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Introduction

1. Introduction

La glutathion peroxydases (GPx) est une famille d'enzymes antioxydants, leur principale
fonction est de neutraliser le peroxyde d'hydrogéne ainsi que les hydroperoxydes organiques

aux niveaux intracellulaire et extracellulaire (Brigelius, 1994).

Les GPx sont les seules enzymes & pouvoir neutraliser de tres faibles concentrations de H202,
elle est composée de huit isoenzymes 1’un de ces huit isoenzymes est la glutathion peroxydase

plasmatique (GPx-3).

La glutathion peroxydase plasmatique (GPx-3) est une enzyme antioxydante majeure dans
le plasma, ¢’est un membre de la famille GPx contenant de la sélénocystéine, son gene est
situé dans la région 32 du chromosome 5 (Brigelius et al., 2013). GPx3 protége les cellules
contre les dommages oxydatifs engendrés par les espéces réactives d'oxygene (ROS).
(Brigelius et al., 1999 et Muller, 2003)

Les changements dans la concentration de GPx3 ainsi que de nombreux polymorphismes
génétiques a un seul nucléotide (SNP) au niveau du gene GPx3, ont été associés a des
maladies vasculaires, mais la relation de GPx3 avec le syndrome métabolique (MetS) reste
tres peu explorée. La GPx-3 protege également contre les modifications post-traductionnelles

du fibrinogene par les oxydants dérivés du ROS et du NO qui augmentent sa thrombogénicité

Dans ce travail nous nous sommes focalisés sur I’un des polymorphismes du géne GPx3, pour

lequel on a élaboré des amorces en utilisant I'outil de Primer3.
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L’objectif de notre étude d’association génétique représentent une étape majeure dans la

compréhension des mécanismes moléculaires, a 1’origine des pathologies humaines.

Ces ¢tudes consistent a mettre en évidence d’éventuelles associations statistiquement
significatives entre des variants génétiques et la survenue de certaines pathologies. Les plus
¢tudiés de ces variants génétiques dans ce genre d’études étant les SNP (single nucleotide

polymorphism).

L’analyse génétique de ce genre de variants peut se faire par diverses techniques. Notre travail
constitue 1’étape préliminaire ou initiale dans toute étude d’association génétique. Pour notre
part, nous sommes intéressés a etudier le SNP rs8177404 du gene GPx3. Cette étape est la

conception d’amorces, qui encadrent la variation génétique.

Dans ce travail nous allons donc concevoir, avec spécificité un couple d'amorce encadrant le
rs8177404 du gene GPx3 afin de pouvoir réaliser par la suite, des études d’association

génétique impliquant le polymorphisme rs8177404.

A la fin de ce travail nous aurons réussi a élaborer et a définir, les séquences des
oligonucléotides qui serviront d’amorces a I’amplification par réaction de polymérisation en

chaine PCR, du fragment encadrant le rs8177404 du gene GPx3.



Synthese bibliographie



Synthese bibliographique

I. Définition de la glutathion peroxydase

La glutathion peroxydases (GPx) est un ensemble d’enzymes tétramériques localisé dans
le cytosol ainsi que dans la mitochondrie (LACOLLEY, 2007), la GPx est la premiére
sélénoprotéine identifiée (Rotruck et al., 1973) . Leur principale fonction est de neutraliser le
peroxyde d'’hydrogéne ainsi que les hydro peroxydes organiques aux niveaux intracellulaire et
extracellulaire (BERLING et al., 1999)

Elle joue un réle clé dans la protection de I'organisme contre les dommages oxydatifs
(Bhabak et al., 2010). Les GPx sont les seules enzymes a pouvoir neutraliser de tres faibles
concentrations de H202, selon la réaction ci-dessous, en utilisant le glutathion pour former du

H20, et transformer le glutathion en sa forme oxydée.

2GSH
H,0, LOOH

GSSG 2H,0 LOH+H,0

2GSH

GSSG

Figure 1: Mode d’action de la GPx.LOOH :hydroperoxyde ;LOH :compose
lipidique reduit.

I1. Les types de glutathion peroxydase
Il existe 8 isoenzymes chez ’homme (tableau 1) caractérisées par des fonctions similaires
mais avec des modes d'action et des sites d'action différents (MULLER et al., 2007). Elles

peuvent étres classées en deux grands groupes :

I1.1. Les GPxs séléno-dépendantes

Les GPxs séléno-dépendantes sont caractérisées par la présence d’un atome de sélénium au
niveau de leur site actif. Ce résidu sélénium est lié & une cystéine et forme le 21°™ acide
aminé. (Mullenbach et al., 1987) il est responsable d'éliminer la présence de toute forme de
peroxydes qui endommagent les lipides qui peuvent émerger. On a 5GPx séléno-dépendantes
sont : GPx1, GPx2, GPx3, GPx4, GPx5 (Alexander, 2015 ;Kryukovet al., 2003)
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11.2. Les GPxs séléno-indépendantes

Caractérisé par 1’absence de sélénium au niveau de leur site actif. les ARNm de ces
enzymes ne possédent pas de codon UGA codant pour une séléno-cystéine mais un codon
UGC codant une simple cystéine on a 3 GPxs séléno —indépendantes sont :GPx5, GPx7,
GPx8 (Tang et al., 1995).

Tableau 1: Les isoenzymes de glutathion peroxydase. (Muller et al., 2007)

Gene Locus Enzyme

GPX1 Chr .3p21.3 Glutathion peroxydasel
GPX2 Chr. 14924.1 Glutathion peroxydase2
GPX3 Chr. 5932 Glutathion peroxydase3
GPX4 Chr. 19p13.3 Glutathion peroxydase4
GPX5 Chr. 6p21.32 Glutathion peroxydaseb
GPX6 Chr. 6p23 Glutathion peroxydase6
GPX7 Chr. 1p32 Glutathion peroxydase7
GPX8 Chr. 5q11.2 Glutathion peroxydase8
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I11. La GPX3 : La glutathion peroxydase plasmatique GPxP,GPx-3

La GPx3 est connue sous le nom de glutathion peroxydase plasmatique ou de glutathion
peroxydase extracellulaire, est la seule isoforme extracellulaire glycosylée connue, c’est
uneprotéine homotétramere (Brigelius et al., 1994) possédant quatre sous-unités de 23 a
25kDa. La GPx-3 est codée par un gene qui contient cing exons qui s'étendent sur 10 kb dans
la région q32 du Chromosome 5 (Brigelius et al., R 2013) c¢’est une protéine pouvant étre
sécrétée et on la retrouve dans le plasma ,le lait maternel ,le liquide amniotique, les poumons
(whitine et al.,2002).La GPx3 protége les cellules contre les dommages oxydatifs engendrés

par les especes réactives d'oxygene (ROS). (Brigelius ,1999 et Muller ,2003).

ay. Elle permet aussi le maintien de la biodisponibilité¢ du monoxyde d’azote (NO) dans les
vaisseaux (Wolin, 2011 ; Papp et al., 2007 ). La GPx3 est la deuxieme plus abondante
parmi les sélénoprotéines plasmatiques et la seule de sa famille a exercer une fonction
antioxydante extracellulaire et permet aussi le maintien de la biodisponibilité du monoxyde

d’azote (NO) dans les vaisseaux (Papp et al ., 2007).

L'ARNm de Gpx3 est exprimé de maniére spécifique aux tissus par le rein, le cceur, le
poumon, le foie, le cerveau, le tissu adipeux, le sein et le tractus gastro-intestinal, mais la
majorité des Gpx3 plasmatiques sont dérivés du rein (Maeda et al ;1997 et Tham et al.,
1998). Gpx3 est transporté par circulation ou il se lie aux membranes basales des cellules
épithéliales telles que celles du tractus gastro-intestinal . L'hyperméthylation du promoteur
Gpx3 et la régulation négative sont généralement observées dans le cancer humain (Chen et
al ;2011- Murawaki ,2008). Dans le cancer de la prostate, les deletions hemizygous et
homozygotes ainsi que la méthylation du premier exon de GPx3 se produisent fréquemment
(Yu YP et al .,2007). L'hyperméthylation du promoteur assure une diminution de I'expression
de Gpx3 dans les cancers gastriques, cervicales, thyroidiennes, de la téte et du cou, ainsi que
dans le cancer du poumon et dans le mélanome (Chen et al;2011, Zhang .2010 ) suggérant

que Gpx3 sert de suppresseur de tumeur dans ces cancers.

Ainsi, la perte de GPx3 contribue probablement a I'activation ou au recrutement différentiel
des macrophages qui favorise davantage la croissance et la survie de la tumeur. Il s'agit d'une
découverte intéressante car la carence en sélénoprotéine entraine une diminution de la

migration des macrophages (Carlson et al .,2009) et le séléenium augmente la capacité d'un

5
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hote a géenerer des lymphocytes et des macrophages cytotoxiques pour détruire les cellules

tumorales (Kiremidjian et al ., 1992).

La méthylation GPx3 est en corrélation avec la chimiothérapie du cancer de la téte et du cou
(HNC) et peut servir d'indicateur de pronostic potentiel pour les patients HNC traités par
chimiothérapie a base de cisplatine. Nos résultats confirment I'hypothése selon laquelle les
défauts du systeme antioxydant peuvent contribuer a la tumorigénése d'un large éventail de
malignités humaines. La méthylation GPx3 peut avoir des implications dans la réponse de
chimiothérapie et les résultats cliniques des patients HNC. La glutathion peroxydase3 (GPx3)
a été souvent réprimee dans de nombreux cancers en raison de I'hnyperméthylation du

promoteur et est connu comme un éventuel géne suppresseur de tumeur.

L'expression de GPx3 réduite a été trouvée dans le cancer de la prostate, le cancer de
I'endomeétre et le cancer de la téte et du cou. L'hyperméthylation du promoteur GPx3 réduit
I'expression de ce gene, qui est associé au mécanisme de la résistance aux médicaments
(Brigelius et Maiorino.,2013 et Chen et al., 2011). L'interaction entre GPx3 et la protéine
PIG3 (une protéine induite par TP53 du géne 3) active I'apoptose dans les cellules cancéreuses
de la prostate (Wang et al ;,2012). Beaucoup d'agents chimiothérapeutiques génerent des
radicaux libres et provoquent ainsi une apoptose dans les cellules tumorales (Brigelius et
Maiorino, 2013 et Chen et al ., 2011).

IV. La fonction de GPX3 :

GPX-3 est efficace dans la protection contre la toxicité de I'acétominophéne, bien que sa
surexpression peut également causer des effets néfastes ( Mirochnitchenko et al.,1995),la
plupart des informations concernant la fonction biologique de la protéine provient d'études de
son expression tissulaire et des effets de la maladie sur la synthéese de la protéine.

Comme la plupart des GPx3 se retrouvent dans le plasma et les fluides extracellulaires , elle
est glycosylée pour améliorer la stabilité et agir comme un antioxydant, peut-étre la cellule de
protection membranes. Contrairement a GPx1, GPx3 a une activité contre les hydroperoxydes
de phospholipides, ce qui lui donne un réle plus direct dans la protection des membranes
(Yamamoto etal ., 1993).

Bien que GPx3 soit synthétisé dans une gamme de tissus, la principale source de plasma est

dans le rein.
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Chez I'hnomme, on retrouve au niveau du rein les taux les plus ¢levés d’ARNm de GPx suivi
par d'autres organes (Ursini et al.,1985).

L’importance du rein comme source de GPx extracellulaire a été souligné par la localisation
de son ARNm dans les cellules épithéliales des tubules proximaux chez I'nomme, Rats et
souris (Bjornstedt et al., 1994). Les humains et les rats anephriques ont une trés faible
activitéde GPx3 dans le plasma. Les patients souffrant de maladies rénales ont également une
tres faible activité de GPx plasmatique, y compris ceux qui subissent une dialyse rénale. Ces
diminutions de GPx3 dans le plasma ne sont pas associées a la déficience en sélénium chez
les patients (référence). En raison de la synthése et la sécrétion de GPx3 dans le rein et dans la
glande thyroide GPx3 peut contrdler les niveaux de peroxyde d'hydrogéne nécessaire a

I'normone thyroidienne (Howie et al., 1995).

V. Les maladies associées au GPx3

V.1. Cancer de prostate :

GPx3 est facilement détectable dans le plasma, ce qui suggére qu'il constitue la premiere
ligne de défense contre les espéces réactives d'oxygene (ROS), méme avant leur entrée dans
les cellules il existe de nombreuses preuves suggérant que les enzymes impliquées dans le
métabolisme ROS sont essentielles pour protéger les cellules et assurer la progéniture d'une
cellule génétiqguement intacte, GPx3 est 1'un des génes les plus régulés. La régulation négative
de GPx3 est largement retrouvée dans le cancer de la prostate. Cependant, I'arrét complet de
I'expression GPx3 est en corrélation avec un pronostic plus faible. Cela peut refléter la
possibilité que I'absence de GPx3 rende les cellules extrémement vulnérables aux dommages
ROS et augmente l'instabilité du génome. I serait également intéressant de noter qu’une
diminution de I'expression de GPx3 peut étre detectée dans des tissus de prostate
morphologiquement bénins adjacents au cancer, la diminution de la régulation de GPx3 a été

trouvée étroitement associée a la progression du cancer (Yu et al.,2006).

Les sélenoprotéines comme la GPx3 peuvent jouer un role protecteur dans le

développement du cancer de la prostate.
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V.2. Le stress oxydatif

Le stress oxydant est produit par une accumulation toxique de radicaux libres oxygénés
produits par la respiration (O2-., OH., NO.) qui inactive la plupart des biomolécules de la
cellule. Les cellules régulent la concentration en radicaux oxygénés (ROS) grace a I’activité
de systémes enzymatiques antioxydants et a la présence d’antioxydants (vitamine E,
glutathion).L'accident vasculaire cérébral est la deuxieme cause de déces dans le mondel et la
principale cause de l'invalidité de longue durée dans les pays développés. La déficience en
glutathion peroxydase plasmatique (GPx-3) augmente le stress oxydant extracellulaire,

diminue I'oxyde nitrique bio disponible et favorise I'activation des plaquettes.

Le stress oxydatif joue un réle clé dans la survie cellulaire et la prolifération de plusieurs
types de cancer (Fiaschi et al., 2012) Le stress oxydatif pourrait causer une mutation
génétique,( Gasche ,2001) ,réguler les voies de signalisation qui contrélent la survie
cellulaire et I'invasivité et de fournir favorables micro-environnement pour le développement
du cancer (Pavlides et al., 2010).

Le stress oxydatif se définit par la présence de dérivés actifs de I'oxygéne ou de radicaux
libre sexcédant la concentration d'antioxydants nécessaires pour maintenir un equilibre et
prévenir les dommages oxydatifs.l'exceés de ROS est produitlors d'une concentration
d'oxygene plus élevée ou lors qu'il ya eu hypoxie suivie d'une réoxygénation.Lors d'une
grossesse, il se produit un stress oxydatif (Jauniaux et al ., 2000).

Le réle du stress oxydatif serait donc notamment au niveau du remodelage de la
matrice,de lI'angiogenése,de la migration et de laprolifération des cytotrophoblastes(
Genbacev et al .,1997 et Charnock et al., 2000 et Chen et al ., 2003).Le marqueur du tress
oxydatif le plus connu est la Peroxydation lipidique.La peroxydation lipidique se produit lors

que le radical hydroxyle.

La réduction du stress oxydant par l'activité de la GPx-3 protege également contre les
modifications post-traductionnelles du fibrinogene par les oxydants dérivés du ROS et du NO
qui augmentent sa thrombogénicité. Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre entre la
production d’espéces oxydantes, tels que les radicaux libres et les peroxydes, et leur

élimination par des systéemes de défenses antioxydantes.
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SYSTEME PROOXYDANT
Radicaux libres, Hydroperoxydes
Lipidiques, Peroxydes...

SYSTEME ANTIOXYDANT
Vit E. Vit C, GSH,
GPx, Catalase, SOD...

Figure 2:Déséquilibre du statut pro/anti oxydant en faveur dun stress

VI. ELABORATION DES AMORCES
VI1.1. Les amorce :

VI1.1.1. Définitions des amorces
Les amorces sont des courtes séquences oligonucleotidiques d’ADN monocaténaire,

utilisées lors des PCR pour borner I’amplicon.

Les amorces utilisées ont une langueur de 16-30 nucléotides ce qui demande une
température d’hybridation raisonnable élevée. L’extrémité 3 ‘de ’amorce devrait étre riche

en base G et C pour une meilleur hybridation.

VI1I. Définition de PCR :

La PCR permet d’amplifier des séquences autour des sites de mutations en quantités
suffisantes pour réaliser I’analyse par RFLP, le concept technologique de la réaction de
polymeérisation en chaine (polymerase chain reaction ou PCR), découvert par Kary Mullis en
1983 (Mullis et al., 1987). La PCR est une méthodologie hautement sensible et spécifique
pour la détection des acides nucléiques, son usage s’est considérablement étendu a de
nombreuses applications, dont I’analyse quantitative d’acides nucléiques spécifiques (ADN et

ADNC) dans un échantillon donné.
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Une réaction en chaine au cours de laquelle les produits issus d’un cycle d’amplification
servent de matrice pour le cycle suivant. Ainsi, la réaction en chaine qui s’établit par la

répeétition des cycles de dénaturation-hybridation-élongation.

Cette technique a progressé avec l'introduction d'une ADN polymérase qui peut générer une

grande quantité d'un segment spécifique de I'ADN.

VII.1. Le but de la PCR:

Le but de la PCR est de reproduire partiellement in vitro le mécanisme de réplication naturel

de ’ADN au lieu de répliquer un génome complet et d’obtenir des millions de copies d’une

séquence d’ADN.

VI11.2.Principe de la PCR :

Son principe consiste a obtenir un trés grand nombre de copie d’une séquence d’ADN
choisie, elle est basée sur le mécanisme de la réplication de I’ADN in vivo: I’ADN
bicaténaire est déroulé en ADN monocaténaire, puis dupliqué et «réenroulé». Cette technique

comprend les cycles répétitifs suivants :

VI1l1.2.1.La dénaturation:

C'est la séparation des deux brins d'’ADN obtenue par élévation de la température de 94 °C.

VI11.2.2.L’hybridation :

En abaissant la température, les amorces spécifiques s’hybrident sur les molécules simples
brin d'ADN. Les amorces sont constituées de courtes séquences d'’ADN complémentaires de
la séquence de I'ADN a amplifier.

Il sagit toujours d'un couple d'amorces, complémentaire encadrant le fragment d'’ADN a

amplifier.
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V11.2.3L’¢élongation :

C'est la synthése du brin complémentaire, elle se fait par addition de nucléotides a partir des

amorces en utilisant I’ADN polymérase comme catalyseur en présence d’ions Mg2+.
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I. Conception des amorces pour la PCR
Lors de la conception d'un ensemble d'amorces a une région spécifique de I'ADN pour
'amplification, une amorce doit étre orientée dans le sens 5 '— 3’, I’autre amorce doit

compléter le brin moins, elle est orientée dans le sens 3 '— 5 (Albert et al., 1990)

La conception des amorces est sans doute le parametre le plus important pour le succes de
la PCR, une amorce mal congue peut empécher le fonctionnement de la réaction PCR. La
séquence d’amorce détermine plusieurs parametres, telles que la position et la longueur du
produit, sa température de fusion et finalement le rendement (Innis et Gelfan, 1994).

Les caracteristiques qui devraient étre considerés lors de la conception des amorces sont:

La longueur de I'amorce, qui doit étre comprise entre 15-30 résidus nucléotidiques (bases). La
teneur optimale en GC devrait se situer entre 40-60%.

L'extrémité 3 'des amorces devrait contenir un G ou C.

Températures de fusion optimales (T m) des amorces entre 52-58C.

Di-nucléotidiques répétitions (par exemple, ou GCGCGCGCGC ATATATATAT).

I1. Sélection des amorces
Plusieurs variables doivent étre prises en considération lors de la conception des amorces pour

la PCR .Les plus importantes sont :

I1.1. La longueur de I’amorce
Ce paramétre est essentiel pour le succeés de la PCR. En général, les oligonucléotides entre 18

et 24 bases sont spécifiques de la séquence.

La longueur de I’amorce est également proportionnelle a I’efficacité de I’hybridation
I’objectif est de concevoir une amorce dont la température d’hybridation est d’au moins 50 °C
plus I’amorce est longue, moins 1’hybridation est efficace. Le nombre de matrices amorcées

diminuant a chaque étape, cela peut aboutir a une diminution sensible de produit amplifié.

11.2. Température de fusion (TT)
En général, une température de fusion de 5572 °C donnes les meilleurs résultats, elle
correspond a une longueur d’amorce de 18—24 bases. Les deux amorces d’oligonucléotides

doivent étre congues de sorte qu’elles aient des températures de fusion semblables.

13
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11.3. Spécificité
La spécificité de I’amorce dépend au moins partiellement de la longueur de 1’amorce. Il est
évident qu’il y a beaucoup plus d’oligonucléotides uniques a 24 paires de bases qu’a 15 paires

de bhases.

Les amorces doivent étre choisies de telle sorte qu’elles aient une séquence unique dans
I’ ADN matrice qui doit étre amplifié, une température de fusion de 55-72 °C donne les
meilleurs résultats. Une amorce congue avec une sequence hautement répétitive conduira a

une trainée lors de I’amplification d’ADN génomique.

11.4. Séquences d’amorce complémentaire
Les amorces doivent étre concues absolument sans aucune homologie intra-amorce au-dela de
3 paires de bases. Si une amorce posséde une telle région d’auto-homologie, des structures

partiellement doubles brin en «épingles a cheveux»

Un autre risque connexe est I’homologie inter-amorce. L’homologie partielle dans les régions
centrales de deux amorces peut interférer avec 1’hybridation. Si I’homologie se situe a
I’extrémité 3’ de I’une ou de 1’autre amorce, la formation de dimeres d’amorce se produira, ce

qui, par compétition, empéchera le plus souvent la formation du produit désiré.

I1.5. Teneur en G/C et suites polypyrimidine (T, C) ou polypurine (A, G)
La séquence d’amorce doit étre choisie de telle sorte qu’il n’y ait aucune suite poly-G ou

poly-C pouvant promouvoir une hybridation non spécifique.

Les suites polypyrimidine (T, C) et polypurine (A, G) devraient également étre évitées.
Idéalement, I’amorce présentera un mélange presque aléatoire de nucléotides, une teneur de

50 % en GC et une longueur d’environ 20 bases. (Dieffenbach et al., 1995).

11.6. Séquence a I’extrémité 3’
Il est établi que la position terminale 3’ dans les amorces PCR est essentielle pour empécher
le désamorgage, Le probléme des homologies d’amorce se produisant dans ces régions a déja

été reporté
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I11. La séquence du Géne GPX3

La séquence du géne GPx3 a été extraite depuis la base de données db SNP de NCBI via le

site (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP)

dbSNP est une archive publique de toutes les variations de sequences courtes, et pas
seulement des substitutions nucléotidiques dbSNP a été créé en septembre 1998, il définit des
variantes de nucléotide unique. Cette base de données comprend une large collection de

variations génétiques simples telles que les substitutions de nucléotides a base unique.
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Figure 3: Plateforme de dbSNP
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Figure 4: La sequence de polymorphisme rs 8177404

IV. Le polymorphisme rs8177404 de géne GPx3

Le séquencage de 581 pb de la région du promoteur du géne GPx3 a permis de mettre en
évidence 10 SNP connus
(rs8177403,Rs8177404,rs8177405,rs181590329,rs61381043,rs8177406,rs8177407,rs8177408
, 1s8177409,rs6888961 ) Parmi les 10 loci polymorphes, on a choisi le rs8177404 qui est
localisé sur le géne GPx3 constitué d’une substitution d’un nucléotide C (cytosine) en T
(tymine), il a été associé précédemment au syndrome métabolique et a une augmentation du

risque de maladie cardio-vasculaire.

V. L’outil primer3
C’est un logiciel de conception d'amorces ou de sondes utilisé pour la sélection d'amorces.

Les composants les plus visibles de Primer3 sont le WeblInterfaces, primer3plus
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(http://primer3plus.com) (Untergasser et al.,2007) et Primer3web (http://primer3.wi.mit.edu)

ainsi que le programme de conception d’amorce Primer3 qui peut effectuer plusieurs types de
taches de conception, il permet de trouver les sequences des amorces a utiliser lors de la
réalisation d’une PCR et d’étudier plus en détail ces amorces, notamment de savoir si elles ne
s’hybrident pas sur elles-mémes ou entre elles. Il Permet également de donner la localisation
de la région d’hybridation des amorces et la taille de I’amplicon obtenu ainsi que la séquence

du couple d’amorces trouvé.

V1. Les étapes de primer3 :
Etape 1 :

Copier la séquence sélectionnée dans la fenétre ou rentrer son code d’identification.

Recherchent les deux amorces

Etape 2 :

Renseigner la position du nucléotide du départ de I’amplification et la taille maximale de

I’amplicon souhaité

Etape 3 :

Supprimer les intervalles non souhaités
Etape 4 :

Utiliser les parameétres par défaut des amorces ou les vérifier a 1’aide du logiciel Perl Primer
(taille, Tm°C)
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Conclusion et perspectives

I. Résultats de la conception des amoreces :

I.1. obtention de la séquence d’intérét :
La séquence de la région d’intérét encadrant le polymorphisme Rs8177404 a été obtenue en

utilisant la base de données SNP

Nous avons consulté ’ensemble des SNP de géne GPx3, puis nous avons configuré le menu
de la base de données, de telle sorte a avoir le maximum d’informations sur le polymorphisme
Rs8177404, la nature du polymorphisme qui est une substitution d’un nucléotide de type C

(cytosine) en T (tymine).

1.2. conception des amorces

L’utilisation de I’outil primer 3 pour le polymorphisme rs 8177404 de géne GPx3 a permis
d’obtenir cinqg couples d'amorces

Des produits de PCR de plus de 2000 pb pourraient étre difficiles a séquencer, la
concentration d'/ADN devenant un facteur limitant. En effet plus un produit de PCR est long
plus sa concentration doit étre élevée pour obtenir un résultat de séquencage satisfaisant. La
température d'hybridation des amorces est de 60°C

La longueur des amorces optimales obtenues est de 20 nucléotides (figure6). En général plus
I'amorce est longue, moins I'hybridation est efficace. Le fragment utilisé contient 1004pb ces
amorce donnent un produit de 243pb, ces amorces ont une teneure GC de 45 a 55%, leur
température d’hybridation et de 59.87 et 59.95¢ respectivement.

Les couples d’amorces de la séquence de SNP rs 8177404 :

L’amorce gauche S’>CACTCACATTTCTGCGCATT3’

L’amorce droite 5>’TGGGTAGGGCATTAGGACTG3’
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CLIGD start len TIm g any 3" =seq
LEFT PRIMEER 325 20 58.87 45.00 &.00 2.00 CACTCRCATTICTGCGCATT
RIGHT PRIMER L&T 20 58.85 55.00 2.00 1.00 TGGGTAGGGCATTAGGLCTG

SEQUENCE S5IZE: 1004
THCLUDED REGIOH SIZE: 1004

PRCDUCT 5IZE: 243, PAIR ANY CCOMPFL: 3.00, PAIR 3" CCOMFL: 2.00

TARGETS (=start, len)*: 502,33

1 TECTAGGCCCIGIGCCAGGTGETGATTATGGGCCCTATTCTCARAGGACTCCIGETICTCC

6l GLCIGICACTIACTITAGRLRCARGTCATCTAGCCAGAGCCAGRRGGGCACTGLAGATC

121 CTRAATCARTCCCATCATTACATAGCTGAGGRALARCTGAGGCCCAGAGAGTALCTGCARCAT

181 GITRAnAGRCTACRCAGGEAG AR TTTATTTICTGCTTCTARGCCAGGTGETTITGECCAC

241 AGATAGGCCAAGRAGALTACGRACAGACRRGCCTIGCTGGGTIITCCCACTCAGTTITATTA

301 CTATTAGACCATTCCCITITICCCCACTCACATTITCTGCGCATTTCCATGGTICTICATAR

PEEEEEEIREIRIEIIREERY

36l AATCTRAAGCCTARRAATAGRGTTITCCTTGAGICTITTGEGICTTCATTICT GRAGACTCT

421 CATGTCACAGARRRCTTITARTTALATARATCGITATGCITITICTICTIGCTARCCTTITTIIC

481 TRCAGGCATGICAGCIGIGRYC,/TCCITATGATGEGEAGGRARGECACCCCACCTTICTICT

L]

541 GITCCCTACAGICCTIAATGCCCTACCCAGRATGGGGTITTITCARRRTCCCAGEACACCCACT
el

Figure 6: Résultats obtenus aprés utilisation du logiciel Primer3
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LDDITICHAL OLIGDS

start len Tm gcE any 3' seqg
1 LEFT PRIMER 325 20 59.87 45,00 6.00 2.00 CACTCRCATTTCTGECGCATT
RIGHT PRIMER 573 20 58,78 50.00 3.00 2.00 CCATTICIGGGTAGEGCATITA
PRODUCT SIZE: 24%, PAIR ANY CCMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
2 LEFT PRIMER 330 20 60.48 40.00 6.00 2.00 ACATTITCTGCGCATTTICCAT
RIGHT PRIMER 573 20 60.05 50.00 5.00 1.00 ARLACCCCATTCTGGGETAGE
PRODUCT SIZE: 250, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
3 LEFT PRIMER 330 20 60 .48 40.00 6.00 2.00 ACATTTCTGCGCATTTICCAT
RIGHT PRIMER 567 20 59,85 55.00 2.00 1.00 TGGGTAGGGCATTAGGACTG
PRODUCT SIZE: 238, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
4 LEFT PRIMER 325 20 59.87 45,00 ®.00 2.00 CACTCRCATTTCTGECGCATT
RIGHT PRIMER 570 20 59.52 50.00 2.00 0.00 TTICTGGGTAGGGECATTAGGER
PRODUCT SIZE: 246, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 1.00
Statistics
con too in in no Tm tmm high high high
sid many tar excl bad =C too too any 3' poly end
ered Ns= get reg GC%E clamp low high compl compl X s=tab ok
Left 4353 1 0 o] 150 0 1932 1127 0 24 o] 64 1055
Right 4102 4] 0 o] 111 0 1073 2035 4] 0 0 8 7o

Fair Stats:
considered 5037, unacceptable product size 5023, ok 14
primer3 release 1.1.4

(primer3 results.cgl release 0.4.0)
Figure 7:Résultats de 4 séquences qui sont restent

Parmi les cing couples d’amorces spécifiques obtenus, le logiciel a choisi les amorces
optimales en prenant en considération la longueur du produit obtenu, la teneur en GC mais

surtout les températures d’hybridation des amorces, qui doivent étre des plus proches.

I1. Confirmations des résultats:

Afin de nous assurer de la qualité des résultats obtenus, et de la fonctionnalité des amorces
obtenus, nous avons réalisé une PCR virtuelle, en utilisant I’outil UCSC de ’université de

Californie ( http://genome.ucsc.edu/)

Les résultats obtenus, ont d’abord confirmé la taille du produit d’amplification obtenu, en
effet le produit obtenu est de 243pb, comparable a celui obtenu en utilisant 1’outil

bioinformatique Primer3.
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L’utilisation d’UCSC nous a permis également de confirmer, la spécificité des amorces
congues, le résultat obtenue représente un fragment unique, les informations obtenues en

marge, confirment également le chromosome porteur du gene GPx3, la séquence des amorces

et la température d’hybridation (Figure 8)

ﬁ Genomes SEN0ITE Sroser 00s NETOMS Dombass ‘A’; Oatz
UCSC In-Silico PCR
Germe Assembly Target Forward Primes Revwrse Prme
Haren . Dec. 2033 (GRCNGY/bG) » gescrre asantly o ACTCACATTTCTELOCATT GUATAGGULATTAGGACTG sbeme
Mat Product Sze: 4000 Min Perdact Match 15 Mn Good Match 15 Fip Renersa Prmex
About In-Silico PCR

In-Sikco PCR searches a sequence database with a pair of PCR pamess, using an indeng sratagy dor fast pedormance
Configuration Options

Genome and Assembly - The sequence dalabase fo search

Target - F availabie, choose to query transtnbed sequences

Forward Primer - Mis! bz af least 15 bases inlengh

Reverse Primer - O the opposite strand from the forward pamer. Minmum kengt of 15 bases

Max Product Size - Maormum size of ampibiad region

Min Perfect Match - Number of bases that match exactl ca 3 énd of pamers. Mrimum match sea s 15
Min Good Match - Number of hases an 3 end of primers where at leadt 2 out of 3 ases maich

Flip Reverse Primer - imvert 1 sequence order of the reverse primer and complament it

Output

Yihen sucoesshul, the search retums a saquence output fike in fasta Sormat contaming all sequence 1 ihe database that ke between and includa the pnmer pair. The asta header desarbes the
region in the database and the pamers. The fasta body 1s capitaized in areas where the pomer sequence malches e database sequence and In lower-case elsewhera Here |s an example
from human

Figure 8: Utilisation du site ( http://genome.ucsc.edu/)
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Conclusion et perspectives :

Compte tenu du role prépondérant que joue la réaction de polymeérisation en chaine PCR dans
la biologie moléculaire, il s’avére plus qu’important d’élaborer des amorces, qui soient le plus
spécifiques et le moins biais¢ possible quant a la qualité d’hybridation qu’a la température

utilisé.

C’est dans ce sens que nous avons jugé intéressant, de concevoir des amorces pour le
polymorphisme rs 8177404 du géne GPx3, un gene dont le produit joue un réle reconnu dans

la survenue du syndrome métabolique

L’étude de la variation génétique au niveau de ce geéne, et notamment le polymorphisme
rs8177404, consiste a utiliser des amorces afin d’amplifier la région encadrant ce
polymorphisme, ceci représente une étape prealable, et indispensable a toute analyse de
biologie moléculaire impliquant ce polymorphisme (PCR/Séquencage, RT/PCR ...).

Nous avons élaboré grace a ce travail, un couple d’amorce qui encadre le polyphorphisme
SNP rs 8177404 du géne GPx3 associé au syndrome métabolique qui est considéré comme
prefigurant plusieurs maladies graves. le polymorphisme rs 8177404 n’ayant pas fait 1’objet
d’études au sein de notre population, pourra faire 'objet dans I’avenir d'une étude
d’association avec la survenue du syndrome métabolique ou d’autres désordres de I’ordre
cardio-métabolique, une études dans laquelle la répartition des alléles du polymorphisme
rs8177404, doit étre comparée entre le groupe des cas (porteurs de la maladie) et le groupe
des témoins (controles), afin de mettre en évidence une éventuelle association statistiquement

significative, entre les alleles de ce polymorphisme et la survenue du syndrome métabolique
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Résumé
La glutathion peroxydase GPX constitue le systeme enzymatique anti-oxydant principal. Elle
catalyse la réduction d’une grande variété d’hydroperoxydes tels les hydroperoxy des d’acides
gras et le peroxyde d’hydrogene, par I’intermédiaire du glutathion et protége ainsi les cellules
des mammiferes contre le stress oxydatif, parmi les glutathions peroxydases on retrouve le
géne GPX3 localisé dans la région q32 du chromosome 5
Dans ce travail nous allons concevoir, avec spécificité un couple damorce encadrant le
rs8177404 du gene GPX3 afin de pouvoir réaliser par la suite, des études d’association
génetique impliquant le polymorphisme rs8177404.
L’utilisation de I’outil Primer3 nous a permis d’obtenir un couple d’amorces d’une longueur
de 20 nucléotides, qui encadre la région d’intérét, et qui donne un produit d’amplification de
243pb. La PCR in-Silico, réalisée grace a I’outil UCSC, nous a permis de confirmer les
résultats obtenus.
Ce travail représente une étude préalable et indispensable a toute analyse de biologie
moléculaire, qui a pour but d’étudier I’implication d’un polymorphisme génétique dans la
survenue d’une pathologie associée.

Mots clés : Géne GPX3, rs 8177404, amorce

Summary
Glutathione peroxidase GPX is the main antioxidant enzyme system. It catalyses the reduction
of a wide variety of hydroperoxides such as fatty acid hydroperoxides and hydrogen peroxide,
via glutathione and thus protects mammalian cells against oxidative stress, among the
glutathione peroxidases, we finds the GPX3 gene, localized in g32 region of chromosome 5
In this work we will design, with specificity, a pair of primers framing the rs8177404 of the
gene GPX3 in order to be able to realize thereafter, genetic association studies involving the
polymorphism rs8177404.
The use of the Primer3 tool allowed us to obtain a pair of primers with a length of 20
nucleotides, which frames the region of interest, and which gives a 243 bp amplification
product. The in-Silico PCR, carried out using the UCSC tool, enabled us to confirm the
results obtained.
This work represents a preliminary study and indispensable step to any analysis of molecular
biology, which aims to study the implication of a genetic polymorphism in the occurrence of
an associated pathology.

Key words: GPX3 gene, rs 8177404, primer
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