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Résumé

La cyclooxygénase 2 ou COX-2 est une enzyme clé dans la conversion de l'acide
arachidonique en prostaglandines. Les prostaglandines qu'elle induit sont
impliqguées dans linflammation et la réponse a la douleur dans différents tissus du
corps. Ainsi, elle joue un role prépondérant dans la pathogenése des maladies
infectieuses, inflammatoires, autoimmunes et des cancers. L’activation de PTGS2
produit la prostaglandine E2, qui agit sur un certain nombre de voies de
signalisation  cellulaire  impliquant la  prolifération  cellulaire,  l'angiogenése,
I'apoptose, linvasion et limmunosuppression qui caractérisent ces maladies. La
découverte du mécanisme d’action de la COX-2 a ouvert la voie a la production de
nouvelles molécules anti-inflammatoires gui ambitionnent de réduire les effets

secondaires des traitements anti-inflammatoires qui existent déja.

Ce travail se propose de relater le role décrit dans la littérature de COX-2 dans l'inflammation
et en particulier dans les maladies autoimmunes et les maladies infectieuses, ainsi que de

créer une amorce pour Polymerase chain reaction a partir du géne de la COX-2.

Mots clés: PGs , PTGS2, COX2 , PCR, amplification d’ amorce



Ao AEEEN Abstract

Abstract

Cyclooxygenase 2 or COX-2 is a key enzyme in the conversion of arachidonic acid to
prostaglandins. The prostaglandins it induces are involved in inflammation and the pain
response in different tissues of the body. Thus, it plays a preponderant role in the
pathogenesis of infectious, inflammatory, autoimmune and cancer diseases. Activation of
PTGS2 produces prostaglandin E2, which acts on a number of cell signaling pathways
involving cell proliferation, angiogenesis, apoptosis, invasion and immunosuppression that
characterize these diseases. The discovery of the mechanism of action of COX-2 paved the
way for the production of new anti-inflammatory molecules which aim to reduce the side

effects of anti-inflammatory treatments that already exist.

This work aims to relate the role described in the literature of COX-2 in inflammation and in
particular in autoimmune diseases and infectious diseases, as well as to create a primer for

Polymerase chain reaction from the COX-2 gene .

Keywords: PGs, PTGS2, COX2, PCR, primer amplification
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Introduction

La prostaglandine H synthase (PTGS) ou cyclooxygénase (COX) est une enzyme clé dans la
syntheése des prostaglandines (PG). Cette enzyme est bifonctionnelle; la réaction COX
initiale convertit I'acide arachidonique en prostaglandine G2, par la suite, la réaction a la
peroxydase convertit la prostaglandine G2 en prostaglandine H2 (1).C’est en 1971 que notre
compréhension du réle de I'enzyme COX dans la biologie et les maladies est devenue plus
claire (2).

Il existe trois isoformes de COX: COX-1 exprimée dans la plupart des tissus dans des
conditions basales , COX-2, principalement inductible et impliquée dans les processus
inflammatoires et cancérigenes et enfin, COX-3, de découverte plus récente(3,4).

COX-2 est une enzyme clé dans la conversion de l'acide arachidonique en

prostaglandines. Les prostaglandines qu’elle induit sont impliquées dans l'inflammation et la
réponse a la douleur dans différents tissus du corps (5,6) . Ainsi, elle joue un role
prépondérant dans la pathogenése des maladies infectieuses, inflammatoires, autoimmunes

et des cancers (7,8).

L’activation de PTGS2 produit la prostaglandine E2 (PGEZ2), qui agit sur un certain nombre
de voies de signalisation cellulaire impliquant la prolifération cellulaire, I'angiogenése,

I'apoptose, l'invasion et I'immunosuppression qui caractérisent ces maladies (9).

L’implication des COX dans le processus inflammatoire a conduit a 'émergence de la classe
thérapeutique des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) qui regroupent les molécules
bloguant la synthése des prostanoides en agissant sur les COX. Plus récemment, la
découverte des mécanismes d’actions de la COX-2 a aboutit a la production de nouvelles
molécules qui agissent de maniére sélective sur cette enzyme avec I'ambition de contrer les
effets secondaires de l'inhibition de la COX-1(10).

Ce travail se propose de relater le role de COX-2 dans l'inflammation et de créer une amorce

pour Polymerase chain reaction a partir du géne de la COX-2.



Chapitre 1

1.Revue de la littérature
1.1.Les prostaglandines

Les prostaglandines se rencontrent dans la nature, dans le liquide seminal , dans le liquide

amniotique, dans le sang maternel durant les contractions utérines et dans le sang

menstruel. Les prostaglandines sont un nom générique donné a une famille de lipides qui

possedent des propriétés biologiques particulieres. Leurs propriétés vasodépressives et

contractiles sur la fibre musculaire utérines sont connues depuis 1930-1933 (Tableau 1.1).

Il est présumé que les prostaglandines jouent un réle dans:

1. Le transport et la capacitation du sperme

2. La rétention tubaire de I'ceuf

3. La grossesse et le travail

4. La steroidogenese ovaiienne et la luteolyse

5. La vasoconstriction du cordon ombilical

6. La dysmenorrhee (11).

Les Caractéristiques des prostaglandines

Le naturel d'origine

le liquide séminal, amniotique, le sang maternel durant les

contractions uterines , le sang menstruel

La famille

Lipides

Propriétés

vaso depressives ,contractiles

La nature chimique

acides gras non satures et oxygenes a 20 carbones

Noyau

noyau cyclopentane

Les groupes majeurs

identifiés par les lettres A, B, E, F

L’Origine

I'acide linolenique, soit de I'acide arachidonique ou de

I'acide pentaeno;que i.e.




Les types Thromboxane alpha-2 (TxA2), Prostacycline (Pg 12),
Prostaglandine D2 (PGDZ2), Prostaglandine E2 (PGE2),
Prostaglandine F2 (PGF2)

Tableau 1.1. Les Caractéristiques des prostaglandines .
1.2. Les prostaglandines synthase

1.2.1. Définition
Les prostaglandine-endoperoxyde synthases (PTGS), également connues comme les
cyclooxygénases (COX), sont des enzymes régulatrices clés dans la biosynthése des
prostanoides, une classe d'hormones qui comprend les prostaglandines, les prostacyclines
et les thromboxanes, responsables de multiples activités inflammatoires, mitogénes et
angiogéniques dans divers tissus et systemes d'organes (12,13,14).

L'intérét croissant pour les COX est di a de nombreuses preuves montrant l'implication de
ces enzymes non seulement dans la physiologique, mais aussi dans les processus
physiopathologiques tels que le développement et la progression du cancer, de la maladie
d’Alzheimer et de la maladie de Parkinson (10,15).

1.2.2. Physiologie

Les COX font partie d'un complexe d'enzymes qui convertit I'acide arachidonique en
prostaglandine H2 (PGH2), le précurseur de tous les prostanoides (prostaglandines,
prostacyclines et thromboxanes) Le complexe consiste en une isoenzyme COX et une

peroxydase (Figure 1.1) (8).
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Figure 1.1. Voie métabolique de 'acide arachidonique (9).

1.2.3. Isotypes des prostaglandines synthase
Les COX existent sous trois isoformes : COX-1, COX-2 et COX-3.

1.2.3.1. Prostaglandine synthase 1

COX-1 catalyse la conversion de I'acide arachidonique libre en PGH2. Elle est exprimée
continuellement et & un niveau constant indépendamment du cycle cellulaire et dans la
plupart des tissus (18,19). Le géne de la COX-1 est situé, chez 'humain, dans la région
chromosomique 9g32-g33.3 (10).

C’est une glycoprotéine ubiquitaire de 71 kDa codée par un géne localisé sur le chromosome
9 (PTGS1) (15). Comme la plupart des génes de ménage, le promoteur de COX-1 ne
comporte pas de boite TATA ( Figure 1.2) (16).

COX-1 joue un réle dans 'homéostasie cellulaire en participant par exemple a la prolifération
cellulaire, grace a la production de prostaglandines PGE2. L'expression constitutive de
COX1 au niveau de I'épithélium gastrique conduit a la synthése de PGE2 qui stimule la
prolifération des cellules épithéliales et donc le renouvellement de I'épithélium gastrique (11).
De plus, elle stimule la production de mucus et diminue la production d’acide chlorhydrique,
ce qui permet de protéger la paroi de I'estomac de l'acidité. Le métabolisme de 'AA (acide
arachidonique) par COX-1 et la thromboxane A2 (TxA2) synthase dans les plaquettes
conduit a la production de TxA2, qui joue un réle important dans la régulation de la

coagulation sanguine et de la pression artérielle (3).

Figure 1.2: Structure de la Cyclooxygénase-1 (13).



1.2.3.2. Prostaglandine synthase 2

Voir section correspondante.

1.2.3.3. Prostaglandine synthase 3

Découverte en 2002 , COX-3 est identifiée comme étant une variante d’épissage alternatif
du géne de la COX-1. Ces deux isoenzymes dérivent du méme géne. Chez ’'homme,
COX-3 est exprimée de maniére constitutive et majoritairement dans le cortex cérébral et le
ceeur (14).

Actuellement, le réle de COX-3 n’est pas encore défini mais il a été suggéré que
I'acétaminophéne (paracétamol) est un inhibiteur sélectif de COX-3 ,suggérant un réle de
COX-3 dans la sensibilité a la douleur(14).Cependant, 'hypothése est controversée puisque
d’autres études ont décrit une capacité de ce composé a inhiber COX-2, rendant ainsi
I'élucidation du réle de COX-3 difficile (17).

1.3. Prostaglandine synthase 2

Découverte en 1991, COX-2 humaine est composée de 581 acides aminés (74 KDa),

dons la séquence est homologue a 60% environ a celle de COX-1. C’est une enzyme
principalement inductible. Cependant, elle est constitutivement exprimée dans certains tissus
tels que le cerveau et le rein. Elle est aussi continuellement exprimée dans le cceur et dans

les ovaires ou I'enzyme jouerait un réle dans 'ovulation (18,19) .

1.3.1. Structure

L’isoforme COX-2 differe de COX-1 par une extension du c6té carboxy-terminal (Cterm) et
par un site de liaison aux Antiinflammatoires non stéroidiens(AINS) plus important (17).
Cette caractéristique permet la reconnaissance par les inhibiteurs spécifiques de COX-2 (par

exemple, célécoxib, rofécoxib, nimésulide) (Figure 1.3).



Figure 1.3. Structure of COX-2 (18)

1.3.2. Géne
Les genes codant la COX-1 et la COX-2 sont situés respectivement sur les chromosomes 9

et 1 et leur transcription est contrélée par des promoteurs hétérologues (Figure 1.4) (20).
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Figure 1.4 : Localisation du géne PTGS1 (21)

Le géne de COX-2 est localisé sur le chromosome 1 (gene PTGS2) et présente un élément
de réponse NF-kB dans son promoteur ainsi que d’autres éléments de réponse dépendant
de cytokines comme I'lL-6 (interleukine-6) (17) . La région chromosomique ou se situe ce
gene est le 1925.2-g25.3 (18,19). Sa taille est de 8.3 kb et il contient 10 exons et 9 introns
(Figure 1.5) (20).
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Figure 1.5: Localisation du géne PTGS2 (21)

1.3.3. Expression et régulation

COX-2 est exprimée dans les cellules liées a l'inflammation comme les monocytes ou les
fibroblastes mais aussi dans les cellules endothéliales ou son expression est stimulée
continuellement par le stress de cisaillement induit par la circulation sanguine (22—-23).

Plusieurs cytokines pro-inflammatoires comme le transforming growth factor alpha (TNFa),



I'IL-1B, I'IL-6, ainsi que des facteurs de croissance, des agents pathogénes comme le
lipopolysaccharide (LPS) sont capables d’induire son expression (24). Cette expression est
régulée a différents niveaux. D’abord au niveau transcriptionnel grace a des facteurs de
croissance comme le TGF-a par exemple, ou encore I'epithelial growth factor (EGF), mais
aussi des cytokines pro-inflammatoires (par exemple, IL-1", TNFB ou LPS
(lipopolysaccharides) (Figure 1.6) (25). Concernant les cytokines pro-inflammatoires, les
voies de signalisation intracellulaires concernées impliquent souvent TAMPc et I'activation de
CREB (cAMP response element binding) sous la dépendance des PKAs (protein kinase A).
Pour le TNFa (Tumor Necrosis Factor a.) , I'activation de COX-2 dépend de ERK
(extracellular signal-regulated kinase ) et du facteur de transcription NF-Kb ( 26,27).

L’expression de la COX-2 est normalement régulée au niveau de sa transcription et post-
transcription et peut aussi étre régulée par le niveau de protéines synthétisées et/ou
dégradées. Le promoteur de la COX-2 chez I’humain contient plusieurs sites de liaison pour
la régulation de la transcription, incluant I'élément de réponse de 'AMP cyclique (CRE), des
sites de liaison potentiels pour Myb (myeloblastosis) , pour le facteur nucléaire interleukine-6
(NK-IL-6), le facteur nucléaire kB (Nf-kB) et les facteurs Ets (E26 spécifiques a la
transformation ou E-vingt-six). La région 5’ du promoteur de la COX-2 contient une boite
TATA (absente dans le promoteur de la COX-1), ainsi que de nombreux éléments
promoteurs agissant en cis, incluant le NF-kB, le NF-1L6 (le facteur nucléaire interleukine-6 )

et le CRE (CREB response elernent) , CREB(CAMP response element binding protein) (28).



ARNm de COX-2

Figure 1.6 : Voies de signalisation régulant I'expression de COX-2 (23)

1.3.4. Particularités gui distinguent COX-2 de COX-1

Bien que codés par différents genes, COX-1 et COX-2 partagent une structure primaire
relativement conservée (environ 60% d’acides aminés identiques) et une structure
topologique similaire (Tableau 1.4) (17,24). De plus, les deux enzymes catalysent la méme
réaction, la conversion de I'acide arachidonique en PGH2 a travers deux enzymes
différentes, une cyclooxygénase (bis-oxygénase) qui convertit I'acide arachidonique en
prostaglandine-G2 (PGG2) et une peroxydase qui réduit PGG2 pour former PGH2 (Tableau
1.2) (29,30).

COX-1 COX-2

Similitude Seulement 60% d’homologie dans la séquence d’acides
structurelle aminés

(COX-1 et COX-2 sont codées par des genes différents).

Le site actif de COX-2 est plus grand que celui de COX-1.

Régulation Présence physiologique, Formation induite lors

multiplication possible de la | d’inflammation (synthese

concentration par un facteur | multipliée par 10 a 80 en cas




deux a quatre.

de
simulation appropriée :

inflammation, hormones).

Localisation

tissulaire

Présente dans la plupart des
tissus, particulierement
abondante dans les
thrombocytes, les cellules
endothéliales, 'estomac, les

reins et les muscles lisses.

Présente physiologiguement
dans la prostate, 'utérus, les
testicules et les poumons.
Présente dans tous les

tissus aprés induction.

Fonction de 'enzyme

Production de
prostaglandines a fonctions
protectrices, régulant le
fonctionnement rénal, la
fonction digestive et la

coagulation sanguine.

Activée par une inflammation
gu’elle aggrave par la
production de
prostaglandines
proinflammatoires.
Toutefois, réle physiologique
non négligeable pour le
maintien de diverses

fonctions vitales.

Nom du géne

PTGS1

PTGS2

Localisation du géne

chr.9 (9933.2)

Chr.1 (1931.1)

Poids moléculaire

71kDa

72kDa

Nombre d’acides aminés

576

604

Tableau 1.2.Sommaire des différences entre les 2 isoformes COX-1 et COX-2 (14)




1.3.5. Réles biologiques

La forme inductible de la COX est la principale responsable de la formation de PGs lors de
linflammation. Les LPS et les cytokines inflammatoires comme le TNF-a , I'lL-1a et

I'IL-1B permettent I'induction de la COX-2, qui synthétise alors des PGs pro-inflammatoires
(31).

L’IL-1 a induit I'expression de la cPLA (cvtosolic phospholipase ) et mobilise I'acide
arachidonique, le substrat de la COX-2. En plus d’étre la responsable de la synthése de PGs
associées a la douleur et a la fievre, la COX-2 est aussi impliqguée dans le développement du
systéme cardiovasculaire, I'arthrite rhumatoide, la reproduction chez la femelle (ovulation,
implantation utérine et invasion du blastocyte), la maladie d’Alzheirner, certaines fonctions
immunologiques, la régulation de la croissance cellulaire, 'angiogenése, 'apoptose et la

prolifération et la croissance des cellules normales cancéreuses (32—-33).

1.3.6. Site actif des PTGS2

Le site actif d’'une enzyme est schématiquement formé par un petit nombre d’acides aminés
organisés en un arrangement tridimensionnel précis formant une poche ou une crevasse
dans la protéine. Le site a une affinité élevée pour le substrat, parce que la nature chimique
des acides aminés du site et leur arrangement spatial forment une région complémentaire de

certains groupements de la molécule de substrat (34).

Les amino-acides essentiels a la fixation du substrat (Argl20) ou a la réaction
d'oxygénation (Tyr385) sont également retrouvés dans la COX-2. Toutefois, des
remplacements ponctuels de certains résidus vont entrainer des modifications d'ordre

stérigue au niveau du site enzymatique. Cette isoforme posséde deux particularités :

— Une particularité géométrique : Le site actif COX-2 est dépourvu de l'isoleucine 523
et posséde a la place une valine dont le groupement isopropyle est plus petit par
rapport a lisobutyle. La perte d'un groupe CH3 permet de diminuer I'encombrement

stérique.

— Une patrticularité électronique : Cette poche latérale se distingue par certains résidus

a caractere polaire : Arginine (Arg), Glutamine (GIn), Histidine (His) (Figure 1.7) (35).
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Figure 1.7. site actif de la COX-2 (36)

1.4. PTGS2 et le systéeme immunitaire

La COX-2 permet la synthése de PGs et la surexpression de la COX-2 augmente
considérablement le niveau de PGs dans des nombreuses maladies (Maladies
inflammatoires, maladies infectieuses, cancers, maladies auto-immunes.....), ce qui en fait
un acteur essentiel dans leur pathogénése. Il est démontré que la PGE2 produite dans
plusieurs types de cancers inhibe la prolifération cellulaire des cellules B et T du systéme
imnninitaire et la synthése des cytokines du systéme immunitaire en plus de diminuer
I'activité cytotoxique des cellules NK (37,38). Cet effet antiprolifératif contribue a la
suppression du systéme immunitaire associée aux PGs. La PGE2 inhibe la production de
TNf-u et induit FIL-10, qui ont des effets immunosuppresseurs. Les PGs produites suite a la
surexpression de la COX-2 permettent ainsi aux cellules transformées de déjouer la

surveillance immunitaire(39).

1.4.1. PTGS2 dans I'inflammation

1.4.1.1. L’inflammation

L’inflammation est la réponse du systéme immunitaire a stimuli nocifs, tels que les agents
pathogénes, les cellules endommagées, les composés toxiques, ou l'irradiation, et agit en
éliminant les stimuli nuisibles et en initiatiant le processus de guérison. L'inflammation est un
mécanisme de défense vital pour la santé. Habituellement, lors d'une réponse inflammatoire
aigué, les événements et les interactions cellulaires et moléculaires minimisent efficacement
les blessures ou les infections imminentes. Ce processus d'atténuation contribue a la

restauration de I'homéostasie des tissus et a la résolution de l'inflammation aigué.
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Cependant, une inflammation aigué non contrblée peut devenir chronique, contribuant a une
variété de maladies inflammatoires chroniques (40).

Le but de l'inflammation est d'éliminer I'agent pathogéne et de réparer les lésions tissulaires.
Mais, parfois l'inflammation peut étre néfaste du fait de la persistance de I'agent pathogéne
dans le siége de l'inflammation, par anomalies de régulation du processus inflammatoire ou

par anomalies quantitative ou qualitative des cellules intervenant dans l'inflammation (41,42).
1.4.1.1.1. L’inflammation aigue

L’inflammation aigue est la réponse immédiate de I'organisme a un agent agresseur, elle

est caractérisée par des phénoménes vasculo-exsudatifs intenses et par une forte présence
des polymorphonucleaires au niveau du foyer inflammatoire (43). La réponse inflammatoire
aigué est un processus rapide et dynamique qui guérit spontanément. Dans ce cas, un
équilibre entre des facteurs pro-inflammatoires responsables de l'initiation et de
I'amplification de cette réponse et d’autres anti-inflammatoires associés a sa résolution est
établi (44).

1.4.1.1.2. L’inflammation chronique

Elle se produit suite a une infection non résolue, a la persistance d’un corps étranger, une
exposition chimique continues ou & la récurrence d’inflammations aigué (11).
1.4.1.2. PTGS2 et cancer

L'inflammation chronique a été proposée comme un mécanisme important impliqué dans
l'initiation et la progression des tumeurs épithéliales en induisant la division et la prolifération
cellulaires, en inhibant I'apoptose et en stimulant I'angiogenése (45) .

Les prostaglandines sont des molécules d'un intérét particulier dans la réponse
inflammatoire. Les COX1 et COX2 sont les enzymes limitant la vitesse de production des
prostaglandines. COX 2, qui est induite dans la réponse inflammatoire, est responsable de la
majorité des prostaglandines présentes lors de la réponse immunitaire a l'inflammation (10).
Le mécanisme par lequel la COX-2 est régulée a la hausse dans les cancers humains est
largement inconnu. Une hypothése suggéere que les cellules cancéreuses deviennent
intrinseéquement plus actives dans I'expression de COX-2 parce que l'expression du gene
COX-2 est induite par l'activation des oncogenes, qui a leur tour activent les transducteurs
de signal tels que les MAP (mitogen activated protein) kinases et pAkt (protéine kinase B)
qui peuvent stimuler la transcription de COX-2 et augmenter la stabilité de la transcription
(Figure 1.8) (46,47). Par ailleurs, il a été démontré que les anti-inflammatoires non

stéroidiens (AINS) protégent contre le cancer (48).
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4

= Cell proliferation, cell survival and epithelial-mesenchymal transition
= Angiogenesis and lymphangiogenesis

= Tumour-cell migration, invasion and metastasis

= Inhibition of adaptive immunity

= Altered response to hormones and chemotherapeutic agents

Figure 1.8. Voies qui relient I'inflammation et le cancer(49).

1.4.2. PTGS2 dans l'auto-immunité
1.4.2.1. Les maladies auto-immunes (MAI)

Les maladies auto-immunes (MAI) sont la conséquence d’une dérégulation du systeme
immunitaire entrainant une réponse immunologique inadaptée de 'organisme contre les
antigénes du soi a I'origine d’'un processus pathologiquehttps (50).

Les mécanismes a l'origine des MAI sont variés. En I'absence de toute pathologie, il existe
chez l'individu sain des lymphocytes B et des lymphocytes T autoréactifs, ainsi que des
autoanticorps. L’apparition de manifestations auto-immunes est en régle la conséquence
d’un défaut de vigilance/contréle du systeme immunitaire entrainant une rupture de tolérance
vis-a-vis des antigenes du soi. Il peut s’agir d’'un déficit quantitatif ou qualitatif de certaines
populations de lymphocytes dont le réle est de réguler le systéme immunitaire (les
lymphocytes T régulateurs ou Treg) ou de 'émergence d’un clone lymphocytaire T ou B

autoréactif, c’est a-dire reconnaissant un autoantigene (51).
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1.4.2.2.PTGS2 et le diabéte de type 1

Le diabéte de type 1 (DT1) est une maladie auto-immune caractérisée par la destruction des
cellules B des ilots pancréatiques de Langerhans responsables de la production d’insuline,
suivie d'une perte de synthése d'insuline et d'une hyperglycémie. Il est suggéré que les
interactions entre les facteurs environnementaux, le systéme immunitaire et les génes de
I'néte conduisent au diabete de type 1, mais les événements initiaux de la pathogenese qui
causent la mort des cellules b ne sont pas résolues. L’exposition a des toxines ou a des
agents infectieux (52) a été étudiée pour son rdle potentiel dans le déclenchement de la mort
des cellules B, qui est considérée comme un événement précoce conduisant a I'activation
des cellules T et a la perte de tolérance (53).

PTGS-1 et PTGS-2 sont impliqué dans le mécanisme déclencheur du DT1 (10). Trés
probablement, les deux enzymes sont exprimées dans le tissu pancréatique, et il existe des
preuves que PTGS-2 plutét que PTGS-1 est principalement exprimée dans les flots de
Langerhans (54). Les roles joués par les enzymes PTGS dans les cellules B n'ont pas été
entierement établis, mais il existe de bonnes preuves qu'au moins PTGS-2 est impliqué dans

les lésions des cellules B médiées par les cytokines (48).

1.4.3. PTGS2 dans I'immunité anti-infectieuse

La COX2 participe a la régulation de la réplication virale et a la modulation des réponses
inflammatoires apres infection. Un certain nombre d'études soutiennent le réle de la PGE2
dans la modulation de la réplication et de la virulence du virus d'une maniére sélective de
type cellulaire et de virus. L'infection virale stimule également I'expression d'un certain
nombre de produits géniques pro-inflammatoires, notamment la COX-2 I'oxyde nitrique

synthase inductible (iNOS) ainsi que les cytokines pro-inflammatoires(55).

1.4.3.1. PTGS2 et virus de 'immunodéficience humaine

L'activation immunitaire chronique accompagne l'infection chronique par le (virus de
limmunodéficience humaine) VIH et accélere le développement d'une déficience
immunitaire. Alors que la caractéristique de la primo-infection a VIH est une perte de
lymphocytes T CD4 aux sites muqueux et ailleurs , l'infection chronique a VIH est
caractérisée par l'incapacité du systeme immunitaire pour contrdler la réplication virale ainsi
que par un état d’activation immunitaire chronique (56).

L'infection chronique par le VIH est caractérisée par une activation immunitaire chronique et

des lymphocytes T dysfonctionnels avec AMP cyclique intracellulaire (AMPc), qui inhibe la
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capacité d'activation des lymphocytes T. L'AMPc peut étre induit par la prostaglandine E2
aprés une régulation positive induite par le LPS de la COX-2 dans les monocytes en raison
des taux élevés de LPS chez les patients atteints d'une infection chronique par le VIH
(57,58).

1. 4.3.2. PTGS2 dans l’'infection au nouveau coronavirus humain

COVID-19 ou coronavirus du syndrome respiratoire aigu sévere 2 (SRAS-COV-2) est une
maladie virale hautement contagieuse .Récemment (30 avril 2020) nous avons effectué une
recherche documentaire pour tous les documents publiés sur le COVID 19 et l'acide
arachidonique (AA) (59).

La COX-2 et les prostaglandines (PG), en particulier la PGE2, ont une action pro-
inflammatoire dans la physiopathologie du COVID19. L'acide arachidonique peut agir comme
composeé antiviral endogene. Une carence en AA peut rendre les humains plus sensible au
COVID-19. Cibler ces médiateurs pro-inflammatoires peut aider & diminuer le taux de
mortalité et de morbidité chez les patients COVID-19 (60).En ce qui concerne les différences
entre les sexes, Pace et al. observé que dans humains au cours d'une inflammation aigué, il
y avait une augmentation expression de COX-2 et PGE2 chez les hommes vs femmes (61).
Suite a ces constatations, il est possible que l'augmentation de PGE2 chez les hommes
peuvent étre I'un des facteurs soulignés contribuant a une infection plus sévére au COVID-
19 chez les hommes (62).

1.5. Implications thérapeutiques
1.5.1.Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS)

L’observation que la COX est la cible pharmacologique des anti-inflammatoires non-
stéroidiens (AINS) a été rapportée initialement par Vane en 1971 (10).

Il démontrait que I'acide acétylsalicylique (aspirine) inhibait la production de PGs impliquées
dans l'inflammation en bloquant I'activité enzymatique de la COX. Les AINS sont depuis
utilisés pour supprimer l'inflammation, diminuer la douleur, la fievre et prévenir les
thromboses.

Les AINS traditionnels comme l'aspirine, I'ibuproféne et 'indométacine inhibent les deux
isoformes de la COX en les modifiant de fagon covalente ou en créant une compétition de
liaisons avec le substrat au site actif. De |égéres différences aux sites actifs des deux
isoformes expliquent les effets différents des inhibiteurs sur I'activité enzymatique des deux
enzymes (40).

En plus de leur réle anti-inflammatoire et analgésique, plusieurs AINS sont reconnus depuis

le début des années 90 comme étant des agents pouvant prévenir certaines formes de
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cancers. Plusieurs études épidémiologiques démontrent que la prise quotidienne d’AINS
diminue l'incidence de cancer du cblon, du sein et des poumons ( 23,50).

Les caractéristiques analgésiques, anti-inflammatoires ainsi que la potentielle propriété anti-
cancer de plusieurs AINS sont reliées selon de nombreuses études a leur capacité d’inhiber
particuliérement I'activité enzymatique de la COX-2 (17,40). La COX-2 est effectivement
devenue une cible thérapeutique pour la prévention et/ou la thérapie de nombreuses
tumeurs solides telle que le cancer du sein (11) .

1.5.2.Les inhibiteurs synthétiques

Plusieurs molécules synthétisées sont maintenant considérées comme les principaux agents
thérapeutiques pour le traitement et la prévention des maladies inflammatoires. Les AINS
regroupent 'ensemble des médicaments symptomatiques inhibiteurs de la syntheése des
prostaglandines. lls agissent principalement au niveau de la cascade de I'acide
arachidonique et plus précisément par blocage d’enzymes de cyclooxygénases ,
Développement et validation de la plateforme de criblagevirtuel (20).

COX-2 est la cible des AINS (par exemple, I'indomethacine, le flurbiproféne) et d’inhibiteurs
spécifiques (par exemple, le rofécoxib, le célécoxib, I'étoricoxib). Ces anti-inflammatoires
sont pour la plupart des inhibiteurs compétitifs de COX-2. COX-2 présente une extension du
c6té C-term et un site de liaison aux AINS plus important qui permet la reconnaissance
spécifique de COX-2 par les inhibiteurs spécifiques (Figure 9). L'un des premiers AINS a
avoir été découvert est I'acide acétylsalicylique (aspirine), qui a été isolé en 1829 (6).
L’aspirine est capable d’acétyler le site actif de COX sur un résidu sérinequi conduit a une

inhibition irréversible (2,15).

1.5.3.Les inhibiteurs spécifiques de la PTGS2 ou coxibs

Les nouveaux AINS sont des inhibiteurs spécifiques de la COX-2. lIs ont été élaborés pour
cibler 'excés de PGs au site inflammatoire en respectant les PGs produites par la COX-I
dans les tissus sains. L'utilisation d’AINS non-spécifiques est associée a des effets
indésirables créés par l'inhibition de la COX-Il. En effet, ils inhibent la synthése des PGs
impliquées dans 'homéostasie cellulaire et qui sont des produits majoritairement synthétisés
par la COX-1. Les AINS non-spécifiques perturbent également ’homéostasie corporelle par
l'inhibition de I'agrégation des plaquettes et la réduction des PGs cytoprotectives comme la
PGI2 ou la PGE2, qui se traduit par des effets néfastes sur les reins ainsi que par des

ulcérations et perforations du tractus gastro intestinal (11).
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Les inhibiteurs de COX-2 peuvent étre séparés en trois catégories. Il y a tout d’abord les
AINS classiques qui sont capables d’inhiber I'activité de COX-1 et de COX-2. Puis, il y a les
inhibiteurs spécifiques de COX-2 ou coxibs, qui n’inhibent que I'activité de COX-2. Enfin, il y
a le nimésulide et le méloxicam qui sont souvent désignés comme inhibiteurs préférentiels
de COX-2 en raison de leur capacité a inhiber COX-1 mais seulement pour les plus fortes
posologies recommandées (4).

La sélectivité de différents AINS est indiquée dans le tableaul.3.

AINS non-sélectifs

AINS sélectifs de la COX-2

AINS hautement
sélectifs a la COX-2

Aspirine® Etodolac (Lodine®) Célécoxib (Celebrex®)
Diclofenac (Voltaren®) Meloxicam (Mobic®, Rofecoxib (Vioxx®)
Ibuprofene (Advil®, Motrin®) | Metacam®) Parecoxib
Indométacine Nimesulide

Resvératrol (Polyphénol,
Trihydroxystilbéne)

Tableau 1.3 : Sélectivité de différents ANS pour la COX-1 et la COX-2 (4) .

1.4.3.1. Le médicament rofécoxib (vioxx) qui a été retiré du marché

Le développement récent d’AINS COX-2 sélectifs a permis d’améliorer nettement la sécurité
gastro-intestinale de cette famille de produits en comparaison aux AINS non sélectifs
conventionnels. Une controverse est cependant apparue dans la littérature internationale a
propos de la sécurité cardio-vasculaire des AINS COX-2 sélectifs. Le médicament rofécoxib
a été retiré du marché en, en raison d’'une incidence accrue de complications cardio-
vasculaires, en particulier d’infarctus aigu du myocarde. Ce scandale sanitaire a soulevé la

suspicion vis-a-vis 'ensemble de la classe des AINS COX-2 sélectifs (63).

1.6.Elaboration des amorces

1.6.1.Définition des amorces

Les amorces sont de courtes séquences oligonucléotidiques d’ADN monocaténaire, utilisées

lors des réactions de polymérisation en chaine (PCR) pour borner I'amplicon. Elles doivent

étre spécifiques de la séquence a amplifier, stables et compatibles entre elles.
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1.6.2.Définition de PCR :

La polymerase chain reaction (PCR) permet d’amplifier des séquences autour des sites de
mutations en quantités suffisantes pour réaliser 'analyse par RFLP ( I'anglais restriction
fragment length polymorphism), le concept technologique de la PCR.

Découvertes par Kary Mullis en 1983, les techniques PCR sont devenues essentielles pour
beaucoup de procédures communes, telles que le clonage de fragments d’ADN spécifiques,
la détection et l'identification de génes a des fins de diagnostic en médecine légale ainsi que
dans la recherche sur les modes d’expression génique (64,65).

1.6.3.Le but dela PCR:

Le but de la PCR est de reproduire partiellement in vitro le mécanisme de réplication
naturelle de 'ADN au lieu de répliquer un génome complet et d’obtenir des millions de copies
d'une séquence d’ADN.

1.6.4.Principe de la PCR

La PCR est basée sur le mécanisme de la réplication de 'ADN in vivo: 'ADN bicaténaire est
déroulé en ADN monocaténaire, puis dupliqué et «ré enroulé». Cette technique comprend
les cycles répétitifs suivants:

-La dénaturation :

C'est la séparation des deux brins d'/ADN obtenue par élévation de la température de 94 °C.
-L’hybridation : En abaissant la température, les amorces spécifiques s'hybrident sur les
molécules simples-brin d'’ADN (50°C pendant 30 secondes a une minute).

-L’élongation :

Extension de la chaine d’ADN par addition de nucléotides (dNTPs)

( désoxyribonucléoside triphosphate) a partir des amorces en utilisant TADN polymérase
comme catalyseur en présence d’ions Mg?* (72°C pendant 30 secondes a 2 minutes) (

Figure 1.9).
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Figure 1.9:Les étapes de I'amplification PCR
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Chapitre Il
2.Matériels et méthodes

2.1. Conception des amorces pour la PCR

La conception des amorces appropriées est essentielle a la réussite d'une expérience de
PCR. Lors de la conception d'un ensemble d'amorces a une région spécifique de I'ADN
désiré pour I'amplification, une amorce doit s'hybrider au brin plus, qui, par convention est
orienté dans le sens 5 '— 3' (aussi connu comme le sens ou non template brin) et 'autre
amorce doit compléter le brin moins, qui est orientée dans la 3 '— 5' (antisens ou brin
matrice) (66).

La conception des amorces est sans doute le parametre le plus important pour le succes de
la PCR. Toutes choses égales par ailleurs, une amorce mal congue peut empécher le
fonctionnement de la réaction PCR. La séquence d'amorce détermine plusieurs choses,
telles que la position et la longueur du produit, sa température de fusion et finalement le

rendement (67) .
2.2. Sélections d’amorces

Plusieurs variables doivent étre prises en considération lors de la conception des amorces

pour la PCR .Les plus importantes sont :

= Lalongueur de 'amorce.

= Latempérature de fusion (Tf).

= La spécificité.

= Les séquences d’amorce non complémentaires.

= Lateneur en G/C et suites polypyrimidine (T, C) ou polypurine (A, G).

= Laséquence a I'extrémité 3'.

2.2.1. La longueur de I'amorce

La température et le temps d’hybridation dépendent en partie de la longueur de 'amorce. Ce
paramétre est essentiel pour le succés de la PCR. En général, les oligonucléotides entre 18
et 24 bases sont extrémement spécifiques de la séquence, a condition que la température

d’hybridation soit optimale. La longueur de 'amorce est également proportionnelle a
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I'efficacité de I'hybridation. Pour qu’une séquence d'amorce soit choisie, poly C et poly G ne

doivent pas étre présents.
2.2.3. Latempérature de fusion

La température de fusion optimale pour les appréts varie de 52 a 58 °. Les températures
finales pour les deux amorces ne doivent pas différer de plus de 5 °C. Le plus simple est

d'utiliser les logiciels de conception d’amorces déja disponibles sur le marché (67).
2.2.4. La spécificité

Comme mentionné ci-dessus, la spécificité de I'amorce dépend au moins en partie de la
longueur de l'apprét. Les amorces doivent étre choisies de fagon a ce qu'elles aient une
séquence unique dans 'ADN matrice a amplifier. Un apprét congu avec une séquence trés
répétitive entrainera un frottis (un prélévement médical au moyen d'un écouvillon stérile,
d'une petite brosse ou d'une petite spatule) lors de I'amplification de 'ADN génomique.
Cependant, la méme amorce peut donner une seule bande si un seul clone de la

bibliotheque génomique est amplifié (68).
2.2.5. Les séquences d’amorce complémentaire

Les amorces doivent étre congues sans aucune homologie intra-amorce au-dela de 3 paires
de bases. Si un apprét a une telle région d'auto-homologie, un «retour en arriere» peut se
produire. Un autre danger lié est I'homologie inter-amorces: une homologie partielle au
milieu des deux amorces peut interférer avec I'hybridation. Si I'homologie doit se produire a

I'extrémité 3 'de I'une ou l'autre des amorces, la formation de dimeéres d'amorce se produira.

2.2.6. Lateneur en G/C et suites polypyrimidine (T, C) ou polypurine (A, G)

Les amorces devraient étre composées a 45-55 % de GC. 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, 'amorce présentera un mélange presque aléatoire de
nucléotides, une teneur de 50 % en GC et une longueur d’environ 20 bases. La Tf se situera
alors entre 56 et 62 °C (69) .

2.2.7. La séquence a I’extrémité 3’

Il est bien établi que la position 3' terminale dans les amorces PCR est essentielle pour le

contrdle du mauvais amorgage (https://doi.org/10.1093/nar/18.4.999) . Les amorces
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devraient étre plus «collantes» a leurs extrémités 5' qu'a leurs extrémités 3'. Une extrémité
"collante" 3 'comme indiqué par un contenu G / C élevé pourrait recuire potentiellement a
plusieurs sites sur I'ADN matrice. Un "G" ou "C" est souhaitable a I'extrémité 3 'mais la
premiere partie de cette regle devrait s'appliquer. Cette pince GC réduit les parasites bandes
secondaires (70).

Finalement, une bonne paire d’amorces doit :

étre pécifique a la région désirée seulement
ne pas avoir de complémentarité entre les amorces sens et anti sens,
avoir une longueur entre 20 a 25 nucléotides

avoir une teneur en GC =40% en 3’

YV V V V V

avoir une différence entre température d’hybridation (Tm) et amorces <4 C°.
2.3. La séquence du géene PTGS2

2.3.1.La séquence du géne PTGS2 a été extraite depuis la base de données db SNP de
NCBI via le site (71) (Figure 2.10),( Figure 2.11),(Figure 2.12) .

b - ~ ~ i ST
&l Ensembl genome browser 102 % T T — s et e ol

€ 3 C A Nonsécurisé | ensembl.org/indexhtml wrx @ :
i Applications SMART - Servier M...

Login/Register

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog &)~ Search all species Q

Ensembl is a genome browser for vertebrate genomes that supports
Tools BioMart > BLAST/BLAT > Variant Effect Predictor > research in comparative genomics, evolution, sequence variation and

transcriptional regulation. Ensembl annotate genes, computes multiple
All tools Export custom datasets from Search our genomes for your DNA  Analyse your own variants and alignments, predicts regulatory function and collects disease data
Ensembl with this data-mining tool or protein sequence predict the functional consequences Ensembl tools include BLAST, BLAT, BioMart and the Variant Effect
of known and unknown variants Predictor (VEP) for all supported species

Ensembl Release 101 (August 2020)

o Update to human GENCODE 35
Search ® New populaticn frequency data from the Gambian Genome
Variation Project

Human ~|for
o New genomes: 8 mammals, 10 birds, 1 reptile, 1 amphibian, 4 fish

PTGS2 ® New sheep reference genome

.. BRCAZ or rat 5:62797383-63627669 or rs699 or coronary heart disease
More release news & on our blog

Other news from our blog

« 03 Sep 2020: What's coming in Ensembl 102 / Ensembl Genomes
49&

- Select a species — ~ Human . 2 20: Cool stuff the Ensembl VEP can do: annotating
b ll GRCh38p13 S variants
« 27 Aug 2020: Job: Computaticnal Data Analyst#

Pig breeds
¥ Pig reference genome and 12 additional breeds

All genomes Favourite genomes ¢

Figure 2.10 : Plateforme de la base de données Ensembl
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@] PTGS2 - Search - Homo_sapiens X | 4 ' - - T —— e vv- e 0

on sécurisé | ensembl.org/Human/Search/Results?q= :site=ensembl;facet_species=Human H
< G AN é E bl.org/H /Search/Results?q=PTGS2; bl;f: Hi B & H

Applications 4 SMART - Servier M.

Login/Register

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downioads | Help & Docs | Blog

New Search

<all Species Only searching Human v a[ed7] “

Only searching Human 13 results match PTGS2 when restricted to
Did you mean... v
2

Gene
PTGS2 (Human Gene)
Transcript 8 ENSG00000073756 1:138671
Prostaglandin-endoperoxide sy

36680423:
thase 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9605]

GeneTr 1
et PROSTAGLANDIN-ENDOPEROXIDE SYNTHASE 2; PTGS2 ["600262] (MIM gene record description

GenomicAlignment 1 PROSTAGLANDIN-ENDOPEROXIDE SYNTHASE 2; PTGS2;;CYCLOOXYGENASE 2;
COX2;;PROSTAGLANDIN G/H SYNTHASE 2; PGHS2;;PHS II;;GLUCOCORTICCID-REGULATED

Protein Family 1 INFLAMMATORY PROSTAGLANDIN G/H SYNTHASE: GRIPGHS, } is an external reference matched to
Gene ENSGDODDDO7T3756

Variant table » Phenolypes  Location » Exismal Refs + Regulation » Orthologues

10 25 50 100 PTGS2-201 (Human Transcript)

ENST00000367468 1:138871
Prostaglandin-endoperoxide

Standard  Table PTGS2-202 (Human Trans
ENST00000466691 1:136674:
Prostaglandin-endoperoxide
Tip: Location » Extemal Refs. » cONA
‘You can choose which results appear

86680423
nthase 2 [Source:HGNC Symbol;Ace:HGNC:9605].
« Exons ¢ Variant table « Protein seq. « Population «

675569

nthase 2 [Source: HGNG SymbolAceHGNC:9605]
cq + Exons = Variant table = Populstion

PTGS2-204 (Human Transcript)
ENST00000559627 1:136574353-135650290
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:9605]

near the top of your search by
updating your favourite species

Figure 2.11 : Introduction du géne PTGS2 dans la base de données ENSEMBL

r @/ Gene: PTGS2 (ENSGO00000!

X+

< C A Nonsécurisé | ensembl.org/Homo_sap quence?db=core;g=ENSG00000073756:r=1:186671791-186680423 & ° :
i Applications % SMART - Servier M.

Genetic Variation S

]

Variant iable

E Variant image Exons PTGS2exens All exons in this region
Structural variants

Gene expression

=)

Markup  loaded

Pathway
Regulation

External references
Supporting evidence
ID History

L Gene history

TTCTTAAC
ACAGACCA GECGECGECEGIEGEAGREEEEATTIC

GCCGCICRGATICCTG GARGCCAAGTGICCTTCTGCC
CARGGCGATCAGT! TGGCTCTCRGAA

¢ Configure this page

4 Custom fracks

3 Download sequence

TTCGT G T

AATTGTCATACGACTTGCAGTGA

. TCCTTCAGCTCCACAGCCAGACGCCCTCAGACAGCAAAGCCTACCCOCGCEOCECGCCCT

R Bookmark this page GOCCEOCECTECCATECTCCOCEO0CCCTECTECTCTECECOETCCTCOCCCTCAGCCA
TACA GCACCEG

= Share this page

Figure 2.12: Code donné pour le géne PTGS2

2.3.2- Primer Blast :

L’outil Primer-Blast est le logiciel qui nous permet une conception d’amorces les plus

spécifiques de la séquence que I'on veut amplifier. Ce Logiciel (Primer3) est retrouvé en
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ligne en libre-service, dans la banque de données du National Center for Biotechnology

Information (ncbi) www.ncbi.nlm.nih.gov (72,73).

# al
&! Gene: PTGS2 (ENSGO000007375¢ X &3 Primer designing tool < N+ . =
<« C & ncbinim.nihgov/tools/primer-blast/ wor @

i Applications % SMART - Servier M.

m U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Signinto NCBI

Primer-BLAST A ool for finding specific primers

Finding primers specific to your PCR template {using Primer3 and BLAST).

Reselpage Save search paramelers Retrieve recent results Publication Tips for finding specific primers

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) &) Clear Range

From To

Forward primer| | @ Clear
Reverseprimer[ | [ |

4

Or, upload FASTA file Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Primer Parameters

Use my own forward primer |
(5">3' on plus strand)
Use my own reverse primer | @ &
(5'>3' on minus strand)

PCR product size 1000
# of primers to return

Min Opt Max Max Tm difference

Primer melting temperatures (570 | [s00 | [630_ | [3 |@
(Tm) )

Exon/intron selection A refseq mMRNA sequence as PCR template input is required for options in the section &)

Exon junction span [No preference v|@

Exon junction match Min 5" match ~ Min 3’ match  Max 3' match

Figure 2.13 : Interface du logiciel Primer-Blast

Nous avons choisi notre paire d’'amorces pour répondre aux conditions ci-dessus. Afin de
nous assurer que notre produit spécifique est amplifié, il faut cibler 'amorce avec le moins de
produits aspécifiques (Figure 2.14).
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Primer-BLAST A tool for finding specific primers

Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

Primers for target on one template

Primers common for a group of sequences

Reset page Save search parameters  Retrieve recent results  Publication  Tips for finding s)42-ific @emers

PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) &) Clear Range
TCCGATTTTCTCATTTCCGT GEET AR ARACCCTGCCCCCACCGRCT TACGCAATTTTTTTAAGGGEAGAGEAGGEARAS o
ATTTGTGEGEEETACGAAAAGELEEALAGAAACAGTCATTTCGTCACATGEEC TTEGTTTTCAGTCTTATAALAAGGAAGE From T

TTCTCTCRGTTAGCGACCAATTGTCATACGACTTACAGTRAGCGTCAGGAGC ACGTCCAGGAACTCCTCAGCAGCGCLTCC Forward primer CI
TTCAGCTCCACAGCCAGACGCCCTCAGACAGCAAAGLCTACCCCCGOGCCRLGICCTGCCCGOCGCTAIGATALTCGICCE )
CGCCCTECTGCTETECECEETCCTGEGLTCAGCCATACAGGTEAGTACCTEEGICGLGCACCEGERACTLCGATTCCAC y Reverse prime

Or, upload FASTA file Choisir un fichier |Aucun fichier choisi

El

]

Primer Parameters

Use my own forward primer cl
(9">3 on plus strand) ‘ ‘ ¢ .
Use my own reverse primer i
(5'-=3' on minus strand) ‘ ‘w =

PCR product size

# of primers to return

Min Opt Max Max Tm difference

Primer melting temperatures 57.0 ‘ ‘6[} 0 | |53_U ‘ |3 L*)
(Tr) )

Exon/intron selection A refseq mMRNA sequence as PCR template input is required for options in the section &)

Fxon iunctinn snan I Mo nrefaranca el

Figure 2.14: Séquence du géne PTGS2 avec le paramétre qui convient
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[ll.Résutats de conception des amorces « Primer Blast » :  (Figure 2.15),( (Figure 2.16)

Primer pair 4

Sequence (5'>3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GGGGTACGAAAAGGCGGAAA Plus 20 90 109 6061 5500 4.00 0.00
Reverse primer CGGTCCAAGCTCTTTCCCAA Minus 20 507 488 6025 5500 4.00 1.00
Product length 418

Products on potentially unintended templates
>MNC_000001.11 Homo sapiens chromosome 1, GRCh33.p13 Primary Assembly

product length = 413
Features associated with this product:
prostaglandin G/H synthase 2 precursor

Forward primer 1 GGOGETACGAAAAGGCGGAAA 20
Template 186688514 ........ieiiieiianas 186688495

Reverse primer 1 CGGTCCAAGCTCTTTCCCAA 28
Template 186688397 ... 186688116

>NC_000006.12 Homo sapiens chromosome 6, GRCh38.p13 Primary Assembly

product length = 3289
Features flanking this product:
i CONne enhancer of kinase suppressor of ras 3 isoform 3

ed snd CTD-associated factor 8 isoform a

Forward primer 1 GGOGETACGAAAAGGCGGAAA 20
Template 154545277 ... .ATG....... Gl 1545452538

Reverse primer 1 CGGTCCAAGCTCTTTCCCAA 28
Template 154542269 A..G...G...0........ 154542288

=MC_000014.9 Home sapiens chromosome 14, GRCh38.p13 Primary Assembly

Figure 2.15: Résultats de la conception sur primer blast

product length = 3789

Features flanking this product:
129258 bp at 5° side: protein cordon-bleu isoform c
1586873 bp at 3' side: POM121-like protein 12

Reverse primer 1 CORTCCAAGCTCTTTCCCAA 28
Template 51448588 LA.G...... Covunnnnn G 51448573
Reverse primer 1 CORTCCAAGCTCTTTCCCAA 28
Template 51445398 AMA. . ....aeae. G...C. 514453249

product length = 1661
Features associated with this product:
protein cordon-bleu isoform X8

protein cordon-bleu isoform %11

Reverse primer 1 COATCCAAGCTCTTTCCCAA 28
Template 5198399¢ .C(T..........C....C. 51883971
Reverse primer 1 COGTCCAAGCTCTTTCCCAA 28
Template 51882338 .......... G.AGG...0. 351932349

product length = 1213
Features flanking this product:
3682 bp at 5° side: gamma-secretase-activating protein isoform X8
116332 bp at 3' side: tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 12 isoform 1

Forward primer 1 GOEETACGARAAGGCGRARA 28
Template 77421214 TALLALG. . ..eae. Aovans 77421195
Reverse primer 1 CORTCCAAGCTCTTTCCCAA 28
Template 77420092 AAT......GA......... 77420821

=NC_000004.12 Homo sapiens chromosome 4, GRCh38.p13 Primary Assembly

product length = 3281
Features associated with this product:
complement C1lg tumor necrosis factor-related protein 7 is...

Figure 2.16: Résultats de la conception sur primer blast
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2.3.3- Confirmation des résultats :

La confirmation des résultats des fait dans le site  « www.genome.ucsc.edu ».
(Figure 2.17),( Figure 2.18).

(1) Genomes Genome Browser  Tools Mirors Downloads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

Genome Assembly: Target Forward Primer: Reverse Primer. |
[Human v [Dec_ 2013 (GRCh38/hg38) v | [genome bly | [ GGGGTACGAAAAGGCG] |CGGTCCAAGCTCTTTCCCAA [
Max Product Size: [4000 Min Perfect Match Min Good Match Flip Reverse Primer: ()

About In-Silico PCR

In-Silico PCR searches a sequence database with a pair of PCR primers, using an indexing strategy for fast performance. See an example video on our YouTube channe

Configuration Options

Genome and Assembly - The sequence database to search

Target - If available, choose to query transcribed sequences.

Forward Primer - Must be at least 15 bases in length.

Reverse Primer - On the opposite strand from the forward primer. Minimum length of 15 bases.

Max Product Size - Maximum size of amplified region

Min Perfect Match - Number of bases that match exactly on 3' end of primers. Minimum match size is 15.
Min Good Match - Number of bases on 3' end of primers where at least 2 out of 3 bases match

Flip Reverse Primer - Invert the sequence order of the reverse primer and complement it

Qutput

When successful, the search returns a sequence output file in fasta format containing all sequence in the database that lie between and include the primer pair. The fasta
describes the region in the database and the primers. The fasta body is capitalized in areas where the primer sequence matches the database sequence and in lower-cas
Here is an example from human:

»chr22:31000551+31881868 TAACAGATTGATGATGCATGAAATGGE CCCATGAGTGACTCCTAAAGCAGCTGC

Figure 2.17 : Insertion des amorces PCR in-Silico sur le site

Genomes Genome Browser Tools Mirrors Downloads

L > ~ = -
tttcagtcttataaaaaggaagettctctoggttagogaccaattgtcat
acgacttgcagtgagcgtcaggagcacgtccaggaactocctcagcagoge
ctccttcagetccacagoccagacgoocctcagacagcaaagoctaccoccg
cgccgegocctgccocgocgotgogatgotogoccgegoocctgotectgte
cgcgetocctggogotcagocatacaggtgagtacctggogocgogcaccg
gggactcocggttccacgraccocgggcagagtttcogototgacctoctgs
gtctatcccagtactocgacttctocteccgaatagagaagoctacgtgacTT
GOGAAAGAGCTTGGACCGE

Figure 2.18 : La confirmation

Ces résultats confirment le succés de la spécificité de 'amorce que nous avons choisie.
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IV-Conclusion et perspectives

COX-2 est une enzyme clé dans le processus inflammatoire. Elle joue un r6le important dans
la stimulation de la réponse immunitaire anti-inflammatoire. Son inhibition permet de lutter
contre l'inflammation. Son niveau d’expression est corrélé avec stade avancé des cancers.
Elle a également un réle central dans les maladies auto-immunes notamment dans le DT 1

et dans I'immunité anti-infectieuse.

Pour les traitements de COX 2 sélectifs nous utilisons le AINS qui inhibent COX2 pour

supprimer I'inflammation, fiévre......

Ce travail qui reprend largement les données de la littérature nous a également permis

d’élaborer une amorce PCR valide afin de permettre 'amplification du géne PTGS2.

Le géne PTGS2 amplifié permettra d’étudier I'impact COX2 dans l'induction de l'immunité

contre les antigénes et contre diverses maladies dangereuses ou invalidantes.
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Résumé :

La cyclooxygenase 2 ou COX-2 est une enzyme clé dans la conversion de lacide
arachidonique en  prostaglandines. Les  prostaglandines qu’elle induit sont
impliquées dans l'inflammation et la réponse a la douleur dans différents tissus du
corps. Ainsi, elle joue un rble prépondérant dans la pathogenése des maladies
infectieuses, inflammatoires, autoimmunes et des cancers. L’activation de PTGS2
produit la prostaglandine E2, qui agit sur un certain nombre de voies de signalisation
cellulaire impliquant la prolifération cellulaire, I'angiogenese, I'apoptose, l'invasion
et l'immunosuppression qui caractérisent ces maladies. La découverte du mécanisme
d’action de la COX-2 a ouvert la voie a la production de nouvelles molécules anti-
inflammatoires  qui ambitionnent de réduire les effets secondaires des traitements
anti-inflammatoires qui existent déja.

Ce travail se propose de relater le role décrit dans la littérature de COX-2 dans I’inflammation
et en particulier dans les maladies autoimmunes et les maladies infectieuses, ainsi que de créer
une amorce pour Polymerase chain reaction a partir du géne de la COX-2.

Mots clés: PGs, PTGS2 , COX2 , PCR , amplification d” amorce

Abstract :
Cyclooxygenase 2 or COX-2 is a key enzyme in the conversion of arachidonic acid to
prostaglandins. The prostaglandins it induces are involved in inflammation and the pain
response in different tissues of the body. Thus, it plays a preponderant role in the
pathogenesis of infectious, inflammatory, autoimmune and cancer diseases. Activation of
PTGS2 produces prostaglandin E2, which acts on a number of cell signaling pathways
involving cell proliferation, angiogenesis, apoptosis, invasion and immunosuppression that
characterize these diseases. The discovery of the mechanism of action of COX-2 paved the
way for the production of new anti-inflammatory molecules which aim to reduce the side
effects of anti-inflammatory treatments that already exist.
This work aims to relate the role described in the literature of COX-2 in inflammation and in
particular in autoimmune diseases and infectious diseases, as well as to create a primer for
Polymerase chain reaction from the COX-2 gene .

Keywords: PGs, PTGS2, COX2, PCR, primer amplification
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