:
1.2.1- Etude des propriétés physico-chimiques (ProtParam):

Le site web ExPASy ProtParam a été employé pour une analyse comparative des propriétés
physico-chimiques. On a extrait les séquences d'acides aminés de la protéine APP normale et de
la protéine APP mutante Swedish (KM670/671NL) en vue d'identifier et de quantifier des
biomarqueurs importants, tels que le poids moléculaire (Da), le point isoelectrique (pl) et le
coefficient de stabilité (I1). VVoici les résultats affichés dans le tableau suivant :

Tableau 3: Analyse comparative des caractéristiques physiques et chimiques de la protéine APP

normale et de la protéine APP affectée par la mutation Swedish (KM670/671NL) en se servant
de l'outil EXPASyY ProtParam.

Propriétés physico-chimiques APP normal APP Swedish mutant
Nombre d'acides amines 770 770
Point isoélectrique (pl) 4.73 4.72
Poids moléculaire (Da) 86943.95 86911.15
Indice d’instabilité (II) 40.69 40.31
Indice aliphatique 7318 73.69
GRAVY -0.584 -0.581
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L'analyse révele que la protéine APP normale et la protéine APP porteuse de la mutation Swedish
disposent d'un nombre identique d'acides aminés (770), ce qui indique que la mutation ne modifie

pas la longueur de la protéine. Tableau 3

Cependant, on a noté des variations mineures dans certaines caractéristiques physico-chimiques.
La forme mutante présente une légeére réduction de la masse moléculaire, due a la substitution de
deux acides aminés dans la chaine. On a également observé une modification légére du point
isoélectrique (pl) et de l'indice d'instabilité (1), couplée a une légére hausse de I'indice aliphatique,

tandis que la valeur GRAVY a maintenu une proximité avec la normale. Tableau 3

Méme si ces changements paraissent mineurs sur le plan numérique, ils peuvent créer
d'importantes conséquences biologiques, d'autant plus que la mutation Swedish est positionnée
pres de l'endroit ou 1'enzyme B-sécrétase clive, menant & une hausse de production du peptide 45

qui entraine la création des plaques amyloides liées a la maladie d'Alzheimer.

Ainsi, ces observations attestent que méme un léger changement dans la séquence des protéines

peut exercer une influence fonctionnelle importante sur le processus pathologique.

1.2.2.- Analyse des domaines protéiques (InterPro):

Nous avons suivi ce travail comme une approche complémentaire en utilisant la plateforme
InterPro (EMBL-EBI), ou nous avons entré des séquences protéiques afin d'identifier et de
cartographier les domaines fonctionnels conservés et les familles de protéines, et de vérifier dans

quelle mesure la mutation affecte le niveau topologique global de la protéine.
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Figure 29 : Cartographie topologique détaillée de la protéine APP sauvage (770 aa) en mode
d'affichage complet (Full Display Mode) via la plateforme InterPro, illustrant I'organisation
globale des macro-domaines et des motifs structuraux conserves.
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Figure 30 : Cartographie topologique détaillée de la protéine APP mutée Swedish
(KM670/671NL) via InterPro, montrant une conservation stricte et une identité de 100% de
I'architecture des domaines par rapport a la forme sauvage.
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Nous avons effectué une analyse structurelle et d'application compléte via la plateforme InterPro
en utilisant le « mode vue compléte » pour suivre et cartographier avec précision la protéine APP
normale et la variante mutante Swedish (KM670/671NL) (Blum et al., 2021).

La comparaison visuelle des deux chaines a révélé une identité structurale et distributionnelle
compléte sur I'ensemble de la chaine peptidique de 770 acides aminés, avec l'identification précise

des composants structuraux communs suivants :

v' Familles de protéines conservées : Les deux chaines appartiennent a la méme famille de
protéines associée a la protéine béta-amyloide liée a la maladie d'Alzheimer, confirmant
leur nature de glycoprotéines grace au domaine (Amyloid_glyco) détecté (InterPro
Consortium, 2025).

v' Domaines sous-structuraux : La protéine mutante Swedish conserve tous les domaines
fonctionnels caractéristiques de la forme normale, sans délétion ni altération. Il s'agit
notamment des domaines d'acides aminés et du domaine de liaison au cuivre (APP_E1,
APP_N, APP_Cu), du domaine structural central stable (APP_E2, E2_sf) et du domaine
béta-amyloide critique a I'extrémité C-terminale (Amy..., Bet...) (Dawson et al., 2022).

v Résidus conservés : Une correspondance parfaite a été trouvée pour les sites fonctionnels
régulateurs conservés, en particulier le domaine d'inhibition protégé de type Kunitz
(Kunitz_BPTI) (Sigrist et al., 2013).

1.2.3.- Structure tridimensionnelle (SWISS-MODEL + PyMOL):

1. Modélisation conforme via le serveur SWISS-MODEL

Dans le but d'examiner l'effet structurel de la mutation Swedish a I'échelle spatiale, une
modélisation d'homologie a été réalisée pour prédire la structure tridimensionnelle (3D) de la
protéine humaine APP compléte (la version standard contenant 770 acides aminés) en utilisant le
serveur SWISS - MODEL. A partir des séquences primaires, deux modeles structurels distincts
ont été élaborés : I'un illustrant la version normale de la protéine (APP sauvage) et I'autre la version
avec la double mutation Swedish (KM670/671NL). Figure 8
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Le serveur a choisi les modeles structuraux de référence les plus performants disponibles dans la
Protein Data Bank (PDB), qui présentent la concordance la plus élevée et le plus large éventail de
couverture de séquence. Les deux modéles finaux ont été évalués sur la base d'indicateurs
géométriques et thermodynamiques standards (comme GMQE et QMEANDIsCo) (Studer et al.,
2020), ce qui a permis de valider avec certitude la robustesse, la précision et la qualité de ces
structures pour une analyse comparative détaillée.

Summary Templates 37 Models o Project Data v

Template Results o

Templates Quatemary Structure Sequence Similarity Alignment More + Build Models o

ISort  #Coverage +GMQE +QSQE #Identity $Method $0ligo State $Ligands Clear Selection

 Q5I880.1.AAmyloid-beta precursor protein
AlphaFold DB model of A4_PANTR (gene: APP, organism: Pan troglodytes (Chimpanzee))

v _ 0.68 = 99.87 AlphaFold v2 monomer v None

(m] 7mrm.1.A Fusion protein of Chicken CNTN3 FN1-FN2 domains and Amyloid-beta A4 protein Amyloid-beta A4 protein
Chicken CNTN3 APP complex

v II 0.16 = 93.57 X-ray, 2.8A homo-dimer A None

O 7mrm.1.A Fusion protein of Chicken CNTN3 FN1-FN2 domains and Amyloid-beta A4 protein, Amyloid-beta A4 protein

¥ i
Chicken CNTN3 APP complex /

v II 0.16 - 94.01 X-ray, 2.8A homo-dimer A None )
{
(m] 7mrm.1.B Fusion protein of Chicken CNTN3 FN1-FN2 domains and Amyloid-beta A4 protein, Amyloid-beta A4 protein )
Chicken CNTN3 APP complex B
v | | 0.15 - 9357 X-ray, 2.8A homo-dimer A None )
O 7mrm.1.B Fusion protein of Chicken CNTN3 FN1-FN2 domains and Amyloid-beta A4 protein Amyloid-beta A4 protein » \

Chicken CNTN3 APP complex

v . 0.15 n 94.01 X-ray, 2.8A homo-dimer A None

(m] 7mrk.1.A Amyloid-beta Ad protein
Chicken CNTN4 APP complex

v II 0.15 7 9357 X-ray, 2.0A hetero-dimer A None

[ 7mrk.1.AAmyloid-beta Ad protein
Chicken CNTN4 APP complex

Figure 31 :Prédiction de la structure tridimensionnelle (3D) de la protéine APP humaine
normale et mutante compléte (version standard composée de 770 acides aminés) via le serveur
SWISS-MODEL.
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2. Appariement spatial global et calcul de I'indice RMSD a I'aide du logiciel
PyMOL :

Pour examiner I'effet global de la mutation Swedish sur le repliement spatial de la protéine, nous
avons transféré les fichiers de coordonnées structurales obtenus dans I'environnement de
conception moléculaire PyMOL. Nous avons ensuite effectué une superposition structurelle des

deux brins en utilisant la commande "align™ .

Les données sur le fusionnement spatial ont démontré un recouvrement géométrique précis et
pratiquement idéal entre les deux structures ; la forme normale est représentée en vert et la forme

mutante en bleu. Figure 32 .

L'examen mathématique de cette correspondance a montré une valeur d'écart quadratique
moyenne extrémement basse, presque nulle (inférieure & 0,05 A). Cette mesure biophysique
témoigne clairement que la mutation Swedish ne cause aucun bouleversement ni altération de la
structure macroscopique de la protéine, et n'influence ni la répartition des hélices alpha ni la

configuration spatiale générale de I'APP.
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Figure 32: Superposition structurale 3D globale entre I'APP sauvage (représentée en vert) et la
variante mutée Swedish (représentée en bleu) sous PyMOL, illustrant un repliement spatial
identique et une conservation macro-conformationnelle totale.

2. Analyse de la localisation structurale et de ’environnement atomique du
site de mutation :

Afin de cartographier avec précision l'altération induite par la mutation au sein de cette grande
conservation structurale, les résidus d'acides aminés situés aux positions 670 et 671 ont été isolés
et agrandis, en adoptant un mode de représentation en batonnets (Sticks) et en les colorant en rouge

vif pour les individualiser, Figure 33.

L'examen visuel approfondi sous le logiciel PyMOL (DeLano, 2002) révele que cette double
substitution — ou l'asparagine remplace la lysine (K670N) et la leucine remplace la méthionine
(M671L) — induit un remaniement exclusivement micro-conformationnel (localisé). Cette
modification locale restreinte réorganise discrétement la densité des charges électriques ainsi que
I'encombrement stérique des chaines latérales d'atomes a la surface de la protéine, précisément au

niveau du site de reconnaissance et de clivage ciblé par I'enzyme B-sécretase.
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Figure 33 : Visualisation détaillée et zoomée sous PyMOL du site de la mutation Swedish
(représentée en rouge et en mode batonnets) au niveau des positions 670 et 671, illustrant
I'impact micro-conformationnel local au niveau du site de coupure de la 3-sécrétase.

1.3- Analyse comparative du gene APOE (Apolipoprotéine E):

Le gene APOE humain est constitué de quatre alléles (g1, €2, €3 et €¢4) Tableau 4 . Les alléles €2,
€3 et &4 sont dominants et diffus, et différent par la présence de mutations ponctuelles (SNP) au
niveau de deux loci spécifiques : rs429358 et rs7412. Ces mutations entrainent un changement
d’acide aminé aux positions 112 et 158 de la protéine (Liu et al., 2013). L’all¢le €1 est un alléle
mutant rare, et des études ont montré qu’il était peu fiable. Il existe ¢galement des alleles mutants

cliniquement rares (Feussner et Ziegler, 1992).
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Tableau 4 : Caractéristiques des alleles du gene APOE chez 1I’humain

Géne Position des SNP Acides amineés Effet (Maladie
Allele (rs429358 / rs7412) | (Pos 112/ Pos 158) Fréquence d'Alzheimer)
: Non défini (Associé 3
T/ T (+ mutation Cys/ Cys (+ \ on defini (Associe a
supp)* mutation) Trés rare certaines
el dyslipidémies)
& T/T Cys/ Cys Rare Protecteu.r (Diminue le
risque)
Référence / Normal
APOE ; !
€3 T/C Cys/ Arg Fréquent (Risque neutre)
- Ri 8levé (Fact
e4 CHEC Arg / Arg Moderé ISgue eIeve ( ackedr
de risque majeur)

On observe dans le tableau qu'a la position rs429358 : si le nucléotide est T, il donne I'acide

aminé Cys (cystéine). S'il est C, il donne Arg (arginine).

A la position rs7412 : si le nucléotide est T, il donne Cys. S'il est C, il donne Arg.

La différence réside dans :

€2 : c'est le seul allele présentant T a deux positions (donc Cys a deux endroits).

g4 : c'est le seul alléle présentant C a deux positions (donc Arg a deux endroits).

€3 : c'est I'allele mixte (T en premiere position et C en seconde).

Quant a €1 : il s'agit en réalité de 1'allele €2 (Cys/Cys) auquel une troisiéme mutation a été ajoutée

a un autre endroit (par exemple, en position 127). Par consequent, les références scientifiques le

classent systématiquement dans la catégorie des SNP «trés rares» et le distinguent de la

classification classique des SNP. (Feussner & Ziegler, 1992).

Nous avons choisi le géne APOE car il est responsable de la production d'apolipoprétine E, un

composant essentiel du transport des lipides dans le systeme nerveux, qui détermine la

prédisposition génétique a la maladie d'Alzheimer.
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Nous avons extrait les séquences d'ARNm des différents alleles APOE (g2, €3 et €4) de la base de
données NCBI.
Apres comparaison de ces séquences a l'aide de BLAST, nous avons obtenu des résultats précis
indiquant le degré de similarité entre elles.

- comparé les alleles mutants (2 et €4) avec ’alléle de référence (£3):
Les résultats ont montré ce qui suit :

selectall 2 sequences selected Graphics  Distance tree of results ~ MSA Viewer

Max  Total Query E Per.  Acc.

Descripti Scientific N ;
escption clentiic fams Score Score Cover value Ident Len  Accession
v
NM_000041.4_Mutated APOE_e4 Homo_sapiens 2099 2127 100% 00 9991% 1166 Query 166621
NM_000041.4_Mutated APOE_e2_Homo_sapiens 2099 2127 100% 0.0 9991% 1166 Query_ 166620

Figure 34 : Résultats de I'alignement de la séquence d’ARNm progéniteur du géne APOE &3
avec la séquence mutante APOE &2 et €4 a 'aide de 1'outil BLASTn.

= Couverture de la requéte : 100 %, confirmant que les séquences étudiées sont parfaitement
alignées en longueur avec la séquence de référence.

» Pourcentage d’identité : 99,91 %, indiquant fortement que les variations génétiques se
limitent a des polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) et ne sont pas dues a des
modifications structurales importantes.

= Valeur E: 0,0, confirmant que cette similarité n’est pas due au hasard, mais constitue un
indicateur statistiquement significatif d’une forte parenté génétique.

= Score maximal : 2148, reflétant la haute qualité et la précision du processus d’alignement.

Ces résultats indiquent que les différences fonctionnelles et cliniques entre les alléles (€2, €3,

€4) ne sont pas dues a un défaut dans la séquence génétique globale, mais plutdt a des mutations

locales précises (SNP) aux positions 112 et 158, ce qui explique la prédisposition génétique

différente a la maladie d'Alzheimer malgré la grande similarité dans la structure des génes.
Cette image montre le résumé graphique de I'alignement, ou la barre rouge représente un score de
correspondance tres €levé (Score > 200) le long de la séquence de requéte s'étendant sur environ

1100 bases nucléotidiques:
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Distribution of the top 4 Blast Hits on 2 subject sequences

e |
1 200 400 600 800 1000

Figure 35: Représentation graphique de la distribution des meilleurs alignements
séquentiels du gene APOE via BLAST.

1 @ 100 15 200 %0 300 350 400 450 00 3] sl L] 0 ™ 300 =0 900 90 1000 1050 100 1165
H T El T PFiewp

5

9| me véaop g X 3 R Toos + | B olumes | 5 Rows | ¥, Download + | i Coloring + | & 7 =

Sequence ID Start M5 550 555 560 E- s 575 580 5 5% 5% 600 3 &10 615 End Organism

‘consensus il TGECGCAAGCTGCGETAAGCGGCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGMIGCCTGECAGTGTACCAGGCCG L156

Query 30047 il 5] = 1166

Query 3992419 (41l i [ | 1,186

DMA: 545 - 616 (72 bases shown) - anchor consensus ¥ Rows shown: 2/2

Cette image, extraite de l'outil MSA Viewer du NCBI, illustre I'alignement de la séquence
consensus avec deux séquences cibles (requétes). Une fine ligne verticale rouge est visible a la
position 595 environ, indiquant précisément I'emplacement de la mutation ponctuelle.

50 100 150 200 250 300 350 400 [(REY 500 s50 O 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1030 100 1166
[ ] ] T [ o
S| Fin: leola & i o Tools « | B Coumns | B Rows | #, Downad | B Colorng - | 2 9
Sequence 1D Start M2 M4 M8 Mg 40 452 454 455 458 460 462 464 468 468 40 4 474 476 478 450 48 483 488 488 End | Orgmiem
Consensus WL | ¢ AcCATGGAGG GACGTG GMIGCGGECCGCCTGGTGCAGTA ATCCG G CGG®EGGAGS G TLO6 | ]
ey 7204333 (L |¥] m R [ ]
uery 7204335 oL [¥] | Rse [ ]

¢ Not avaiable " % Rows shown: 2/2

Cette image, extraite de l'outil MSA Viewer du NCBI, illustre I'alignement de la séquence
consensus avec deux séquences cibles (requétes). Une fine ligne verticale rouge est visible a la
position 4 environ, indiquant précisément I'emplacement de la mutation ponctuelle.

1.3.1- Comparaison des séquences nucleotidiques des genes APOE:

Mus musculus ; Rattus norvegicus; Canis lupus familiaris ; Pan troglodytes et Macaca mulatta
font référence a Homo sapiens:
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Tableau 5 : Genes APOE de comparaison pour chacun des Mus musculus ; Rattus
norvegicus;Canis lupus familiaris ; Pan troglodytes et Macaca mulatta faisant référence & Homo

sapiens.
Geéne Organisme Chr Localisation Nombre | Longueur
d'exons
NC_000019.10
APOE | Homo sapiens | 19 (44905796..44909393) 6 3,600 nt
Géne | Organisme | Chr Localisation Nombre | Longueur | Query | Per.ldent | E.value
d’exons cover
Mus 7 NC_000073.7 4,158 nt | 91% 76.80% 0.0
musculus (19430169..19434326, 7
complement)
APOE Rattus 1 NC_086019.1 3928nt | 85% | 77.87% 0.0
norvegicus (88481889..88485816, 6
complement)
Canis lupus 1 NC_051805.1 2,806 nt | 100% | 79.76% 0.0
familiaris (111055483..11105828 4
8, complement)
Pan 20 NC 072418.2 4 3,497 nt | 87% 98.52% 0.0
troglodytes (47862141..47865637)
Macaca 19 NC 133424.1 4 3,998 nt | 100% | 95.18% 0.0
mulatta (57412134..57416131)

= La couverture de la requéte dans le résultat BLAST est de 100 %, ce qui signifie que la
séquence requéte est entierement alignée avec la séquence cible dans la base de données.
Aucune partie de la séquence requéte n'est laissée non alignée ou inutilisée dans la

correspondance (SequenceServer., 2023) .

= Valeur E (Valeur attendue) Nombre d'alignements atteignant un certain score ou plus et
susceptibles d'étre observes aléatoirement dans une base de données de cette taille. Plus les
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valeurs sont faibles, plus les alignements sont significatifs. Les valeurs proches de 0 sont

les plus significatives.

= Par identité Pourcentage de correspondances identiques entre la séquence requéte et la

séquence cible le long de la longueur d'alignement, indiquant la similarité des deux régions

a la base (ADN/ADN).

Le tableau 5 montre que tous les génes different par le nombre d'exons et présentent des longueurs

et des taux de couverture de séquence variables

Par ailleurs, toutes les espéces étudiées présentent une forte similarité avec I'numain, avec les

pourcentages de concordance suivants :

Macaca mulatta : 95.18%

Pan troglodytes : 98.52%
Canis lupus familiaris : 79.76%
Mus musculus : 76.80%

Rattus norvegicus : 77.87%

select all 5sequences selected

Description Scientific
g Name

NM_001009007.1 Pan troglodytes apolipoprotein E (APOE), mRNA

XM_005616460.4 PREDICTED: Canis lupus familiaris apolipoprotein E (APOE), transcript variant X1, mRNA

NM_009696.4 Mus musculus apolipoprotein E {Apoe). transcript variant 1. mRNA

NM_001270681.1 Rattus norvegicus apolipoprotein E (Apoe). transeript variant 1. mRNA

Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer

Max | Total Query
Score  Score Cover
1842 1842 100%
1758 1787 &7%
1038 1038 100%
780 813 91%
774 811 85%

value
v

0.0
0.0
0.0
0.0
0.0

Per.
Ident
95.18%
98.52%
79.76%
76.60%
T7.87%

Acc.

Len Accession

1165 Query 5647437
1012 Query_5647436
1230 Query_5647435
1288 Query_5647438
1212 Query_5647439

Figure 36 : Résultats de I'alignement de séquences nucléotidiques par BLASTN pour le géne

APOE chez différentes espéces.

Ces résultats indiquent que le géne APOE est fortement préservé tout au long du processus

évolutif chez les mammiferes, avec une attention particuliére portée sur les primates. La plus

grande ressemblance a été notée entre I'nomme (Homo sapiens) et le chimpanzé (Pan troglodytes),

avec un taux de similarité de 98.52%, suivi de pres par le macaque (Macaca mulatta) avec un taux

de 95.18% .(Tableau 5)

Ces observations indiquent une étroite relation évolutive entre I'nomme et les primates en ce qui

concerne le géne APOE , et soutiennent l'usage de ces especes comme modeles d'étude pour
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comprendre les processus moléculaires liés a la maladie d'Alzheimer et I'évolution des mutations

touchant ce géne.

1.3.2- Etude comparative représentative:

Alignment Scores JJJ<40 |[J40-50 []50-80 [ 80-200 |[@==200

Distribution of the top 8 Blast Hits on 5 subject sequences

e |
1 200 400 600 800 1000

Figure 37 : Graphique comparatif montrant les similitudes et les différences du géne Apoe chez
:Mus musculus ; Rattus norvegicus ; Canis lupus familiaris ; Pan troglodytes et Macaca mulatta,
en référence & Homo sapiens.

a 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 300 850 300 950 1000 1050 1100 1dl
N A L R T O D L L I T F I A T N L T T K e R X T A T TR T N A A T T Tr-um,
- Ly (] TR RN L I e o s PR

Find: ~| @ | & [ @, A #& Tools - | B coumns | B5 Rows | . Download - | B! Coloring ~ | & 7 ~
Sequence ID Start 1 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1163 End Organism
Query 5647433 -1 %] 1,163
Query_5647437  (+j1 ¥ | (RN [ 1l 1 1y Y B N | [N 11 Il Il e IEpaet
Query 5647436 (+j1 ¥ [l I | | | [ | I | 012
Query 5647436 (-127 ¥
Query_5647435 (-6 L 1 1 e /1 A TN I L LI e j,226
Query 5647438 (+)135 2RI ATY o TN L 1 11 T T A Wl 00 1,243
Query_5647439  (+j101 (] LS Tt 1T T B 1 B T AR T RN ([ | R S E:x]
DNA: 1 - 1,163 (1,163 bases shown] - anchor Query_5647433 " ¥ Rows shown: 7/7

Figure 38: Visualisation de I'alignement multiple des séquences (MSA Viewer) du gene
APP montrant le similitudes et les différences du géne APOE chez chez différentes especes.

v en couleur verte, elle illustre la séquence de nucléotides du géne Apoe
chez I'Homo sapiens.

v/ Séquence sujet : représente la séquence nucléotidique du gene chez Mus musculus ; Rattus
norvegicus ; Canis lupus familiaris ; Pan troglodytes et Macaca mulatta,

La figure 37 et 38 montre une prédominance du rouge, indiquant une forte conservation du gene.
L'analyse visuelle révéle une nette dominance des bandes rouges qui, selon la légende,
correspondent aux scores d'alignement les plus €élevés (> 200). Ceci souligne la forte continuité et
la haute homologie de séquence conservée du géne Apoe au cours de I'évolution de ces divers
mammiféres, comparativement a I'humain. Les trois premiéres séquences sont alignées de maniére

constante sur presque toute la longueur du géne, suggérant une convergence évolutive importante,
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notamment chez les primates. Nous observons également de fines lignes noires (ruptures
d'alignement) : malgré ce haut degré de similarite, des différences évolutives clairement définies
apparaissent dans les deux derniéres séquences (caractéristiques des rongeurs : Mus musculus et
Rattus norvegicus) pres de I'extrémité 3' du géne, entre les positions 1000 et 1100, indiquant une
absence totale d’homologie (lacunes) et suggérant des mutations d'insertion ou de délétion.

Blocs noirs terminaux (score < 40) : situés a I'extrémité du gene, ils reconstruisent brievement

I'alignement avec un score tres faible, reflétant une variation nucléotidique terminale significative

par rapport a Homo sapiens.

1.3.3- Alignement multiple des séquences (AMS):

Dans cette étude, les séquences d'ARNm du gene ApoE (apolipoprotéine E) de plusieurs espéces

ont été alignées a l'aide du logiciel MAFFT.

Les résultats ont ensuite été présentés et analysés avec le logiciel MEGA afin d'identifier les

MAFFT-L-INS-i Result

CLUSTAL format alignment by MAFFT (w7.511)

NM 000041.
NM 0010080
XM 0779803
XM 0056164
NM:OOSGBG. tttcocctoctgococtgotgtgaagggggagagaacaaccocgoctogtgacagggggctggea
WM 0012706

NM 000041.
NM 0010080
XM 0779803
XM 0056164 ggcagggggaacattataattggacgagtc
NM:OOSGBG. cagcccgooctageccctgaggagggggcgggacagggggagtcoctataattggaceggte
WM 0012706 ataattggacaggtc

NM 000041. ——————————————| ctactcageccccagecggaggtgaaggacgtccttccccaggage—
NM 0010080 agcggaggtgaaggacgtccttccccaggage—
XM 0779803 ——————-—————————— actcagccccageoggaggtgaaggacgttcttoccccaggagec—

XM 0058l64 tggtatcococtgagtoctactcageccgagoggaggogaaggaggaggattocogggago—

KM 00%9696. tgggat-cCogatccoctgotcagacco-—tggaggctaaggactigittoggaaggagyc—

KM 0012706 tgggat-cCcggTUeCCCTgoTCagacce——Cggaggetaaggagttgritcggaaggaget
*

LkkEER | mEE AR LRk RhEE

domaines et nucléotide hautement conservés au cours de I'évolution.

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

SpeciesiAbbry

1. NM 0D00041.4 APOE &3 Homo sapiens ref - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

2. NM 001008007 1
3. XM 077980391 1
4. XM D05616460.4
5. NM D09696.4

6. NM 001270681.1

et cla e c o aaEEEEe
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Nous construisons I'arbre phylogénétique a partir des données AMS en utilisant le logiciel
MEGA 12. Nous avons choisi la méthode de construction/test de I'arbre de vraisemblance
maximale (ML) car elle est considérée comme la plus précise et la plus robuste scientifiquement.

a8 NM 000041.4 APOE e3 Homo sapiens ref
_E NM 001009007 1

XM 0779803911

XM 005616460.4

NM 009696 4

100 b———— NM 0012706811

100

—_—

0.05

Figure 39 : Arbre phylogénétique des séquences nucléotidiques du géne APOE de Homo
sapiens et ses orthologues chez d'autres especes de mammiferes. sous le logiciel MEGA 12.

Les valeurs de bootstrap (basées sur 1000 réplications) sont indiquées au niveau des nceuds. L'échelle
(0.05) représente le nombre de substitutions de nucléotides par site.

- Analyse des clades évolutifs :

Premier clade et plus proche : Les sequences NM_000041.4 (gene APOE e3 d’Homo
sapiens) et NM_001009007.1 de Pan troglodytes se situent sur la branche la plus proche, ce qui

indique une tres forte similarité genétique et une parenté évolutive étroite.

Sous-clade partagé : La séquence XM_077980391.1 de Macaca mulatta partage un ancétre

commun plus récent avec les deux séquences précédentes que les autres séquences de I’arbre.

La séquence XM_005616460.4 de Canis lupus familiaris représente un lien Iégérement
plus éloigné avec les primates et apparait donc comme une lignée latérale distincte des groupes
humains et simiesques.

Groupes distants : Les deux Mus musculus NM_009696.4 et Rattus norvegicus
NM _001270681.1 successifs ont formé une famille (clade) complétement séparée a la base de

I'arbre, indiquant gu'ils différaient génétiquement de maniére marquée du groupe supérieur.
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1.3.4- Etude de classification moléculaire des génes APOE codant :

Etude génétique et analyse moléculaire du géne APOE et étude de la phylogénie par analyse et
traitement des séquences nucléotidiques a l'aide du site BLASTA

Il existe une relation génétique et évolutive étroite entre les humains (Homo sapiens) d'une part, et
les autres espéces étudiées : les chimpanzés (Pan troglodytes), les macaques (Macaca mulatta),
les chiens (Canis lupus familiaris), les rats (Rattus norvegicus) et les souris domestiques (Mus

musculus) d'autre part.
[ prinutes |2 leaves

’_‘f 1 PREDICTED: Aots nancymaae apofpoprotei E (APOE) ransoript varint X2, mRNA
9 PREDICTED: Aots nancyniaa apolipoprotein E (APOE), transcript variant X1, mRNA
‘ [ 'PREDICTED: Sapajus apella apolipoprotein E (APOE), mRNA
*PREDICTED: Cebus imitator apolipaprotein E (APOE), mRNA
1prim.ne; |27 leaves
i PREDICTED: Hylobates moloch apolipoprotein E (APOE), nBNA

,l-_"— 'PREDICTED: Symphalangus syndactylus apolipopotein E (APOE), nRNA

' PREDICTED: Nomascus leucogenys apolipoproiein E (APOE), mRNA
[ YPREDICTED: Pongo pygmacus apolipaproten E (APOE), mRNA
L PREDICTED: Pongo abelii apolipoprotein E (APOE), mRNA
[/ PREDICTED: Gorilla gorilla gorilla apolipoprotein E (APOE), mRNA

prinates |2 eaves

1 Hono sapiens isolate 546 apolipoprotein E (APOE) pene,
Homo sapiens solate 831 apolipoprotein E (APOE) gene,
Homo sapiens isolate 553 apolipoprotein E (APOE) pene,
Homo sapiens isolate 837 apolipoprotein E (APOE) gene,
Hono sapiens isolate $64 apolipoprotein E (APOE] gene,
Homo sapiens isolate 568 apolipoprotein E (APOE) gene,

patial ods
partial ods

partial ods
partial ods

partial ods
partial ods

printates aid ofher sequences | 14 leaves

Mtiple organisins |40 leaves
Sucess Modes 201(0 soected ) © Viawputt (00) of 14146396 ~=———

#XM_005616460 4 PREDICTED: Canis lupus familiaris apolipoprotein E (APOE), transcript variant X1, mRNA

T 9NM_(9696.4 Mus musculus apolipoprotein E (Apog), transcript variant 1, mRNA

T *NM_00127068 1.1 Rattus norvegicus apolipoprotein E (Apoe), transcript variant 1, mRNA

% XM_077980391.1 APOE [organism=Macaca mulatia] [GenelD=714623] [transcript=X1]

NM_000041.4_APOE &3 Homo_sapiens_ref

NM_001009007.1 Pan troglodytes apolipoprotein E (APOE), mRNA

S Nodes 11(0 selected ) . View port at (0,0) of 14141396 |~-"——|
Figure 40: Arbre phylogénétique basé sur I'analyse de la séquence codée du gene Apoe,
montrantle degré de parenté génétique.
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I.4- Analyse et Caractérisation de la Protéine Apoe (Apolipoprotéine E):

1.4.1- Etude des propriétés physico-chimiques (ProtParam):
Le site web ExPASy ProtParam a été employé pour une analyse comparative des propriétés
physico-chimiques. On a extrait les séquences d'acides aminés de la protéine Apoe ( €2, €3 et &4

) en vue d'identifier et de quantifier des biomarqueurs importants, tels que le poids moléculaire

(Da), le point isoelectrique (pl) et le coefficient de stabilité (I1). VVoici les résultats affichés dans le

tableau suivant :

Tableau 6: Analyse comparative des caractéristiques physiques et chimiques de la protéine Apoe
en se servant de I'outil ExXPASy ProtParam. (g2, €3, €4).

Propriétés physico- Apoe £2 Apoe £3 Apoe &4
chimiques
Nombre d'acides aminés 317 317 317
Point isoélectrique (pl) 5.52 5.65 5.81
Poids moléculaire (Da) 36101.04 36154.08 36207.13
Indice d’instabilité (II) 44.28 44.88 44.62
Indice aliphatique 87.16 87.16 87.16
GRAVY -0.574 -0.596 -0.618

Nous observons les caractéristiques communes (conservées parmi les variants) : Nombre d’acides
aminés (317) : identique pour les trois variants (g2, €3, €4). Ceci indique que les différences

observées ne sont pas dues a des délétions ou des insertions dans la sequence, mais plutét a des
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mutations ponctuelles (SNP). Indice aliphatique (87,16) : parfaitement constant, reflétant une
similarité de la stabilité thermique hypothétique des trois protéines, basée sur la nature de leurs

chaines latérales hydrocarbonées. Tableau 6

Cependant, des différences structurales et électriques existent, notamment au niveau du point de
neutralité électrique (pl) : on observe une augmentation progressive et nette des valeurs de pl : pl
(e2=5,52) < (e3=5,65) < (e« = 5,81) Tableau 6, la variante &4 étant la plus basique (ou la moins
acide). Sur le plan biochimique, cela est di a la substitution d'acides aminés neutres (comme la
cystéine dans I'ApoE3) par des acides aminés chargés positivement (comme l'arginine dans
I'ApoE4), ce qui augmente la charge globale de la protéine. Masse moléculaire : elle augmente

proportionnellement, mais trés légerement. (Zhao et al., 2018).

Par ailleurs, indicateurs de stabilité et de réactivité avec le milieu : Indice d'instabilité > 40 : toutes
les variantes présentent un indice supérieur a 40 (compris entre 44,28 et 44,8) Tableau 6. Selon
les critéres de l'instrument ProtParam, ces trois protéines sont classées comme instables in vitro,
ce qui indique leur flexibilité structurale et leur capacité a modifier leur conformation spatiale.
L'indice GRAVY (hydrophobicité) est négatif : toutes les valeurs sont négatives (de -0,574 a -
0,618). Une valeur négative signifie que la protéine est globalement hydrophile, ce qui est
parfaitement cohérent avec la fonction de I'ApoE en tant que protéine de transport de lipides
évoluant dans les milieux aqueux de l'organisme (tels que le plasma et le liquide céphalo-
rachidien). (Mahley, 2022).

1.4.2- Analyse des domaines protéiques (InterPro):

Nous avons poursuivi ce travail comme une approche complémentaire en utilisant la plateforme
InterPro (EMBL-EBI), ou nous avons entré des séquences proteéiques pour identifier et
cartographier les domaines fonctionnels conservés et les familles de protéines, et pour étudier
comment les mutations ponctuelles (SNP) (g2, €3, €4) affectent le niveau topologique global de la
protéine.
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I Apor € - Apalipaprotein AVE
ApOlFOpTOED PFAM: Apolipoprotein - Apolipaprotein A1/A4/E ¢
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PR ‘Apolipoprotein Apolipoprolzin Representative domains
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SSF: Apolipoprotein A-| - Apalipoprotein A-l

Apolipoprotein A-1 Apolipoprotein A-l

Figure 41 : Cartographie topologique détaillée de la protéine Apoe €2 sauvage (317 aa) en
mode d'affichage complet (Full Display Mode) via la plateforme InterPro, illustrant
I'organisation globale des macro-domaines et des motifs structuraux conservés.

©
=
i~

Families
Representative families

I3 Apolipoprotein A1/A4/E - Apalipoprotein
PANTHER: APOLIPOPROTEIN - APOLIPOPROTEIN

ApoA E I 2poA _E - Apolipoprotein A/E
Apolipoprolem PFAM: Apalipoprotein - Apolipoprotein A1/A4/E ¢

Domains
D G D Representative domains
Unintegrated
PROFILE: PROKAR_LIPOPROTEIN - Prokaryotic me
o) -
Unintegrated
CATHGENESD: Apolpeproten - Aeolpopreten

Unintegrated
SSF: Apolipoprotein A-l - Apolipoprotein A-l

Apolipoprotein A-1 Apolipoprofein A-l

Figure 42 : Cartographie topologique détaillée de la protéine Apoe €2 sauvage (317 aa) en
mode d'affichage complet (Full Display Mode) via la plateforme InterPro, illustrant
I'organisation globale des macro-domaines et des motifs structuraux conserveés.
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Families

APOLIPOPROTEIN Representative families
Apolipoprotein A l/A4/E IE Apolipoprotein_A1/A4/E - Apalipoprotein
APOLIPOPROTEIN PANTHER: APOLIPOPROTEIN - APOLIPOPROTEIN
I ApoA £ - Apolipaprotein A/E
po poEniem PFAM: Apolipoprotein - Apolipoprotein A1/A4/E ¢
Domains.
PR... Representative domains
Unintegrated
PR PROFILE: PROKAR_LIPOPRQTEIN - Prokaryotic me
Unintegrated
CATFGENED: Apalpsprotein - Apslioprotein

Unintegrated
SSF: Apolipoprotein A-l - Apolipoprotein A-1

Apolipoprolein A-L Apolipoprotein A-L

Figure 43: Cartographie topologique détaillée de la protéine Apoe €4 sauvage (317 aa) en mode
d'affichage complet (Full Display Mode) via la plateforme InterPro, illustrant I'organisation
globale des macro-domaines et des motifs structuraux conserves.

Les figures 17, 18 et 19 illustrent la cartographie topologique de la protéine Apoe de type sauvage
(2, €3, €4), qui possede une séquence hautement ordonnée de 317 acides aminés. Cette protéine
appartient a la famille des lipoprotéines (empreintes PANTHER et PFAM Apoe) et est
fonctionnellement organisée en une courte sous-unité primaire (PR...) suivie de deux grandes
bandes lipoprotéiques globales (représentées en violet) séparées par une région charniére
flexible. (InterPro, 2026).

Sur la base des résultats de la plateforme InterPro et des données topologiques présentées dans les
figures précédentes, nous résumons les caractéristiques génétiques, structurelles et

physiopathologiques des différents isotopes d'Apoe dans le tablea 7 suivant :
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Tableau 7 : Comparaison des caractéristiques des isoformes de I'ApoE (g2, €3, €4)

Critere de Apoe €3 (Normal / Apoe g4 (A haut

comparaison Sauvage) risque) Apoe €2 (Protecteur)
Le facteur de risque L'allele le plus rare,
Statut génétique L'allele le plus génétique le plus considéré comme un

fréquent (type puissant pour la facteur protecteur

sauvage). maladie d'Alzheimer contre la maladie.

sporadique.
Contient : Contient : Contient :

Variations des acides
aminés

Cing-112 (Cysteine)
Arg-158 (Arginine)

Arg-112 (Arginine)

Arg-158 (Arginine)

Cing-112 (Cysteine)
Cing-158 (Cysteine)

Structure
tridimensionnelle et
stabilité

Structure stable et
fonctionnellement
équilibrée.

Structure moins stable
; interaction accrue
entre les domaines

(Domain interaction),

favorisant une
conformation
pathologique.

Structure
tridimensionnelle
modifiant I'affinité de
liaison aux
récepteurs.

Mécanisme
pathologique cérébral

Assure le transport
normal des lipides et
la clairance
physiologique des
peptides AP.

- Réduit la clairance
et la dégradation des
peptides amyloides

(AB).

-Favorise
I'nyperphosphorylatio
netles
enchevétrements de la
protéine Tau.

- Augmente la
neuroinflammation.

Stimule efficacement
la clairance des
peptides AP ou
protége les neurones
contre la toxicité
amyloide.

Liaison aux
récepteurs des LDL

Liaison normale et
efficace.

Liaison normale et
efficace.

Liaison tres faible
(inférieure a 1% par
rapport a I'ApoE €3),
ce qui peut modifier

localement le
métabolisme
lipidique de fagon
protectrice.
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1.4.3- Structure tridimensionnelle (SWISS-MODEL + PyMOL):

1. Modélisation conforme via le serveur SWISS-MODEL

Pour analyser I'impact structural spatial des polymorphismes du géne ApoE, la modélisation par
homologie a été utilisée pour prédire la structure tridimensionnelle de la protéine humaine
compléte (la variante standard de 317 acides aminés) & l'aide du serveur SWISS-MODEL. A partir
des séquences initiales, difféerents modeéles structuraux ont été génerés : I'un représentant la version
normale de la protéine (ApoE €3 de type sauvage), et d'autres représentant les variants structuraux
associés aux alléles ApoE €4 (Cys112Arg) et ApoE €2 (Argl58Cys). Le serveur a sélectionné les
modeles structuraux de réference les plus performants disponibles dans la Protein Data Bank
(PDB), présentant la meilleure concordance et la couverture de séquence la plus étendue. Les
modeles finaux ont été évalues a l'aide d'indices geométriques et thermodynamiques standard (par
exemple, GMQE et QMEANDIsCo) (Studer et al., 2020), permettant ainsi de valider la
robustesse, la précision et la qualité de ces structures en vue d'une analyse comparative détaillée.

Template Results o
Templates Quatemary Structure Sequence Similarity Alignment More -

Hsort  #Coverage +GMQE +QSQE +Identity #Method +0ligo State +Ligands

Clear Selection

217b.1.4 Apolipoprotein £
NMR Structure of full length apoE3

| 081 9833 NMR monomer None
[ 2i7b.1.AApolipoprotein E
NMR Structure of full length apoE3
] 080 - 9831 NMR  monomery ' None
(O PODKW7.1.AApoiipcprotein E
AlphaFoid DS madel of APOE_PLEMO (gene: APOE, organism: Plecturocebus maloch (Dusky tti monkey) (Callicebus moloch))
I 077 - 93.06 AlphaFold v2 monomer None
[0 8ced.1.AMaltodextrin-binding protein, Apolipoprotein
N-terminal domain of human apelipoprotein £
. 048 - 97.99 Xray, 1.8A monomer v None
[0 8ced.1.AMaltodextrin-binding protein, Apolipoprotein E
N-terminal domain of human apelipoprotein £
| 046 - 97.83 Xray, 1.8A monomer v None

O 8axa binding peripla:
Human Apolipoprotein £4 (ApoEd) N-termina

n, in E
in (space group P3121)
| | | 045 - 97.99 Xeray, 1.6A monomer None

O saxs1 binding periplasmic protein, in E
Human Apolipoprotein £4 (ABoE4) N-terminal domain (space group P3121)

|| | 044 - 97.83 Xray, 164  monomer v None

)  1n7i.1.AAPOLIPOPROTEIN E
Apolipaprotein £3 22kD fragment LYS146GLN mutant

Figure 44 :Prédiction de la structure tridimensionnelle (3D) de la protéine polymorphismes du
gene ApoE(e2, €3, e4) compléte (version standard composée de 317 acides amines) via le serveur
SWISS-MODEL.
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2. Appariement spatial global et calcul de I'indice RMSD a I'aide du logiciel
PyMOL :

Afin d'examiner l'effet structurel des variations génétiques (polymorphismes) sur le repliement
spatial de I'apolipoprotéine E (APOE), nous avons transféré les profils de coordonnées structurelles
des polymorphismes protéiques (APOE €2 , APOE €3 et APOE ¢4) vers l'environnement de

modélisation moléculaire PyMOL.

Ensuite, nous avons effectué une superposition structurelle de ces formes correspondant aux
différents alléles a I'aide de la commande align, afin d'identifier les changements conformationnels
globaux et locaux résultant de la substitution des acides aminés caractéristiques pour chaque alléle.

Les données d'alignement structurel ont montré un chevauchement géométrique précis et presque
parfait entre les trois structures : nous avons coloré APOE &2 en vert, APOE €3 en gris et APOE

&4 en rouge. (Figure 45).

Figure 45: Correspondance structurale 3D globale entre la protéine et APOE &2 (vert), APOE €3
(gris) et APOE &4 (rouge), obtenue a l'aide du logiciel PyMOL, démontrant une représentation
spatiale identique et une conservation complete de la structure globale.

L'évaluation mathématique de cette correspondance a montré une valeur d'écart quadratique
moyen (RMSD) extrémement faible de 0,015 A (inférieure 4 0,05 A), comme le montre la sortie
du programme dans la figure 45. Ces mesures biophysiques confirment définitivement que les
différences génétiques entre les polymorphismes de la protéine APOE ne provoguent aucun

changement radical ni aucune distorsion dans la structure macroscopique de la protéine, et
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n'affectent ni la distribution des hélices alpha (hélices-a) ni la configuration spatiale globale des

polymorphismes comparés.

2. Analyse de la localisation structurale et de I’environnement atomique du
site de mutation :

Afin d'étudier les différences structurales subtiles a I'échelle atomique entre les polymorphes de la
protéine APOE (€2, €3, €4), nous avons concentré notre analyse sur les sites d'acides aminés

cruciaux permettant de les différencier, notamment aux positions 112 et 158 (Figure 46).

Les images moléculaires illustrent la distribution chimique a ces sites. Les polymorphes APOE2

(vert) et APOE3 (gris) sont caractérisés par la présence de cystéine (CYS-112), tandis que

I'arginine (ARG-112) est présente dans le polymorphe APOE4 (rouge).

Figure 46 : Superposition structurelle des polymorphes de I'apolipoprotéine E a l'aide du logiciel
PyMOL, montrant la superposition compléte des structures axiales des hélices (hélices -a)
d'APOE &2 (vert), d'APOE &3 (gris) et d’APOE &4 (rouge).

Malgré cette substitution localisée dans les chaines latérales des acides aminés, le processus de
triple conformation global illustré dans (Figure 46) démontre un chevauchement conformationnel
complet de la structure axiale des hélices, confirmant biophysiquement que la différence
fonctionnelle entre les alleles APOE ne résulte pas d'une distorsion dans le repliement spatial
global de la protéine, mais plutét d'un changement localisé des charges et des liaisons latérales a

ces sites spécifiques.
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APOE €2 APOE 1 « APOE €4
OE e Os3y. ﬁ

€2, £3: CYS-112 | @

£3: ARG-112
€3

= cvs-158 | [ArG-158|
Figure 47 : Une comparaison microscopique moléculaire montrant les sites d'acides aminés
specifiques (positions 112 et 158) responsables de la différenciation structurelle entre les trois
formes de protéine APOE ; la molécule de cystéine (CYS-112) apparait dans APOE &2 et APOE
3, tandis qu'elle est remplacée par I'arginine (ARG-112) dans la forme APOE &4.

I1. Discussion:

I1.1. Discussion de I’analyse comparative du gene APP :

Les résultats d'une analyse comparative du géne APP normal et du gene APP muté montrent que
la mutation suédoise du gene APP a un impact fonctionnel significatif sur les mécanismes de
développement de la maladie d'Alzheimer (Rahman et al., 2023), malgré son caractere d'altération
génétique relativement mineure. Ceci démontre que certaines mutations ne nécessitent pas de
modifications majeures de la séquence pour produire un effet fonctionnel notable ; il suffit qu'elles

soient localisées sur un site sensible associé a la fonction protéique. (Vagnoni et al., 2022)
Ces résultats confirment également que l'analyse bioinformatique contribue a comprendre la

relation entre les modifications génétiques et la fonction biologique de maniere simplifiée et
efficace (Cha et al., 2022).
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I1.2. Discussion de I’ analyse comparative du gene APOE (Apolipoproteine E):

Les résultats de I'analyse bioinformatique et de la comparaison des variants du géne APOE humain
(g2, €3, €4) révelent une forte similarité structurale en termes de longueur totale et de séquence
nucléotidique, confirmée par les indices statistiques obtenus avec l'outil BLASTn.

Ces indicateurs statistiques reflétent un fait biologique important : la maladie d’Alzheimer n’est
pas causée par des anomalies structurales majeures du géne (telles que des délétions, des insertions
ou des translocations), mais plutot par des polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) précis,
stables et localisés. L’outil MSA Viewer a confirmé la localisation précise de ces mutations
ponctuelles (au niveau de sites conformationnels identifiés par calcul), qui se traduisent, au niveau
de la chaine polypeptidique, par des substitutions d’acides aminés spécifiques. Nous observons
que cette 1égére modification nucléotidique altére radicalement la fonction de 1’apolipoprotéine E
dans le transport des lipides au sein du systéme nerveux central et dans les mécanismes
d’¢limination des peptides béta-amyloides responsables de la formation de plagques toxiques dans
le cerveau (Yamazaki et al., 2022). L'application de ces conclusions computationnelles aux effets
cliniques et fonctionnels des alléles étudiés apporte une explication précise des différences
cliniques observées .

11.3.Discussion comparative entre les especes des genes APP et Apoe : Mus

musculus, Rattus norvegicus, Canis lupus familiaris, Pan troglodytes et Macaca mulatta font tous

référence a Homo sapiens :

La comparaison des séquences génétiques entre espéces vivantes révele que les humains, les
macaques (Macaca mulatta) et les chimpanzés (Pan troglodytes) présentent une forte similarité au
niveau du gene APP et Apoe, ce qui justifie l'utilisation des primates comme modeles biologiques

pertinents pour I'étude de la maladie d'Alzheimer chez I'humain.

En revanche, d'autres especes présentent une similarité moindre, mais demeurent des organismes

expérimentaux utiles en raison de la présence de régions conservées au sein des deux genes.
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11.4.Discussion du géne APP :

Le gene APP est I’un des génes les plus importants associés a la maladie d’ Alzheimer, qu’elle soit
familiale (a début précoce) ou liée a I’age. Sa voie de maturation et de protéolyse détermine
précisément la production et I’accumulation de plaques amyloides neurotoxiques dans le tissu

cérébral (Hampel et al., 2021).

Les résultats de cette étude ont montré que le gene APP est hautement conservé au cours de
I'évolution chez I'homme et les macaques (Macaca mulatta) et les chimpanzés (Pan troglodytes),
comparativement aux rongeurs. Ceci concorde avec des études antérieures confirmant que ce géne
est parmi les plus conservés en raison de son réle crucial dans la régulation de la neuroplasticité et
la survie des cellules cérébrales fonctionnelles (Muller et al., 2017). Les mutations du géne de la
protéine progénitrice de I'amyloide (APP), en particulier la mutation Swedish (K670N/M671L),,
une mutation ponctuelle proche des sites de clivage de I'enzyme, entrainent une production et une

accumulation anormales de peptides B-amyloides toxiques (Bs2) (Volloch & Rits, 2022).

Cette différence fonctionnelle expligue la gravité de la maladie et le rythme du déclin cognitif chez
les patients. Les mutations sensibles (telles que la mutation Swedish) entrainent une accélération
marquee de la formation des plaques séniles et une apparition précoce de la maladie (maladie
d'Alzheimer familiale), tandis que d'autres variants génétiques sont responsables de la progression
graduelle de la maladie chez les personnes &gées (maladie d'Alzheimer sporadique) (Hampel et
al., 2021).

11.5. Discussion du gene Apoe :

Le gene APOE est considéré comme I’un des génes et déterminants génétiques les plus importants
dans les maladies neurodégénératives, notamment la maladie d’Alzheimer, ainsi que dans les
troubles du métabolisme lipidique. Ses mutations (variantes alléliques : (2, €3 et €4) entrainent
des modifications permanentes des mécanismes cellulaires responsables du transport du

cholestérol et de 1’élimination des peptides amyloides toxiques (Yamazaki et al., 2022).

Les résultats de cette étude ont montré que le géne présente un degré élevé de conservation
évolutive entre I'nomme et les macaques (Macaca mulatta) et les chimpanzés (Pan troglodytes), tandis

que les rongeurs présentent des niveaux de variation plus élevés au niveau de ses loci polymorphes.
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Ceci est cohéerent avec les études indiquant que le géne APOE évolue differemment chez les
mammiferes en raison de pressions biologiques variables et du besoin fonctionnel de réguler

I'évolution des lipides cérébraux chez les primates (Husain et al., 2023).

Des études indiquent que les polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) aux positions 112 et
158 (tels que les alleles €4 et €2) sont les facteurs les plus fréquents déterminant la progression de
la maladie. Ces mutations maintiennent la protéine APOE dans un état d'interaction de domaine
spécifique qui affecte sa liaison aux lipides, entrainant une altération permanente de la phagocytose
et de I'élimination des peptides béta-amyloides (Ap42) (Raulin et al., 2022).

Cette variabilité fonctionnelle explique les différences de sévérité de la prédisposition génétique
et l'association de certains variants (tels que l'allele €4) a un comportement pathologique plus
agressif et plus rapide, ainsi qu'a un déclin cognitif, tandis que d'autres variants (tels que l'alléle
€2) conferent un effet protecteur (Serrano-Pozo et al., 2021). L’analyse informatique est devenue

essentielle pour prédire les mutations avant les tests de laboratoire (Chou et al., 2024).

11.6. Discussion générale de I'analyse phylogénétique et de la comparaison
moléculaire des genes (APP et APOE):

Les résultats moléculaires obtenus dans cette étude ont démontré une forte corrélation entre
I'évolution des mammiferes et les relations évolutives des génes de la protéine précurseur de
I'amyloide (APP) et de Il'apolipoprotéine E (APOE), geénes clés associés aux fonctions

neurodégenératives chez I'humain (Sudhir et al., 2023).

L'utilisation de l'algorithme d'alignement multiple MAFFT, suivie de la construction d'un arbre
phylogénétique a l'aide du logiciel MEGA 12 et de I'analyse du maximum de vraisemblance (MV),
a permis d'obtenir des résultats trés robustes, comme en témoignent les valeurs de bootstrap

élevées, atteignant 100 % pour les nceuds essentiels (Kumar et al., 2024).

En comparant les distances évolutives, mesurées par le nombre de substitutions nucléotidiques par
locus dans les deux génes, on observe une longueur de branche remarquablement courte entre les

especes en évolution, indiquant un taux de mutation trés faible (Tamura et al., 2021).
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Cette stabilité génétique et la forte conservation des séquences APP et APOE sur des millions
d'années témoignent d'une sélection purificatrice, compte tenu des réles physiologiques essentiels
joués par APP dans la neuroplasticité et par APOE dans le métabolisme lipidique et le maintien de
la membrane des cellules neuronales (Mahley, 2023).

Au sein de I'ordre des primates, les résultats démontrent clairement la proximité génétique directe
entre I'humain et les autres grands singes. L'humain (Homo sapiens) et le chimpanzé (Pan
troglodytes) forment un groupe frére tres similaire, comme en témoignent une similarité de 98 %
dans l'arbre phylogénétique du gene APP (figure 27) et une forte similarité dans celui du géne
APOE (figure 39), suivis de prés par le macaque rhésus (Macaca mulatta). Cette tendance est
confirmee par les arbres BLASTA étendus (figures 28 et 40), qui integrent de nombreux
échantillons de primates (tels que les gorilles et les Aotus) et présentent un regroupement
harmonieux. Ceci établit, au niveau moléculaire, des syndromes évolutifs partagés et justifie
scientifiguement l'utilisation des primates non humains comme modeles translationnels idéaux
pour relier ces génes a des maladies cérebrales humaines telles que la maladie d'Alzheimer
(Dawson et al., 2022).

En revanche, notre analyse a permis de cartographier avec précision les limites génétiques d'autres
ordres. La lignée canine (Canis lupus familiaris) forme une lignée latérale distincte, divergeant
davantage de celle des primates, tandis que I'ordre des rongeurs, représenté par la souris et le rat
(Mus musculus et Rattus norvegicus), apparait comme une lignée totalement stable et séparée a la
base des deux arbres, avec un soutien de 100 %. Ce contraste frappant confirme que, malgreé la
préservation de la fonction de base des deux genes, les séquences des rongeurs ont accumulé des
mutations différentielles au fil du temps. Néanmoins, la conservation structurale des domaines
fonctionnels demeure suffisante pour produire des souris transgéniques, d'excellents modeles

animaux de laboratoire (Sasaguri et al., 2022).

11.7. Discussion structurale et évolutive de la protéine et du gene APP mutant

et normal :

Les données moléculaires obtenues confirment une corrélation parfaite entre I'évolution des

mammiferes et la stricte conservation génétique du géene de la protéine précurseur de I'amyloide
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(APP), un gene essentiel a la neuroplasticité et a la régulation de la signalisation cellulaire dans le
cerveau (Sudhir et al., 2023).

Cette stabilité évolutive se refléte clairement dans la topologie structurale de la protéine. L'analyse
par la plateforme InterPro a révélé une correspondance structurale et distributionnelle de 100 %
dans l'architecture des domaines entre la protéine normale et le variant porteur de la double
mutation « Swedish» (KM670/671NL). Les familles de macro-domaines, telles que le domaine de
liaison au cuivre (APP_Cu) et le domaine d'inhibition de type Kunitz (Kunitz_BPTI), restent
conservées sans aucune délétion (InterPro Consortium, 2025). Cette homologie globale est
corroborée par les résultats de la modélisation 3D réalisée a I'aide de I'algorithme SWISS-MODEL,
sur lequel nous nous sommes appuyés pour comprendre les modifications structurales globales
induites par la mutation. Les indices géométriques et thermodynamiques (GMQE et
QMEANDiIsCo) ont confirmé la qualité des modéles construits (Studer et al., 2020). La
superposition et l'intégration spatiale réalisées avec le logiciel PyMOL ont démontré, grace a un
écart quadratique moyen trés faible (RMSD < 0,05 A), que la mutation suédoise n'affecte ni la

distribution des hélices alpha ni la distribution spatiale globale du composé (DeLano, 2002).

Cependant, la véritable signification biologique de cette mutation réside dans les modifications
physico-chimiques et micromorphologiques locales. L'analyse ProtParam a révélé de légéres
différences de masse moléculaire, de point isoélectrique (pl) et d'indice d'instabilité (I1) résultant
de la substitution de deux acides aminés (K670N et M671L). Malgré la faible ampleur de ces
différences, la microscopie spectrale dans PyMOL révele que cette bifurcation alternative
restructure la densité de charge électrique et modifie la taille et I'encombrement stérique des
chaines latérales des atomes en un point micro-localisé de la surface externe de la protéine,
précisément au niveau du site de reconnaissance et de clivage de la cible par I'enzyme B-sécrétase
(Blum et al., 2021). Cette modification localisée subtile augmente I'affinité de liaison de I'enzyme
et accélere la protéolyse, entrainant une surproduction de peptides amyloides béta (AP) toxiques,
responsables de la formation des plaques amyloides a l'origine de la maladie d'Alzheimer (Haass
et al., 2021).
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11.8. Discussion Evolutive et Structurale de la Protéine et du Géne APOE (g2,
€3,¢4):

Les données d'analyse structurale et physicochimique obtenues a partir de ProtParam, qui nous ont
permis de comparer les multiples formes de l'apolipoprotéine E, nous ont prouvé que les
différences fonctionnelles et pathologiques entre les formes (g2, €3, €¢4) ne sont pas dues a des
anomalies de repliement macroscopiques, mais plutét a des changements électrostatiques et

micromorphologiques locaux cruciaux (Mahley, 2023).

Nous avons observé une conservation compléte de la longueur de la séquence (317 acides aminés)
dans (g2, €3, €4). La stabilité de l'indice aliphatique, associée a la conformation topologique a 100
% des domaines de liaison aux lipides et des récepteurs (vérifiée par la plateforme InterPro),
démontre que la structure globale de la protéine est soumise a des contraintes évolutives strictes
afin de garantir sa fonction principale de transport des lipides (InterPro Consortium, 2026). Cette
stabilité structurelle macroscopique est confirmée par la modélisation tridimensionnelle (SWISS-
MODEL) et I'intégration spatiale a I'aide du programme PyMOL, qui nous a donné des valeurs de
déviation spatiale extrémement faibles (RMSD = 0,015 AA) qui indiquent une conformation
géométrique quasi parfaite dans la distribution des hélices alpha (hélices alpha) et la configuration

spatiale générale entre (g2, €3, €4) (Studer et al., 2020).

Cependant, la différence physiopathologique réside dans les modifications physicochimiques
locales résultant de polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) au niveau de sites sensibles (en
particulier la substitution de la cystéine par l'arginine). Cette substitution induit des variations
successives du point de neutralité électrique (pl), conférant a 1'isoforme €4 une charge positive plus
importante (Zhao et al., 2018). La microscopie atomique par PyMOL démontre que I'introduction
de residus d'arginine chargés positivement modifie dynamiquement la densité de charge de surface
et les liaisons latérales, provoquant une interaction de domaine aberrante qui réduit la stabilité
thermodynamique de la molécule €4 par rapport a l'isoforme normale €3 et a 1'isoforme protectrice

€2 (Yamazaki et al., 2024).

Nous interprétons ces modifications microstructurales précisément en fonction des mécanismes
pathologiques cérébraux. La forme clivée instable de la protéine €4 perturbe sa capacité

physiologique a éliminer les peptides béta-amyloides (A), favorisant leur dépot sous forme de
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plaques toxiques, et stimulant I'hyperphosphorylation de la protéine Tau et la neuroinflammation,
ce qui en fait le facteur de risque génétique le plus important de la maladie d'Alzheimer (Serrano-
Pozo et al., 2021). A l'inverse, les variations de position de €2 conférent un avantage fonctionnel,
augmentant l'efficacité de I'élimination des amyloides ou modifiant I'affinité des récepteurs de

maniere a protéger les neurones (Chew et al., 2025).
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Conclusion:

Les mutations génétiques des génes APP et APOE constituent des facteurs génétiques importants
associes a la maladie d'Alzheimer, compte tenu de leur réle fondamental dans la formation des
plaques amyloides et la régulation de la neurotransmission et du métabolisme cérébral.
L'approche bioinformatique in silico employée dans cette étude a permis l'analyse des séquences
génétiques de ces deux genes et leur comparaison entre I'humain et plusieurs espéces animales.
Ceci a contribué a évaluer le degré de conservation évolutive et a identifier des régions

génétiques fonctionnellement importantes associées aux mecanismes de la maladie.

Les résultats ont montré un degré élevé de similarité entre I'humain et certains primates,
notamment les macaques et les chimpanzés, comparativement aux rongeurs. Ceci souligne
I'importance de sélectionner des modeles animaux appropriés lors de I'étude des genes associeés a
la maladie d'Alzheimer. Les analyses de mutations ont également révélé que certaines altérations
génétiques des genes APP et APOE peuvent affecter la structure et la fonction des protéines,
entrainant I'accumulation de protéine béta-amyloide et une susceptibilité accrue a la maladie, ce

qui concorde avec les donneées scientifiques actuelles.

Cette étude souligne l'importance des outils bioinformatiques pour la détection précoce des
mutations génetiques et la compréhension de leurs effets structuraux et fonctionnels, contribuant
ainsi au développement de biomarqueurs plus précis pour un diagnostic précoce amélioré de la
maladie d'Alzheimer. Ces résultats fournissent également une base solide pour orienter les
recherches futures vers le développement de stratégies thérapeutiques ciblées, fondées sur les

caractéristiques génétiques individuelles des patients.
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Perspectives d'avenir :

Malgré I'importance de ces résultats, les développements futurs dans ce domaine nécessitent

d'étre explorés dans plusieurs directions, notamment :

0,

< Elargir les études comparatives a d'autres génes liés a la maladie d'Alzheimer, tels que
PSEN1 et PSEN2, afin d'acquérir une compréhension plus complete des mécanismes
moléculaires de la maladie.

¢+ Utiliser des études de docking moléculaire pour simuler l'interaction des médicaments
avec les protéines cibles, tout en recherchant des molécules prometteuses susceptibles de
contribuer a inhiber la progression de la maladie.

s+ Améliorer l'utilisation de l'intelligence artificielle et des outils bioinformatiques avancés

pour prédire les mutations pathologiques et identifier de potentielles cibles thérapeutiques

futures.
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Annexes :
1-Séquences génétiques utilisées :

1.1. Sequence du gene APP (myloid Precursor Protein):

= Nom du géne : APP
= QOrganisme : Homo sapiens

Type de séquence : RNAmM

= Source : NCBI
Nous avons extrait la séquence génétique du géne APP de la base de données NCBI (National
Center for Biotechnology Information), en nous appuyant sur la séquence de référence humaine
(Homo sapiens) au format ARNm,en suivant ces étapes :

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

NIH

GenBank Gene v ‘APP Homo sapiens

WGS v

GenBank ¥ | Submit ¥  Genomes ¥ Metagenomes ¥ = TPA v TSA ¥ INSDC ~ | Documentation v | Other «

National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information
Gene Gene ~||(APP Homo sapiens) AND "Home sapiens”[porgn:
Creale RSS  Save search  Advanced Help
Gene sources Tabular+ 20 per page ~ Sort by Relevance ~ Send to:~ Hide sidabar >>
Genomic eare.
e Filters: Manage Filters
Organelles Search results
Categories items: 1 o 20 of 2682 Page T ] o130 Nex> Lasi>» | related data
Alternatively spliced Database: { Select aa
e © see ais0 23 discontinued or replaced items
nnotated genes
Non-coding
Protencoming Name/Gene ID  Description Location Aliases MM
Pseudogene O app amyloid beta precursor  Chromosome 21, NC_0000219  AAA, ABETA, ABPP, AD1I, CTFgamma, CVAP, 104760 -
S . D: 351 protein [Homo sapiens (25880550, 26171128, PN.II, PN2, alpha-sAPP, preAd, APP Search details =
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Seae (human)] complement) (APP[AL] Fields] AND (“Homo sapiens”[Organisn] OR
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RefSeq D 23621 sapiens (human)] (117285696 117316256, [porgn] alivelprop)
RefSeqGene eomplement)
Status derr | O APOE apolipoprotein E [Homo  Chromosome 18, NC_000019.10  AD2, APO-E, ApoE4, LDLCQS, LPG 107741
v Current ID: 348 sapiens (human)] (44905796_44909393) Search See more.
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Clear all 1D 7157 -
D: 715 sapiens (human)] (7668421..7687490, complement) Reocont activity =
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D: 1508
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complement) (alivelprop]) (2582) Gen
O EGER epidermal growth factor  Chromosome 7, NG_000007.14 ERBB, ERBB1, ERRP, HER1, NISBD2 131550 | abp Homo sapiens AND (alveloronl) (2652)

BEE An official website of the United States government Here's how you know

National Library of Medicine

National tor for Biotechnology information

Gene | Gene ~
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Full Report = Send to -

Table of contents =
Download Data: Summary

Genomic contoxt

APP amyloid beta precursor protein [ Homo sapiens (human) ]

Gene ID: 351, updated on 15.Mar.2026.
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Official Symbol
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See related
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>NM 000484.4 APP [organism=Homo sapiens] [GeneID=351] [transcript=1]
GTCAGTTTCCTCGGCAGCGGTAGGCGAGAGCACGCGGAGGAGCGTGCGCGGGGGCCCCGGGAGACGGLGG
CGGTGGCGGCGCGGGCAGAGCAAGGACGCGGCGGATCCCACTCGCACAGCAGCGCACTCGGTGLCCCCGLG
CAGGGTCGCGATGCTGCCCGGTTTGGCACTGCTCCTGCTGGCCGCCTGGACGGCTCGGGCGCTGGAGGTA
CCCACTGATGGTAATGCTGGCCTGCTGGCTGAACCCCAGATTGCCATGTTCTGTGGCAGACTGAACATGC
ACATGAATGTCCAGAATGGGAAGTGGGATTCAGATCCATCAGGGACCAAAACCTGCATTGATACCAAGGA
AGGCATCCTGCAGTATTGCCAAGAAGTCTACCCTGAACTGCAGATCACCAATGTGGTAGAAGCCAACCAA
CCAGTGACCATCCAGAACTGGTGCAAGCGGGGCCGCAAGCAGTGCAAGACCCATCCCCACTTTGTGATTC
CCTACCGCTGCTTAGTTGGTGAGTTTGTAAGTGATGCCCTTCTCGTTCCTGACAAGTGCAAATTCTTACA
CCAGGAGAGGATGGATGTTTGCGAAACTCATCTTCACTGGCACACCGTCGCCAAAGAGACATGCAGTGAG
AAGAGTACCAACTTGCATGACTACGGCATGTTGCTGCCCTGCGGAATTGACAAGTTCCGAGGGGTAGAGT
TTGTGTGTTGCCCACTGGCTGAAGAAAGTGACAATGTGGATTCTGCTGATGCGGAGGAGGATGACTCGGA
TGTCTGGTGGGGCGGAGCAGACACAGACTATGCAGATGGGAGTGAAGACAAAGTAGTAGAAGTAGCAGAG
GAGGAAGAAGTGGCTGAGGTGGAAGAAGAAGAAGCCGATGATGACGAGGACGATGAGGATGGTGATGAGG
TAGAGGAAGAGGCTGAGGAACCCTACGAAGAAGCCACAGAGAGAACCACCAGCATTGCCACCACCACCAC
CACCACCACAGAGTCTGTGGAAGAGGTGGTTCGAGAGGTGTGCTCTGAACAAGCCGAGACGGGGCCGTGC
CGAGCAATGATCTCCCGCTGGTACTTTGATGTGACTGAAGGGAAGTGTGCCCCATTCTTTTACGGCGGAT
GTGGCGGCAACCGGAACAACTTTGACACAGAAGAGTACTGCATGGCCGTGTGTGGCAGCGCCATGTCCCA
AAGTTTACTCAAGACTACCCAGGAACCTCTTGCCCGAGATCCTGTTAAACTTCCTACAACAGCAGCCAGT
ACCCCTGATGCCGTTGACAAGTATCTCGAGACACCTGGGGATGAGAATGAACATGCCCATTTCCAGAAAG
CCAAAGAGAGGCTTGAGGCCAAGCACCGAGAGAGAATGTCCCAGGTCATGAGAGAATGGGAAGAGGCAGA
ACGTCAAGCAAAGAACTTGCCTAAAGCTGATAAGAAGGCAGTTATCCAGCATTTCCAGGAGAAAGTGGAA
TCTTTGGAACAGGAAGCAGCCAACGAGAGACAGCAGCTGGTGGAGACACACATGGCCAGAGTGGAAGCCA
TGCTCAATGACCGCCGCCGCCTGGCCCTGGAGAACTACATCACCGCTCTGCAGGCTGTTCCTCCTCGGCC
TCGTCACGTGTTCAATATGCTAAAGAAGTATGTCCGCGCAGAACAGAAGGACAGACAGCACACCCTAAAG
CATTTCGAGCATGTGCGCATGGTGGATCCCAAGAAAGCCGCTCAGATCCGGTCCCAGGTTATGACACACC
TCCGTGTGATTTATGAGCGCATGAATCAGTCTCTCTCCCTGCTCTACAACGTGCCTGCAGTGGCCGAGGA
GATTCAGGATGAAGTTGATGAGCTGCTTCAGAAAGAGCAAAACTATTCAGATGACGTCTTGGCCAACATG
ATTAGTGAACCAAGGATCAGTTACGGAAACGATGCTCTCATGCCATCTTTGACCGAAACGAAAACCACCG
TGGAGCTCCTTCCCGTGAATGGAGAGTTCAGCCTGGACGATCTCCAGCCGTGGCATTCTTTTGGGGCTGA
CTCTGTGCCAGCCAACACAGAAAACGAAGTTGAGCCTGTTGATGCCCGCCCTGCTGCCGACCGAGGACTG
ACCACTCGACCAGGTTCTGGGTTGACAAATATCAAGACGGAGGAGATCTCTGAAGTGAAGATGGATGCAG
AATTCCGACATGACTCAGGATATGAAGTTCATCATCAAAAATTGGTGTTCTTTGCAGAAGATGTGGGTTC
AAACAAAGGTGCAATCATTGGACTCATGGTGGGCGGTGTTGTCATAGCGACAGTGATCGTCATCACCTTG
GTGATGCTGAAGAAGAAACAGTACACATCCATTCATCATGGTGTGGTGGAGGTTGACGCCGCTGTCACCC
CAGAGGAGCGCCACCTGTCCAAGATGCAGCAGAACGGCTACGAAAATCCAACCTACAAGTTCTTTGAGCA
GATGCAGAACTAGACCCCCGCCACAGCAGCCTCTGAAGTTGGACAGCAAAACCATTGCTTCACTACCCAT
CGGTGTCCATTTATAGAATAATGTGGGAAGAAACAAACCCGTTTTATGATTTACTCATTATCGCCTTTTG
ACAGCTGTGCTGTAACACAAGTAGATGCCTGAACTTGAATTAATCCACACATCAGTAATGTATTCTATCT
CTCTTTACATTTTGGTCTCTATACTACATTATTAATGGGTTTTGTGTACTGTAAAGAATTTAGCTGTATC
AAACTAGTGCATGAATAGATTCTCTCCTGATTATTTATCACATAGCCCCTTAGCCAGTTGTATATTATTC
TTGTGGTTTGTGACCCAATTAAGTCCTACTTTACATATGCTTTAAGAATCGATGGGGGATGCTTCATGTG
AACGTGGGAGTTCAGCTGCTTCTCTTGCCTAAGTATTCCTTTCCTGATCACTATGCATTTTAAAGTTAAA
CATTTTTAAGTATTTCAGATGCTTTAGAGAGATTTTTTTTCCATGACTGCATTTTACTGTACAGATTGCT
GCTTCTGCTATATTTGTGATATAGGAATTAAGAGGATACACACGTTTGTTTCTTCGTGCCTGTTTTATGT
GCACACATTAGGCATTGAGACTTCAAGCTTTTCTTTTTTTGTCCACGTATCTTTGGGTCTTTGATAAAGA
AAAGAATCCCTGTTCATTGTAAGCACTTTTACGGGGCGGGTGGGGAGGGGTGCTCTGCTGGTCTTCAATT
ACCAAGAATTCTCCAAAACAATTTTCTGCAGGATGATTGTACAGAATCATTGCTTATGACATGATCGCTT
TCTACACTGTATTACATAAATAAATTAAATAAAATAACCCCGGGCAAGACTTTTCTTTGAAGGATGACTA
CAGACATTAAATAATCGAAGTAATTTTGGGTGGGGAGAAGAGGCAGATTCAATTTTCTTTAACCAGTCTG
AAGTTTCATTTATGATACAAAAGAAGATGAAAATGGAAGTGGCAATATAAGGGGATGAGGAAGGCATGCC
TGGACAAACCCTTCTTTTAAGATGTGTCTTCAATTTGTATAAAATGGTGTTTTCATGTAAATAAATACAT
TCTTGGAGGAGCA
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1.2. Séquence du géne APOE (Apolipoprotein E):
La séquence du géne APOE a également été extraite de la base de données NCBI, et la séquence
de référence humaine a été utilisée pour étudier les mutations et comparer les schémas évolutifs
entre les espéces.

= Nomdu géne : APOE (€2, €3, &4)

= QOrganisme : Homo sapiens

= Type de séquence : ARNm

= Source : NCBI

Séquence:

>NM_000041.4 Mutated APOE_e2_Homo_sapiens
CTACTCAGCCCCAGCGGAGGTGAAGGACGTCCTTCCCCAGGAGCCGACTGGCCAATCACAGGCAGGAAGA
TGAAGGTTCTGTGGGCTGCGTTGCTGGTCACATTCCTGGCAGGATGCCAGGCCAAGGTGGAGCAAGCGGT
GGAGACAGAGCCGGAGCCCGAGCTGCGCCAGCAGACCGAGTGGCAGAGCGGCCAGCGCTGGGAACTGGCA
CTGGGTCGCTTTTGGGATTACCTGCGCTGGGTGCAGACACTGTCTGAGCAGGTGCAGGAGGAGCTGCTCA
GCTCCCAGGTCACCCAGGAACTGAGGGCGCTGATGGACGAGACCATGAAGGAGTTGAAGGCCTACAAATC
GGAACTGGAGGAACAACTGACCCCGGTGGCGGAGGAGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGLCG
GCGCAGGCCCGGCTGGGCGCGGACATGGAGGACGTGTGCGGCCGCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGC
AGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGCTGCGGGTGCGCCTCGCCTCCCACCTGCGCAAGCTGCGTAA
GCGGCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGTGCCTGGCAGTGTACCAGGCCGGGGCCCGCGAGGGL
GCCGAGCGCGGCCTCAGCGCCATCCGCGAGCGCCTGGGGCCCCTGGTGGAACAGGGCCGCGTGCGGGLLG
CCACTGTGGGCTCCCTGGCCGGCCAGCCGCTACAGGAGCGGGCCCAGGCCTGGGGCGAGCGGLTGCGLGL
GCGGATGGAGGAGATGGGCAGCCGGACCCGCGACCGCCTGGACGAGGTGAAGGAGCAGGTGGCGGAGGTG
CGCGCCAAGCTGGAGGAGCAGGCCCAGCAGATACGCCTGCAGGCCGAGGCCTTCCAGGCCCGCCTCAAGA
GCTGGTTCGAGCCCCTGGTGGAAGACATGCAGCGCCAGTGGGCCGGGCTGGTGGAGAAGGTGCAGGCTGC
CGTGGGCACCAGCGCCGCCCCTGTGCCCAGCGACAATCACTGAACGCCGAAGCCTGCAGCCATGCGACCC
CACGCCACCCCGTGCCTCCTGCCTCCGCGCAGCCTGCAGCGGGAGACCCTGTCCCCGCCCCAGLCLGTCCT
CCTGGGGTGGACCCTAGTTTAATAAAGATTCACCAAGTTTCACGCA
>NM_000041.4 APOE_e3 Homo_sapiens_ref
CTACTCAGCCCCAGCGGAGGTGAAGGACGTCCTTCCCCAGGAGCCGACTGGCCAATCACAGGCAGGAAGA
TGAAGGTTCTGTGGGCTGCGTTGCTGGTCACATTCCTGGCAGGATGCCAGGCCAAGGTGGAGCAAGCGGT
GGAGACAGAGCCGGAGCCCGAGCTGCGCCAGCAGACCGAGTGGCAGAGCGGCCAGCGCTGGGAACTGGCA
CTGGGTCGCTTTTGGGATTACCTGCGCTGGGTGCAGACACTGTCTGAGCAGGTGCAGGAGGAGCTGCTCA
GCTCCCAGGTCACCCAGGAACTGAGGGCGCTGATGGACGAGACCATGAAGGAGTTGAAGGCCTACAAATC
GGAACTGGAGGAACAACTGACCCCGGTGGCGGAGGAGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGLCG
GCGCAGGCCCGGCTGGGCGCGGACATGGAGGACGTGTGCGGCCGCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGC
AGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGCTGCGGGTGCGCCTCGCCTCCCACCTGCGCAAGCTGCGTAA
GCGGCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGCGCCTGGCAGTGTACCAGGCCGGGGCCCGCGAGGGC
GCCGAGCGCGGCCTCAGCGCCATCCGCGAGCGCCTGGGGCCCCTGGTGGAACAGGGLCCGCGETGCGGGLLG
CCACTGTGGGCTCCCTGGCCGGCCAGCCGCTACAGGAGCGGGCCCAGGCCTGGGGCGAGCGGLTGCGLGEL
GCGGATGGAGGAGATGGGCAGCCGGACCCGCGACCGCCTGGACGAGGTGAAGGAGCAGGTGGCGGAGGTG
CGCGCCAAGCTGGAGGAGCAGGCCCAGCAGATACGCCTGCAGGCCGAGGCCTTCCAGGCCCGCCTCAAGA
GCTGGTTCGAGCCCCTGGTGGAAGACATGCAGCGCCAGTGGGCCGGGCTGGTGGAGAAGGTGCAGGCTGC
CGTGGGCACCAGCGCCGCCCCTGTGCCCAGCGACAATCACTGAACGCCGAAGCCTGCAGCCATGCGACCC
CACGCCACCCCGTGCCTCCTGCCTCCGCGCAGCCTGCAGCGGGAGACCCTGTCCCCGCCCCAGCCGTCCT
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CCTGGGGTGGACCCTAGTTTAATAAAGATTCACCAAGTTTCACGCA

>NM_000041.4 Mutated APOE_e4 Homo_sapiens
CTACTCAGCCCCAGCGGAGGTGAAGGACGTCCTTCCCCAGGAGCCGACTGGCCAATCACAGGCAGGAAGA
TGAAGGTTCTGTGGGCTGCGTTGCTGGTCACATTCCTGGCAGGATGCCAGGCCAAGGTGGAGCAAGCGGT
GGAGACAGAGCCGGAGCCCGAGCTGCGCCAGCAGACCGAGTGGCAGAGCGGCCAGCGCTGGGAACTGGCA
CTGGGTCGCTTTTGGGATTACCTGCGCTGGGTGCAGACACTGTCTGAGCAGGTGCAGGAGGAGCTGCTCA
GCTCCCAGGTCACCCAGGAACTGAGGGCGCTGATGGACGAGACCATGAAGGAGTTGAAGGCCTACAAATC
GGAACTGGAGGAACAACTGACCCCGGTGGCGGAGGAGACGCGGGCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGLCG
GCGCAGGCCCGGCTGGGCGCGGACATGGAGGACGTGCGCGGCCGCCTGGTGCAGTACCGCGGCGAGGTGC
AGGCCATGCTCGGCCAGAGCACCGAGGAGCTGCGGGTGCGCCTCGCCTCCCACCTGCGCAAGCTGCGTAA
GCGGCTCCTCCGCGATGCCGATGACCTGCAGAAGCGCCTGGCAGTGTACCAGGCCGGGGCCCGCGAGGGL
GCCGAGCGCGGCCTCAGCGCCATCCGCGAGCGCCTGGGGCCCCTGGTGGAACAGGGCCGCGTGCGGGLLG
CCACTGTGGGCTCCCTGGCCGGCCAGCCGCTACAGGAGCGGGCCCAGGCCTGGGGCGAGCGGLCTGCGLGL
GCGGATGGAGGAGATGGGCAGCCGGACCCGCGACCGCCTGGACGAGGTGAAGGAGCAGGTGGCGGAGGTG
CGCGCCAAGCTGGAGGAGCAGGCCCAGCAGATACGCCTGCAGGCCGAGGCCTTCCAGGCCCGCCTCAAGA
GCTGGTTCGAGCCCCTGGTGGAAGACATGCAGCGCCAGTGGGCCGGGCTGGTGGAGAAGGTGCAGGCTGC
CGTGGGCACCAGCGCCGCCCCTGTGCCCAGCGACAATCACTGAACGCCGAAGCCTGCAGCCATGCGACCC
CACGCCACCCCGTGCCTCCTGCCTCCGCGCAGCCTGCAGCGGGAGACCCTGTCCCCGCCCCAGCLGTCCT
CCTGGGGTGGACCCTAGTTTAATAAAGATTCACCAAGTTTCACGCA

2-Séquences protéiques utilisées :

2.1. Protéine APP (Amyloid Precursor Protein) :
UniPrdi::‘ BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL UniF‘mIKBv Search & & O Help

[Function % P05067 - A4_HUMAN

Names & Taxonomy

Protein® | Amyloid-beta precursor protein Amino acids | 770 (go to sequence)

Subcellular Location Genel | APP Protein existence’ | Evidence at protein level
Disease & Variants Status® | % UniProtKB reviewed (Swiss-Prot) Annotation score’ | @
PTMProcessing Organism’ | Homo sapiens (Human)
Expression & Tools + .t Download f Add #h Community curated (1) Add a publication Entry feedback
Interaction

Entry Variant viewer Feature viewer i i F icati External links History
Structure
Family & Domains - i

Function
Sequence & Isoforms Functions as a cell surface receptor and performs physiological functions on the surface of neurons relevant to neurite growth, neuronal adhesion and axonogenesis. E

Interaction between APP molecules on neighboring cells promotes synaptogenesis (PubMed:26122912).
Involved in cell mability and transcription regulation through protein-protein interactions. Can promote transcription activation through binding to APBB1-KAT5 and inhibits

Similar Proteins

Homologs Notch signaling through interaction with Numb. Couples to apoptosis-inducing pathways such as those mediated by G(o) and JIP. Inhibits G(o) alpha ATPase activity (By
similarity).
Acts as a kinesin | membrane receptor, mediating the axonal transport of beta-secretase and presenilin 1 (By similarity)
By acting as a kinesin | membrane receptor, plays a role in axonal anterograde transport of cargo towards synapses in axons (PubMed:17062754, PubMed:23011729).
Involved in conner homeastasis/oxidative stress thrauah conner ion reduction In vitro: conner-metallated APP indiices neuranal death directlv or is notentiated throuah
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>sp|P05067|A4_HUMAN Amyloid-beta precursor protein OS=Homo sapiens O0X=9606
GN=APP PE=1 SV=3
MLPGLALLLLAAWTARALEVPTDGNAGLLAEPQIAMFCGRLNMHMNVONGKWDSDPSGTK
TCIDTKEGILQYCQEVYPELQITNVVEANQPVTIONWCKRGRKQCKTHPHEVIPYRCLVG
EFVSDALLVPDKCKFLHQERMDVCETHLHWHTVAKETCSEKSTNLHDYGMLLPCGIDKFR
GVEFVCCPLAEESDNVDSADAEEDDSDVWWGGADTDYADGSEDKVVEVAEEEEVAEVEEE
EADDDEDDEDGDEVEEEAEEPYEEATERTTSIATTTTTTTESVEEVVREVCSEQAETGPC
RAMISRWYFDVTEGKCAPFFYGGCGGNRNNFDTEEYCMAVCGSAMSQSLLKTTQEPLARD
PVKLPTTAASTPDAVDKYLETPGDENEHAHFQKAKERLEAKHRERMSQVMREWEEAERQA
KNLPKADKKAVIQHFQEKVESLEQEAANERQQLVETHMARVEAMLNDRRRLALENYITAL
QAVPPRPRHVENMLKKYVRAEQKDROQHTLKHFEHVRMVDPKKAAQIRSQVMTHLRVIYER
MNQSLSLLYNVPAVAEEIQDEVDELLOKEQNYSDDVLANMISEPRISYGNDALMPSLTET
KTTVELLPVNGEFSLDDLOPWHSFGADSVPANTENEVEPVDARPAADRGLTTRPGSGLTN
IKTEEISEVKMDAEFRHDSGYEVHHOKLVEFFAEDVGSNKGATIIGLMVGGVVIATVIVITL
VMLKKKQYTSTHHGVVEVDAAVTPEERHLSKMOONGYENPTYKFEFEQMON

2.2. Protéine APOE (Apolipoprotein E)

>sp|P02649|APOE_epsilon3 HUMAN Apolipoprotein E OS=Homo sapiens 0X=9606
GN=APOE PE=1 SV=1
MKVLWAALLVTFLAGCQAKVEQAVETEPEPELRQQTEWQSGORWELALGREFWDYLRWVQT
LSEQVQEELLSSQVTQELRALMDETMKELKAYKSELEEQLTPVAEETRARLSKELQAAQA
RLGADMEDVCGRLVQYRGEVQAMLGQSTEELRVRLASHLRKLRKRLLRDADDLQKRLAVY
OAGAREGAERGLSATIRERLGPLVEQGRVRAATVGSLAGQPLOERAQAWGERLRARMEEMG
SRTRDRLDEVKEQVAEVRAKLEEQAQOQIRLOAEAFQARLKSWEFEPLVEDMOROWAGLVEK
VOAAVGTSAAPVPSDNH

3. Utilisation "BLAST" :

MY UEYUSIILES INULITULIUG LLmY 1

blastn blastp blastx thlastn thlastx

BLASTN programs search nucleotide subjects using a nucieotide query. more...
Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) @ Ciear Query subrange @

GGATGAGGAAGGCATGOC S
TGGACARACCCTTCTTTTAAGATGTGTCTTCAATTTGTATARAATGGTGTTT §|  From [
TCATGTAAATAAATACAT H

TCTTGGAGGAGCA ) o[ ]
Celupica it Choase Flle | No file chosen (2}

Job Title | ‘

Enter a descriptive fitle for your BLAST search @
Align two or more sequencese

Enter Subject Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) © Clear Subject subrange @

GGATGAGGAAGGCATGCC -
TGGACAAACCCTTCTTTTAAGATGTGTCTTCAATTTGTATAAAATGGTGTTT Fom[ ]
TCATGTAAATAAATACAT -
TeTTGeASGACA . L E—
Or, upload file No file chosen (%)
Program Selection

Optimize for @ Highly similar sequences (megablast)

) More dissimilar sequences (discontiguous megablast)

() Somewhat similar sequences (blastn)

Choose a BLAST algorithm @

BLAST search using (Optimize for highly similar sequences)

[ show resuits in-a new window
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4. Arbres phylogénétiques par MEGA 12 : "géne APOE"

(1 AR Alignment Explorer (_out.2606060713mafftweba32164151MVpGqH1FoakOZ5uC2misfnormal.fasta) - O #
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Windows Help
(=BRSEmE 76| r DXGExG|+Sanr aa

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

Species/Abbry
1. HM 000484.4
2. NM 001013018.1
3. XM 015133068.3
4. NI 0010066012 |- |
5. N 001198823.1

3

Site |1 2 @uith Owogeps Selected genetic code: Standard

M12: Analysis Preferences
Likelihood Phylogeny Reconstruction
- ==
ANALYSIS
Statistical Method —»  Maximum Likelihood
PHYLOGENY TEST
Test of Phylogeny — | Standard Bootstrap (slow)
Bootstrap Replicates —» | 1000
SUBSTITUTION MODEL
Substitutions Type — | Nucleotide
Model/Method —3 | Tamura-Nei model
RATES AND PATTERNS
Rates among Sites — | Uniform Rates
DATA SUBSET TO USE
Gaps/Missing Data — | Use all sites
Select Codon Positions = | M1t M2nd [3rd ] MNencoding Sites
TREE INFERENCE OPTIONS
ML Heuristic Method —» | Nearest-Neighbor-Interchange (NNI)

Initial Tree for ML —» | Make initial tree automatically (Default - Ni/MP)

Branch Swap Filter = | None

SYSTEM RESOURCE USAGE
Mumber of Threads = | 3
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ona A o ] X
Analysis Windows Help
@@@@@@@@@@ O
ALIGN DATA MODELS DISTANCE DIVERSITY PHYLOGENY USERTREE AMNCESTORS SELECTION RATES CLOCKS DIAGNOSE
-
TA Close 2
£ Oota it
DePhylo
_I- Progress - 4
~ Stay in Front TIMETREE
X Stop
Run Status  Analysis Options )
DATAMONKEY
Start time 6/13/2026 19:55:10
Operation Run Time | 00:00:03
Status Bootstrapping
Log Likelihood -4,368.96
Replicate Mo, 115 of 1000
<
ASK MEGA-GPT

RECENT PUBLICATIONS

@ @ & ® ©

HELPDOCS EXAMPLES CITATION

File Search Image

REPORT BUG UPDATES MEGA LINKS TOOLBAR  PREFERENCES

s |M 3
S rorored G| A

View Compute Ancestors Caption Windows Help

BED|YOH ~|xfru B k8| EL£ O

Commonly Used

{E Topology Only
0% Auto-fit Horizontally
@ Auto-fit Vertically

: Taxon Separation |4 [» Tree Width

Aa  Font Name... Font Size >

[JBranch Lengths

[AScale Bar

[1Show Ancestors  Site# 1
Group Names

[ Caption
Tip Images

® Node Stats O None

(O Site Coverage

O Node IDs

Find Tip Names

to

* Ancestors

Logl = -4247.78

Original Tree  Bootstrap Consensus Tree

a6 NM 000041.4 APOE e3 Homo sapiens ref
_ENM 0010090071

- XM 077980391.1

XM 005616460 4

———— NM 009696 4
w0l NMO001270681.1

100

0.05

Evolutionary analysis by the Maximum Likelihood method

The phylogeny was inferred using the Maximum Likelihood method and Tamura-Nei (1993) model [1] of nucleotide substitutions and
the tree with the highest log likelihood (-4,247 78) is shown. The percentage of replicate trees in which the associated taxa clustered
together (1,000 replicates) is shown next to the branches [2]. The initial tree for the heuristic search was selected by choosing the tree
with the superior log-likelihood between a Neighbor-Joining (NJ) tree [3] and a Maximum Parsimony (MP) tree. The NJ tree was
generated using a matrix of pairwise distances computed using the Tamura-Nei (1993) model [1]. The MP tree had the shorest length
among 10 MP tree searches, each performed with 3 randomly generated starting tree. The analytical procedure encompassed 6 coding
nucleotide sequences using 1st, 2nd, 3rd, and non-coding positions with 1,411 positions in the final dataset Evolutionary analyses
were conducted in MEGA12 [4] utilizing up to 3 parallel computing threads.

Ready

Nous avons appliqué les mémes étapes avec Gene APP .
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5.Analyse des protéines (APP) :

5.1 .Analyse physico-chimique (ProtParam — ExPASY) :

a
Expasy=

ProtParam

@ Documentation @ Reference &4 Contact

User-provided sequence:

ProtParam

ProtParam [Documentation / Reference] is a tool which allows the computation of various physical and chemical parameters for a given
protein stored in UniProtKB or for a user entered protein sequence. The computed parameters include the molecular weight, theoretical pl,
amino acid composition, atomic composition, extinction coefficient, estimated half-life, instability index, aliphatic index and grand average of
hydropathicity (GRAVY) (Disclaimer)

Enter a protein sequence

Please enter one UniProtKB AC/ID (e.g. P05130 or KPC1_DROME)

Alternatively, enter one protein sequence in single letter code (e.9. ABCDEFGHIKLMNOPQRSTUVWXY)
—

Compute parameters

Protparam - Results Number of amino acids: 7780

Theoretical pI: 4.73
Molecular weight: 86943.25

39 10 5@ 50 Amino acid composition: | CSV format

18 20 ] I} 3] 5]
MLPGLALLLL AAWTARALEV PTDGNAGLLA EPQIAMFCGR LNMHMNVOQNG KWDSDPSGTK Ala (A) 63 8.2%
Arg (R) 37 4.8%
7@ 80 98 100 110 120 Asn (M) 31 4.0%
TCIDTKEGIL QYCQEVYPEL QITNVVEANQ PVTIQNWCKR GRKQCKTHPH FVIPYRCLVG Asp (D) 5@ 6.5%
Cys (C) 18 2.3%
130 148 150 160 17@ 180 Gln (Q) 36 4.7%
EFVSDALLVP DKCKFLHQER MDVCETHLHW HTVAKETCSE KSTNLHDYGM LLPCGIDKFR Glu (E) 92 11.9%
Gly (G) 38 4.9%
190 209 210 220 230 249 His (H) 25 3.2%
GVEFVCCPLA EESDNVDSAD AEEDDSDVWW GGADTDYADG SEDKVWEVAE EEEVAEVEEE Ile (I) 24 3.1%
Leu (L) 56 7.3%
250 268 270 280 290 300 Lys (K) 41 5.3%
EADDDEDDED GDEVEEEAEE PYEEATERTT SIATTTTTTT ESVEEVVREV CSEQAETGPC Met (M) 24 3.1%
Phe (F) 21 2.7%
310 320 330 340 350 360 Pro (P) 35 4.5%
RAMISRWYFD VTEGKCAPFF YGGCGGNRNN FDTEEYCMAV CGSAMSQSLL KTTQEPLARD Ser (5) 35 4.5%
The (T) s@ 6.5%
378 380 390 408 219 420 Trp (W) 9 1.2%
PVKLPTTAAS TPDAVDKYLE TPGDENEHAH FQKAKERLEA KHRERMSQVM REWEEAERQA Tyr (Y) 2@ 2.6%
val (v) 65 8.4%
430 440 458 260 470 480 Pyl (0) @ 0.0%
KNLPKADKKA VIQHFQEKVE SLEQEAANER QQLVETHMAR VEAMLNDRRR LALENYITAL Sec (U) @ 0.08%
499 seg 519 520 539 548 (B) o 0.0%
QAVPPRPRHV FNMLKKYVRA EQKDRQHTLK HFEHVRMVDP KKAAQIRSQV MTHLRVIYER (z) e e.0%
(X) o 0.0%
550 560 578 580 550 600 ) .
MNQSLSLLYN VPAVAEEIQD EVDELLQKEQ NYSDDVLANM ISEPRISYGN DALMPSLTET Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 142
Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 78
618 628 630 640 650 660 ) n
KTTVELLPVN GEFSLDDLQP WHSFGADSVP ANTENEVEPV DARPAADRGL TTRPGSGLTN Atomic composition:
Carbon C 3774
678 680 698 700 710 720 Hydrogen H 5910

5.2 .Analyse des domaines protéiques (EMBL-EBI InterPro) :
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(’ InterPro Classffication of protein families

» Search » Browse » Results Release notes Download Help

Scan your sequences

»Sp|PO5067|A4_HUMAN Amyloid-beta precursor protein OS=Homo sapiens OX=9606 GN=APP PE=1 SV=3
MLPGLALLLLAAWTARALEVPTDGNAGLLAE PQTAMFCGRLNMHMNVONGKWDSDPSGTR
TCIDTREGILQYCOEVYPELQT TNVVEANQPVT IQNWCKRGRKQCKTHPHEVIPYRCIVE
EFVSDALLVEDHCKF LEQERMDVCETHLEWHTVAKE TCSEXSTNLHDY GMLLECGIDKER
GVEFVCCPLAEZSDHVDSADAEEDDSVWWGGADTDYADGSEDKVVEVAEEEEVAEVEEE
EADDDEDDEDGDEVEZEAEEPYEEATERTTS IATTTTTTIESVEEVWREVCSEQRETGEC
RAMISRWYFOVIEEKCAPFFYGE DTEEYCM] MSQSLLKTTQEFLARD
FVKLETTAASTEDAVDKYLET PGDENEHAHFOKAKERLEAKHRERMSQVMREWEEAZROA
KNLPKADKKAVIQHFQEKVE STEQEARNERQQLVETHMARVEAMLNDRRRIALENYTTAL
QLVEFRPRHVENMLKKYVREEQKDROHT LKHF EHVRMVDEXKARQIRSQVMTELRVIVER
MNQSLSLLYNVPAVAEEIQDEVDELLQKEQNY SDDVLANMI SEPRISYGNDALMPSLTET
KITVELLEVNGEFSLDDL DSVEANTENEVEFPVD) TIIRPGSGLTI
IKTEEISEVKMDAEFRHDSGYEVEHQKLVEFAEDVGSNKGAT IGLMVEGVVIATVIVITL
VMLKKKQYTS HHGVVEVDAAVT PEERHLSKMOQNGYENPT YRFFEQMON

Valid Sequence.

I = Choose file " Example protein sequence

o InterPro assification of protein families

Home » Search » Browse » Results Release notes Download Help

1-7 of 7 results

O

iprscan5-R20260613-202302-0442-44670393-p2m 1 10 seconds ago L)
Searching
iprscan5-R20260608-152447-0502-34883559-p1m 1 5 days ago Completed 9
iprscan5-R20260608-152434-0536-11778311-p1m 1 5 days ago Completed T9
iprscan5-R20260608-151003-0308-93383828-p1m 1 5 days ago Completed 9
iprscan5-R20260608-150656-0153-59191871-p2m 1 5 days ago Completed T
iprscan5-R20260608-145357-0688-49129613-p1m 1 5 days ago Completed T9
iprscan5-R20260608-145106-0158-73211891-p1m 1 5 days ago Completed o
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5.3.Modélisation 3D (SWISS-MODEL) :

&8 swIss-MoDEL®

g SWISS-MODEL®

is a fully protein homology ling server, via the Expasy web server.

The purpose of this server is to make protein modelling accessible to all life science researchers worldwide.

Start Model

Repositozry

Every week we model all the sequences for thirteen core species based on the latest UniProtkB proteome. Is your protein

already modelled and up to date in SWISS-MODEL Repository?
1000
9 A
B
) Busse .3

Modelling Repository Tools Documentation Login Create Account

Q Search SWISS-MODEL Repository

> [IN] Ry

Start a New Modelling Project @

Target Sequence(s):
(Format must be FASTA, Clustal,
plsin string, or & valia UniProtX AC)

L Target 164 Supported Inputs @
Target THLHWHTVAKETCSEKS TNLHDYGMLLPCGIDKFRGVEFVCCPL YEEATERTTSIATTTTTT 2
Sequence(s) -
Target CSEQAETGPCRAMISRYYFDVTEGKCAPFFYGGCEGNRNNFDTEEY CHAVCGSAMSQSLLKTTQEP LARDPVKLPTTAASTPDAVDKYLET PEDENEHAHFQKAK ERLEAKHRERHSQUIREWEEAERQAKNLPKADKKAVIQHF 42

Target QEKVESLEQEAANERGQLVETHIARVEAMLNDRARLALENYTTALQAVPPRPRHVFNHLKKYVRAEQKDRQHT LKHFEHVRHVDPKKAAQTRSQUMTHLRVIYERMHQSLSLLYNVPAVAE EIQDEVDEL LQKEQNYSDOVLANH 55 Target-Template Alignment | ~

User Template -
\dd Hetero Target 2 Reset P

DeepView Project -
Project Title: Untitied Project
Email Optional
Search For Templates Build Model
By using the SWISS-MODEL servei, you agree to comply with the following ferms of use and fo cite the corresponding arficles.
u SWISS-MODEL® Modelling Repository Tools Documentation Login Create Accou

Il Projects

Untitled Project created: today at 21:28

Template Results o

The search for templates matching your target sequence is currently running. Please wait,

..running HHblits against SMTL

..reusing cached query alignment

..predicting residue burial status with ACCpro
..searching PDE profile database with previously built query profile

If you want to come back later, bookmark this link:

https://suissmodel . expasy . org/interactive/zD56Rd/

_KSTN LHDYGMLLPCGIDKFRGVEFVCCPLAEESDNVDSADAEEDDSDVWHGGADTDYADGSEDKVVEVAEEEEVAEVEEE

EADDDEDDEDGDEVEEEAEEPYEEATERTTSIATTTTTTTESVEEVVREVCSEQAETGPCRAMISRWYFDVTEGKCAPFFYGGCGGNRNNFDTEEYCMAVCGSAMSQSLLKTTQEPLARD

PVKLPTTAASTPDAVDKYLETPGDENEHAHFQKAKERLEAKHRERMSQVMREWEEAERQAKNLPKADKKAVIQHFQEKVESLEQEAANERQQLVETHMARVEAMLNDRRRLALENYITAL

QAVPPRPRHVFNMLKKYVRAEQKDRQHT LKHFEHVRMVDPKKAAQIRSQVMTHLRVIYERMNQSLSLLYNVPAVAEETQDEVDEL LQKEQNYSDDVLANMISEPRISYGNDALMPSLTET

KTTVELLPVNGEFSLDDLQPWHSFGADSVPANTENEVEPVDARPAADRGLTTRPGSGLTNIKTEETSEVKMDAE FRHDSGVEVHHQKLVF_
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Template Results o

Templates Quatemnary Structure Sequence Similarity Alignment More ~ Build Model

Usort s coverage $GMaE +QSQE #1dentity +Method +0ligo State #Ligands

Clear Selection

Q51580.1.A Amyloig-beta precursor protein
AlphaFold DB model of A4_PANTR {gene: APP, organism: Pan troglodytes (Chimpanzee))

] 068 - 99.87 AlphaFold v2 monomer v/ None

7mrm.1.A Fusion protein of Chicken CNTN3 FN1-FN2 domains and Amyloid-beta A4 protein,Amyloid-beta A4 protein
Chicken CNTN2 APP complex

|| 0.16 - 9357 X-ray, 2.8 homo-dimer 4 None

7mrm.1.A Fusion protein of Chicken CNTN3 FN1-FN2 domains and Amyloid-beta A4 protein,Amyleid-beta A4 protein
Chicken CNTN3 APP complex

| | 0.16 - 94.01 X-ray, 2.8A homo-dimer A None ’

7mrm. 1.8 Fusion protein of Chicken CNTN3 FN1-FN2 domains and Amyloid-beta Ad protein, Amyloid-beta Ad protein
Chicken CNTN3 APP complex {

|| 015 - 9357 X-ray, 2.8A homo-dimer 4 None

7mrm.1.B Fusion protein of Chicken CNTN3 FN1-FN2 domains and Amyloid-beta A4 protein,Amyloid-beta A4 protein
Chicken CNTN3 AFP complex

|| 015 B 04.01 X-ray, 2.8A homo-dimer 4, None

7mrk 1.A Amyloid-beta Ad protein
Chicken CNTN APP complex

| | 015 - 9357 X-ray, 2.0A hetero-dimer 4 None

7mrk.1.A Amyloid-beta A4 protein
Chicken CNTN4 APP complex

| | 015 - 93.71 X-ray, 2.04 hetero-dimer 4 None
O  7may.1.AFusion protein of CNTN4 and APLP2 f
Tanrafich PAITALL ADI DO mamniey

5.4 .Visualisation structurale (PyMOL) :

File Edit Build Display Setfing Scenes Mouse Plugin  Help

» k=] Zoom Orient  Rock  Presets... Builder... Scenes Draw/Ray v

. Al

s APP_WT.pdb

3-Button Viewing ~ SEQ &

png”
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File

Edit

Edit

Build

Build

Movie

=l

Movie

=l

Display Setting Scenes

Zoom v

[N

Display Setting Scenes

Zoom v

[N

Mouse  Wizard

Rock  Presets...

Mouse  Wizard

Rock  Presets...

ailable”)

Plugin

Plugin

Help

Builder. Scenes (@) Draw/Ray v =+

o Al AsBE
© APP_WTpdb
 APP_Swedish.pdb

* (mutation,

Button Viewing ~

Builder... Scenes () Draw/Ray v ***

o Al AsEBE

© APP_WTpdb

* (mutation_site)

3 3-Button Viewinc ~ ¥+ SEQ £
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File Edit Build Movie Display Setting Scenes Mouse Wizard Plugin Help

S Zoom v Orient Rock  Presets... Builder...  Scenes (8] Draw/Ray v

A s HLle

© APP_Swedish.pdb

* (mutation_site)

8 3-Button Viewing ~

106 111 116 121 1 146 151 1 1 171 176 195 196 201 266 201 206
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136 111 116 122 146 191 1 196 231 296 204 206
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Résumé :

Cette etude explore I'utilisation d'outils bioinformatiques pour analyser les mutations
génétiques associées a la maladie d'Alzheimer. Elle présente la méthodologie
employée pour l'analyse des séquences géneétiques a l'aide de la base de données du
National Center for Bioinformatics (NCBI) et d'outils d'analyse comparative tels que
BLAST et MEGA12. De plus, des étapes d'alignement multiple et de construction
d'arbres phylogénétiques ont été mises en ceuvre, ainsi que l'analyse des propriétés
physico-chimiques des protéines et de leur structure tridimensionnelle a l'aide d'outils
de modélisation moléculaire tels que SWISS-MODEL et PyMOL.

Les génes APP et APOE ont été privilégiés en raison de leur rdle crucial dans le
développement de la maladie d'Alzheimer et ses réponses pathologiques et
thérapeutiques associées.

L'étude a révélé des mutations ponctuelles spécifiques dans les génes APP et APOE,
en accord avec les recherches scientifiques récentes, soulignant les similitudes et les
différences entre I'nomme et certains organismes modéles utilisés dans les études
biologiques. Des régions fonctionnelles et évolutivement conservées au sein de ces
génes ont également été identifiées.

Les résultats ont été analysés a la lumiére des derniéres études de référence
pertinentes dans les domaines de la bioinformatique et de la génétique moléculaire de
la maladie d'Alzheimer.

Mots clés:

Bioinformatique ; Maladie d’Alzheimer ; APP ; APOE ; mutations génétiques ;
analyse phylogénétique ; BLAST ; MEGA ; séquencage génétique ; modélisation
protéique ; évolution moléculaire.



Abstract:

This study explores the use of bioinformatics tools to analyze gene mutations
associated with Alzheimer's disease. It presents the methodology employed in
analyzing gene sequences using the National Center for Bioinformatics (NCBI)
database and comparative analysis tools such as BLAST and MEGA12. Furthermore,
multiple alignment steps and phylogenetic tree construction were implemented, along
with the analysis of the physicochemical properties of proteins and their three-
dimensional structure using molecular modeling tools such as SWISS-MODEL and
PyMOL.

The APP and APOE genes were the focus due to their pivotal role in the development
of Alzheimer's disease and its associated pathological and therapeutic responses.

The study revealed specific point mutations in the APP and APOE genes, consistent
with recent scientific research, highlighting similarities and differences between
humans and some model organisms used in biological studies. Functional and
evolutionarily conservative regions within these genes were also identified.

The results were discussed in light of the latest relevant reference studies in the fields
of bioinformatics and molecular genetics of Alzheimer's disease..

Keywords:

Bioinformatics; Alzheimer’s disease; APP; APOE; genetic mutations; phylogenetic
analysis; BLAST; MEGA; genetic sequencing; protein modeling; molecular
evolution.
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