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Résumé iii

Résumé

Les lymphocytes Th9 producteurs principalement d'IL-9 ont été découverts il y a plus
d'une décennie et sont connus par leurs réponses anti-tumorale et leur protection contre les
helminthes. A linverse, les cellules Th9 sont également impliquées dans la physiopathologie
des maladies inflammatoires et auto-immunes. Les cellules T naives nécessitent la
combinaison de TGF-f et d'IL-4 pour devenir des cellules Th9, et son réseau transcriptionnel
résulte d’'un équilibre entre les voies de signalisation induites par les différentes cytokines
nécessaires a sa polarisation qui impliqgue la fonction coordonnée des facteurs de

transcription clés y compris I'lRF4 le plus important pour la production de I'lL-9.

La continuité des études sur ce facteur et sur son gene exige une amplification par PCR, et
ce travail présenté ici a permis la conception d’amorces spécifiques du gene IRF4 via

l'utilisation de I'outil de bio-informatique « NCBI ».

Au cours de cette étude nous avons pu obtenir la séquence compléte génomique du géne
IRF4 grace a la base de données Ensembl. Un couple d’amorces spécifique a été obtenu

encadrant I'exon 2 du géne IRF4 a l'aide du logiciel Primer-BLAST.

Ces amorces donneront, aprés amplification par PCR, un produit de 821 paires de bases

exploitable pour des différentes analyses.

Mots clé : cellules Th9, IRF4, PCR, conception d’amorces.
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Abstract

The predominantly IL-9 producing Th9 lymphocytes were discovered over a decade ago
and are known for their anti-tumor responses and protection against helminths. Conversely,
Th9 cells are also involved in the pathophysiology of inflammatory and autoimmune
diseases. Naive T cells require the combination of TGF-$ and IL-4 to become Th9 cells, and
its transcriptional network results from a balance between the signaling pathways induced by
the different cytokines necessary for its polarization which involves the function coordinate of

key transcription factors including IRF4 most important for IL-9 production.

Continued studies of this factor and its gene require PCR amplification, and this work
presented here has enabled the design of primers specific for the IRF4 gene through the use
of the "NCBI" bioinformatics tool.

During this study, we were able to obtain the complete genomic sequence of the IRF4 gene
using the Ensembl database. A specific pair of primers was obtained flanking exon 2 of the
IRF4 gene using the Primer-BLAST software.

These primers will give, after amplification by PCR, a product of 821 base pairs which can be
used for various analyzes.

Keywords: Th9 cells, IRF4, PCR, primer design.
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Introduction

Introduction

Les lymphocytes T proviennent d’abord de précurseurs dérivés de la moelle osseuse qui
se dirigent vers le thymus, ou elles terminent leurs processus de développement (Sanjabi et
al., 2017). Aprés l'activation du récepteur de I'antigéne des lymphocytes T naives, le sort de
ces cellules est déterminé dans une large mesure par I'environnement cytokinien et se
différencient en sous-ensembles fonctionnellement distincts, y compris les cellules T helper
de type 1 (Thl) secrétant l'interféron-y (INF-y), les cellules Th2 sécrétant l'interleukine-4 (IL-

4), les cellules Th17 secrétant I'lL-17, et les cellules T régulatrices (Treg).

Parmi les sous-types de lymphocytes T, les Th9 produisent principalement d'IL-9 qui ont été

décrites en 1994 pour la premiére fois et définies en 2008 (Li et al., 2016a).

Les cellules Th9 peuvent étre différenciée sous la présence de TGF-B (trasforming
growth factor-gB) et I'lL-4 (Shohan et al., 2018), elles sont impliquées a la fois dans la santé et
la maladie. Elles ont été associées a une immunité protectrice lors d'infections parasitaires et
certains types de cancer, mais également impliqguées dans des états pathologiques tels que
des maladies auto-immunes et inflammatoires, l'asthme allergique et quelques allergies
(Vyas et al., 2020).

L’IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4) est un membre de la famille des facteurs de
transcription IRF qui joue un rble important dans l'orchestration de la différenciation des

cellules Th9, c’est une protéine codée par le géne du méme nom (Yao et al., 2013).

Dans notre travail on va réaliser la conception des amorces spécifiques du géne IRF4 une
étape clé de la PCR (polymerase chain reaction), une méthode populaire pour copier les

acides nucléiques in vitro de maniére semi-conservatrice (Garibyan and Avashia, 2013).

La méthode in silico aide a concevoir des amorces spécifiques et efficaces, Il existe plusieurs
programmes disponibles pour la conception d'amorces de PCR, parmi eux, ceux fournis par

la base du données NCBI que nous utiliserons.
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CHAPITRE 1

Revue de la littérature
1.1. La Cellule Th9 :

Les lymphocytes Th9 récemment définies comme sous-ensemble de cellules auxiliaires
TCDA4+, se développent a partir de cellules T naives (ThO) en présence d’IL-4 et de TGF-
(Schaper-Gerhardt et al., 2020). Elles sont généralement pro-inflammatoires, mais ont

également certaines fonctions anti-inflammatoires (Deng et al., 2017).

Cependant, chez 'homme les cellules Th9 sécrétent principalement de I'IlL-9 et ne
sécretent pas d'IL-10. En tant que cellules Th9 murines, elles produisent principalement I'lL-9
et 'IL-10 (Chen et al., 2019), ces cellules sécrétent également de I'lL-3, mais aussi de petites
quantités d’IL-21, d’IL-22 d'IL-17, et I'INF-y (Vegran et al., 2016).

La transduction du signal dans IL-9 / IL-9R joue un rdle important dans la croissance
cellulaire, la survie et la différenciation de plusieurs types cellulaires, particulierement dans le
contrble de T helper et la différenciation des cellules T effectrices (Yao et al., 2018). Elle peut
aussi améliorer la production d'immunoglobuline E (IgE) a partir des lymphocytes B
favoriser la prolifération et la différenciation des progéniteurs hématopoiétiques, aussi des
mastocytes avec la production des cytokines pro-allergiques, et induit la sécrétion des

chimiokines et de mucus par les cellules épithéliales (Figure 1.1) (Anuradha et al., 2016).

La prolifération, la différenciation

i et la production des cytokines pro-allergiques |
)

~.
N

| } \
Lamélioration = 4 La prolifération

de la production d'IgE P Ma;loey;e |et la différenciation
f‘.-'/ /—W".' T _
"‘-.,‘_\_\J/.ﬂ“v \ <
~ IL-9 e
Progéniteur hématopoiétique

Lymphocyte B / \

spithéli Lymphocyte T
La sécrétion Cellule épithéliale ymp La croissance,

des chimiokines et de mucus la différenciation et la survie

Figure 1.1. Effets biologiques de I'lL-9 sur diverses cellules
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1.1.1. L’implication de Th9 en physiopathologie :
1.1.1.1. Cancer:

Les cellules Th9 présentent une activité oncogéne potentielle dans certains cancers
hématologiques, l'lL-9 a été attestée pour stimuler la malignité de prolifération des
lymphocytes T. A linverse cette cytokine présente une fonction anti-cancéreuse dans les
tumeurs solides par le recrutement de mastocytes dans des sites tumoraux. De plus, il est
également considéré comme un facteur de croissance des mastocytes. L’IL-9 induit
linfiltration considérablement accrue des lymphocytes CD4+ et les lymphocytes T CD8+
réactifs aux tumeurs (Zheng and Lu, 2020) et inhibe la prolifération de deux lignées

cellulaires tumorales de mélanome humain HTB-72 et SK-Mel-5.

En revanche I'lL-21 a entrainé la sécrétion d'IFN-y a la fois des cellules T tueuses naturelles
(NKT) et TCD8+ qui étaient toutes deux responsables de I'élimination des tumeurs. L'IL-3
dérivée des cellules TH9 pourrait favoriser la survie des cellules dendritiques (DC). Il est
donc important de noter que les cellules TH9 exprimaient des niveaux importants de
granzyme B (Rivera Vargas et al., 2017).

1.1.1.2. Maladies parasitaires :

Grace a la production d'IL-9, les cellules Th9 peuvent altérer le processus de réparation
des tissus, améliorer les réponses Th inflammatoires et augmenter la perméabilité intestinale

selon le parasite.

Les cellules Th9 assurent également la médiation de [activité antiparasitaire par la
modification de la fonction des cellules épithéliales, en augmentant l'infiltration et la fonction
immunitaire des leucocytes dans les endroits infectés (Kaplan et al., 2015). Un effet direct et
puissant de I'lL-9 dans la prolifération et 'activation des mastocytes et des éosinophilies, le
changement isotypique, I'hyperplasie des cellules épithéliales et I'expulsion des vers. Ainsi,
des effets néfastes dans certaines infections parasitaires protozoaires, par exemple, pendant
I'infection & Leishmania major, I'lL-9 a été décrit comme un facteur sensible qui conduisait &

I'inhibition des réponses protectrices Thl (Licona-Limén et al., 2017).
1.1.1.3. Asthme :

Les cellules Th9, présentent dans les ganglions lymphatiques drainants, et les voies

respiratoires, sont fortement liées a I'asthme.

L'IL-9 dérivée de Th9 peut augmenter le dépdt de collagene, induire une hyperplasie des

muscles lisses et altérer la fonction des cellules épithéliales respiratoires (Kaplan et al.,


https://en.wikipedia.org/wiki/Leishmania_major
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2015). De plus, IL-9 a des effets biologiques sur diverses cellules cibles qui sont impliquées

dans la pathogenese de I'asthme.
1.1.1.4. Allergies cutanées :

L’'activation des cellules Th9 peut contribuer a la physiopathologie sous-jacente au
développement de troubles allergiques cutanés, les plus courants sont la dermatite de

contact et la dermatite autopique.

La dermatite de contact est la réaction allergique cutanée qui se produit au contact de
diverses substances. En outre, 'expression des génes associés a Th9 et a I'lL-9 s'est avérée
étre élevée chez les patients atteints de cette maladie par rapport a la peau normale
(Angkasekwinai, 2019). Cependant, les réles exacts de ces derniers reste flous (Baeck et al.,
2018).

Dans les kératinocytes, I'lL-9 induit 'expression du VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) qui a été liée a I'oedéme dermique, a la dilatation capillaire, et aux changements

épidermiques (Clark and Schlapbach, 2017).
1.1.1.5. Maladies inflammatoires de l'intestin :

En accord avec leur role pro-inflammatoire, les cellules Th9 sont impliquées dans les
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) en particulier la maladie de Crohn
(MC) et la colite ulcéreuse (CU) qui sont des troubles inflammatoires chroniques du tractus

gastro-intestinal.

La sécrétion de I'L-9 dans lintestin est capable d'affecter I'expression des protéines a
jonction serrée et d'augmenter la perméabilité de la muqueuse intestinale, entrainant une
intensification des réponses inflammatoires (Shohan et al., 2018). L’IL-9R est surexprimée

sur les cellules épithéliales intestinales chez les patients avec MC et CU.

L’'expression de I'lL-9 chez les patients atteints de CU est en lien avec l'activité de la
maladie. Dans une étude, l'injection d'anticorps anti-IL-9 dans un modele murin, pendant
deux semaines, confirme le réle de I'lL-9 dans la pathogenese de la CU (Chakraborty et al.,
2019).

1.1.1.6. Maladies auto-immunes :

L’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (EAE), est un modéle animal de la
sclérose en plaques, une maladie neurodégénérative inflammatoire caractérisée par une

infiltration périvasculaire de cellules TCD4+ dans le systéme nerveux central qui entrainent


http://www.theses.fr/2003LYO10183
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des lésions démyélinisantes (Elyaman and Khoury, 2017). Les cellules Th9 dépendent de
IIL-9 qui a un rble bien documenté dans la pathogenése de I'EAE dans sa capacité a
améliorer les fonctions des cellules Thl et Th17 spécifiques de I'antigene myéline au cours
de la progression de la maladie. Mais linteraction potentielle des cellules Th9 avec ces

cellules n’est pas clairement comprise (Malik et al., 2017).

Le psoriasis est une autre maladie auto-immune de la peau dans laquelle I'lL-9 joue un
réble dans le développement de Iésions psoriasiques par linflammation et l'angiogenése
associées a la cellule Th17. De plus, I'lL-9 en ex vivo stimule la production d'IL-17 par les
cellules T CD4+ ou les cellules mononucléaires du sang périphérique, en particulier dans les

cellules isolées des patients atteints de psoriasis (Singh et al., 2013).

A laide d’'un modéle de souris atteint du psoriasis et par injection intradermique d'IL-9
chez ces souris, ils ont trouvé une augmentation de I'expression d'IL-9 et d'IL-9R dans la
peau et l'induction de réponses inflammatoires liées aux cellules Th17. L'expression d'IL-9R
dans la peau lésionnelle des patients atteints de psoriasis s'est avérée clairement plus

élevée que celle observée sur la peau saine (Deng et al., 2017).

1.1.2. Signalisation :
1.1.2.1. Différenciation :

Comme précédemment indiqué, les cellules Th9 ont été directement générées a partir
des cellules ThO, mais une nouvelle étude a démontré que ces cellules peuvent représenter
un état stable aprés la génération intermédiaire des cellules Th2 en présence de I'IL-4 et du
TGF-B (Abdelaziz et al., 2020).

Plusieurs autres sous-ensembles de Th peuvent devenir des cellules Th9. Le signal via
la protéine GITR (Glucocorticoid-Induced TNFR-Related) est le signale pour que les cellules
Treg deviennent des cellules Th9, cette transition nécessite la protéine p50 et STAT6. Ainsi,
les cellules Th17 peuvent acquérir un phénotype sécrétant de I'lL-9 avec la présence de I'lL-
4 et IL-2 un processus qui est renforcé par I'action de '0OX40 (TNFRSF4) (Tumor necrosis
factor receptor superfamily, member 4) et repose sur STAT6 et STAT5 (Figure 1.4) (Kaplan,
2017).
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Figure 1.2. Les types de cellules T qui sont connus pour acquérir un phénotype ;

cellules Th9 avec les cytokines et les facteurs de transcription nécessaires.

1.1.2.2. Régulation du développement :

La signalisation des molécules co-stimulantes et les signaux des cytokines qui favorisent
la différenciation des cellules Th9, sont un réseau de facteurs de transcription qui régulent
I'expression des génes de signature des cellules Th9, dont IL-9. Contrairement aux protéines
de surface et aux cytokines co-stimulantes qui stimulent la production d'IL-9 de maniére

aigué.

La liaison du TGFB a son récepteur active des membres spécifiques de la famille Smad
et le phosphore-Smad2/3/4 se lie directement au locus 119. Avec l'allongement du temps de
stimulation du TGF-B/ Smad a activé I'IRF-4 avec le facteur de transcription basique de la
leucine (BATF) et peut avoir empéché l'activité GATA3 (GATA-binding protein 3), conduisant
a la conversion des cytokines sécrétées par les cellules Th2 de I'lL -4 & IL-9 (Tableau 1.1)
(Abdelaziz et al., 2020).

Le TGF-B est requis pour le développement et la fonction de Th9 en empéchant
I'expression du T-bet (T-box transcription factor), un facteur transcriptionnel spécifique a Thl
et en induisant l'expression de PU.1, un facteur de transcription qui favorise le
développement de Th9 (Tableau 1.1) (Figure 1.5).
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Tableau 1.1. Les facteurs de transcription associés aux cellules Th9.

Le facteur de transcription La fonction
IRF4 Régule la différenciation des cellules Th9
PU.1 Facteur de transcription spécifique pour la

différenciation des cellules Th9

BATF La co-régulation par 'augmentation de la
liaison d’IRF4 au promoteur 119
GATA3 La différenciation des cellules Th9 en

régulant a la baisse le niveau de Foxp3

Le TAK1 (TGF-B Activated Kinase 1) est un médiateur essentiel de la signalisation TGF3
indépendant de Smad. TAK1 inhibe l'expression de SIRTuine 1 (SIRT1) qui fonctionne

comme un inhibiteur de la production d’IL-9 (Figure 1.5).

L'IL-2 est importante pour la différenciation des cellules Th9, elle cible en aval STAT5 qui

se lie directement au locus 119 et favorise la différenciation des cellules Tho.

La voie IL-2\STAT5 inhibe I'expression du Bcl6 (B-Cell Lymphoma 6) et la génération de
cellules Thl7 (Tableau 1.2) (Li et al.,, 2016). La cytokine TSLP (Thymic Stromal
LymphoPoietin) partage des caractéristiques avec llL-2, elle transmet des signaux via
l'activation de STATS et inhibe le développement des cellules Th1l7 tout en stimulant la

différenciation vers le phénotype des cellules Th9 (Figure 1.5).

Une forte costimulation des signaux indispensables est nécessaire pour le
développement des cellules Th9 et une production élevée d'IL-9. Concernant la signalisation
dérivée des TCR (T cell Receptor) et la costimulation via CD28, la translocation médiée par
le TCR ou par CD28 du facteur nucléaire des cellules T activées (NFAT) au noyau
contribuent a I'expression du gene 119. La signalisation TCR facilite également I'expression
du facteur de transcription I'RF4, le cceur du développement et la fonction du Th9. Il existe
une autre costimulation qui agit via la translocation de NFATc2, qui est induite par CGRP
(Calcitonin gene-related peptide) (Figure 1.5).

Lors de l'activation du récepteur de I'lL-4, le STAT6 phosphorylé facilite la transcription
de GATAS3 et IRF4 qui sont deux facteurs de transcription importants a la différenciation des
deux cellules Th2 et des cellules Th9. I'lFN-y est un puissant inhibiteur de la production d’IL-
9, en neutralisant les effets de I'lL-4 (Schmitt et al., 2014).
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L’IL-4 est capable d’inhiber l'induction de Foxp3 (Forkhead box P3) dans les cellules
Treg, induisant également une population de cellules T auxiliaires qui produisent

principalement de I'lL-9 (Tableau 1.2) (Figure 1.5) (Rivera Vargas et al., 2017).

Tableau 1.2. Molécules associées impliquées dans la différenciation des cellules Th9

La molécule La fonction

TGF-B, IL-4, IL-2 Promouvoir la différenciation des cellules Th9

GITR Promouvoir la production de cellules Th9

0X40 Promouvoir la différenciation et I'expression IL-9

TNF-a Promouvoir la différenciation, la survie et la prolifération des
cellules Th9

IFN-y Inhibe la différenciation Th9 et la sécrétion d'IL-9

De plus, d’autres voies de signalisation ont été identifiées améliorant la production d'IL-9

par les cellules Th9.

Les cytokines accessoires agissent pour induire la voie NF-kB (IL-1, IL-33 et IL-25) ou
agissent via STAT1 pour induire I'expression du facteur de transcription IRF1 (IL-1B, IFN
a\B). L'IRF1 augmente lexpression et la production des cytokines IL-9 et IL-21 en
collaboration avec les facteurs clés de la polarisation des cellules Th9 (IRF4, BATF, et PU.1)
(Figure 1.5) (Kaplan et al., 2015).



Chapitre 1. Revue de la littérature

Figure 1.3. Voies de signalisation qui favorisent la production d'interleukine 9.
Les signaux TGF-B active le PU.1 et La protéine Smad 2/3/4 interagit avec IRF4 pour induire IL-9 par une liaison
directe au promoteur, pour favoriser la différenciation des cellules Th9. TAK1 un de la signalisation TGFf inhibe
I'expression de SIRT1 un inhibiteur de la production d’IL-9. La signalisation IL-4 favorise la différenciation Th9 en
activant STAT6 pour réprimer Foxp3. Une voie dépendante de STAT5 a également été proposée, ou IL-2, ou
TSLP conduisent a la phosphorylation de STAT5, avec une liaison ultérieure de STAT5 au promoteur 119 et
inhibant I'expression du Bcl6. Le TNF-a influence la différenciation des cellules Th9 par la voie de signalisation
TNFR2-STATS et la voie de signalisation NF-kB. PU.1 peut se combiner directement avec la région du promoteur
IL-9 et augmenter l'inhibition de GATA3 sur Foxp3. IRF4 avec le corégulateur BATF régule la différenciation des
cellules Th9 en se combinant avec la région du promoteur IL-9. Le GITR induit la production d'IL-9 en inhibant
I'expression de Foxp3 qui nécessite NF-kB. Les cytokines accessoires agissent pour induire NF-kB (IL-1, IL-25 et
IL-33) ou agissent via STAT1 pour induire I'expression d'IRF1 (IFN I, IL-18). Les molécules costimulantes jouent
également un rdle important dans la transcription 119 lors de l'interaction avec les cellules présentant I'antigene,
principalement par activation de NFAT (TCR, CD28, OX40, GCRP) et NF-kB (OX40).

1.2.IRF4 :
1.2.1. Définition :

L’'IRF4, également connu sous le nom de LSIRF, MUM1et PIP (Nam and Lim, 2016), une
protéine appartenant a la famille des facteurs de transcription IRF, qui comprennent 9

membres de [IIRF1 a [IIRF9, et qui jouent un réle essentiel dans la régulation

transcriptionnelle des IFN de type | et dans la modulation du systéeme immunitaire.

L’'IRF4 est hautement homologué a IRF8 (Nam et al., 2016), et exprimé dans diverses

cellules hématopoiétiques, y compris les cellules T, les cellules B, les macrophages
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et les sous-ensembles de cellules dendritiques (Tang et al., 2019), mais récemment, elle a

été détectée dans le foie, le cceur, le cerveau et les reins (Remesh et al., 2015).

De nouvelles études ont identifié que I'IRF4 régule les enzymes impliqués dans la lipolyse
dans les adipocytes. Par conséquent, la suppression spécifigue de l'adipocyte par [I'IRF4
induit une synthése lipidique améliorée, qui résulte d'une homéostasie lipidique dérégulée, et

par conséquent conduit & une obésité (Shukla and Lu, 2014).

Dans les cellules B, I'IRF4 régule la signalisation des récepteurs des cellules B, contribue
a la recombinaison des commutateurs de classe, a la réponse du centre germinal et a
I'hypermutation somatique, il est également essentiel pour le développement des

plasmocytes.

Ce facteur de transcription favorise la différenciation des macrophages et empéche la
génération de cellules suppressives dérivées des myéloides. Dans les cellules dendritiques

I'IRF4 contribue a la régulation de la présentation de l'antigeéne (Asslaber et al., 2019).

Concernant les lymphocytes T, I''RF4 est rapidement exprimée dans les heures suivant la

stimulation du TCR, et son niveau d'expression dépend de ['affinité du récepteur TCR.

L'IRF4 contrble la différenciation des cellules T CD8+, Th2, Th9, Th17, Th folliculaires, Treg

et T cytotoxiques.

Les cellules T déficientes en IRF4 présentent un grave défaut fonctionnel dans les
réponses immunitaires induites par ces cellules T, notamment une allergie, une auto-
immunité, une infection microbienne, et une réaction du greffon contre I'héte (Wu et al.,
2017).

La protéine IRF4 est également impliquée dans la prolifération et la survie des cellules et
identifiée comme un marqueur diagnostique et pronostique pour plusieurs tumeurs malignes
hématologiques (Qian et al., 2017). De plus, la recherche a révélé que I'IRF4 est exprimée

dans un large éventail de cancers de la peau (Wang et al., 2014).
1.2.2. IRF4, facteur majeur de la polarisation TH9 :

Contrairement au IRF1 et IRF2, qui sont régulés a la hausse par la signalisation IFN,
I'expression d'IRF4 n'est pas essentiellement induite par les IFN de type | ou Il, mais par
d'autres stimuli, y compris I'engagement des récepteurs d'antigénes, la signalisation induite
par le CD40 ou linterleukine ou la stimulation avec le LipoPolySaccharide (LPS) (Huber and

Lohoff, 2014). En fait, il a été démontré que I'IRF-4 fonctionne en lien, dans le

développement des cellules Th9, avec le BATF qui appartient a la superfamille AP1 / ATF

11
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des facteurs de transcription. Le complexe IRF4-BATF se lie a un élément d'ADN composite
nommé AICE (AP-1/IRF Composite Element) (Figure 1.6) (Malik and Awasthi, 2018).

Les cellules Th9 nécessitent une interaction coordonnée des facteurs de transcription en
aval du signal TGF-B, IL-4, IL-6 et GITR. En collaboration avec IRF4, les protéines Smad
sont importantes pour le développement de Th9 et conduisent a I'expression d'IL-9. Apres
stimulation avec TGF-B, Smad2 et Smad3 ont été recrutés pour le promoteur I19 en
interagissant avec I'|RF4, le complexe a stimulé la modification de la chromatine active pour

initier la transcription.

IRF4 et Smad se sont tous deux liés aux mémes régions de régulation 119 CNS dans CNSO,
CNS1 et CNS2, la liaison a IRF4 était renforcée par les conditions de la celluleTh9 (Tamiya
et al, 2013). L’'expression du facteur de transcription IRF4, cible de [I'IL-4 dans le
développement des cellules Th9. STAT6 est activée en aval de la cytokine IL-4. Elle est
indispensable pour la production d'IL-9, et aussi pour I'expression de BATF et IRF4. Les

deux facteurs se lient ensuite au promoteur I119.

La protéine IRF4 est également une cible de STATS5 dans les cellules Th9 en cas de
stimulation avec 'IL-2. Il se lie avec BATF au promoteur 119 pour maintenir la production d'IL-

9 dans ces cellules Th9.

L’'IRF4 pourrait réguler la différenciation des cellules Th9 avec PU.1 via la liaison avec
EICE (Ets/IRF Composite Element) (Figure 1.6) (Figure 1.7) (Goswami, 2017).

AlCE EICE
5'- (NNNN) TCA -3’ 5'- NN (N) GAAA -3’

Figure 1.4. Résultat de la liaison et de la transcription de I'ADN coopératif IRF4
(Agnarelli et al., 2018). L'IRF4 lie le motif de liaison & I'ADN (EICE) avec des membres de la famille Ets
(PU.1) ou le motif (AICE) avec des membres de la famille AP-1 (BATF).

1.2.3. Structure :

L'IRF4 comprend un domaine de liaison a 'acide désoxy-ribonucléique (ADN) N-terminal
(DBD) hautement conservé avec cing répétitions de tryptophane et accompagné d'un
domaine d'activation d'interféron (IAD) C-terminal, qui régule l'activité transcriptionnelle des
IRF en médiant les interactions protéine-protéine via un domaine de liaison (LKD) comme

tous les autres membres de I'IRF (Li et al., 2019). Il contient également un domaine
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auto-inhibiteur (AR) et un signal de localisation nucléaire qui conduit au blocage de l'activité

DBD par contacts hydrophobes (Nam and Lim, 2016).

Le domaine LKD, qui est censé étre plié interagit avec les domaines DBD et IAD. Le
domaine DBD ressemble a un motif hélice-tour-hélice, ailé avec un faisceau a 3 hélices a et
une feuille béta antiparallele a 4 brins aussi deux grandes boucles (entre 2 et 02 et a2 et
a3).

La troisieme hélice a se glisse dans la majeure rainure de la sous-séquence 5'-GAAA-3 ',
elle est le principal déterminant de liaison spécifique a la séquence par des contacts établis
sur la face hydrophile avec le squelette phosphate par des résidus d’arginine. Ainsi, trois des
cing résidus du tryptophane invariants entrent en contact avec 'ADN (Agnarelli et al., 2018).
Le domaine IAD forme une faucille avec quatre hélices a entourant un canon  (de § 1 a B
11).

Les hélices a1, a3 et a4 forment un faisceau d'hélices et se situent a I'extrémité de la
molécule ou se trouvent ainsi les extrémités N et C-terminales du domaine. A l'extrémité

opposée du domaine L'hélice a2 se trouve et s'emballe librement contre I'une des feuilles 3.

De plus, cing boucles longues relient divers éléments de structure secondaire qui dépassent
du noyau principal du domaine. Dans les 30 derniers résidus, une région flexible AR qui
réside de I'lAD responsable de la faible affinité de liaison entre 'IRF4 et TADN. Ce domaine
interagit physiquement avec le DBD et maintient la protéine IRF4 dans un état auto-inhibé
(Remesh et al., 2015).

1 20 139 238 420 450

Figure 1.5. Structure globale de I'lIRF4 en montrant la disposition des domaines de
I'IRF4 (Agnarelli et al., 2018).
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Bien que I''RF4 se lie faiblement a I'ADN, la liaison spécifigue a des partenaires
d'hétérodimérisation comme BATF et PU.1 soulage l'auto-inhibition, permettant une liaison

de I'ADN et la reconnaissance de haute affinité (Cherian et al., 2018).
1.2.4. Gene IRF4 :

Le gene IRF4, connue également sous le nom MUML1, LSIRF et NF-EMS5, se situe sur le
chromosome 6 a l'extrémité télomérique du bras court (6p25.3), entre les genes DUSP22

(double spécificité phosphatase 22) et EXOC2 (composant complexe exocyste 2).

La localisation de pairs de bases commence a 391739 et se termine a 411443 pb de pter.
IRF4 est un géne de 19,4 kb avec 10 exons et 11 introns (d’aprés NCBI), I'exon 1, la partie 5'

de I'exon 2 et la partie 3' de I'exon 9 sont non codants.

La longueur de la transcription est de 5314 b et la séquence de codage : CDS 114-1469. Par
contre l'acide ribonucléigue messager (ARNmM) est exprimé a des niveaux élevés dans les

tissus lymphoides, dans la peau et également dans les amygdales.

Des mutations somatiques ont été identifiees dans un petit sous-ensemble (1,5%) de
patients atteints de leucémie lymphoide chronique dans le domaine de liaison a I'ADN
d'IRF4, et concernant des mutations germinales. Des polymorphismes mono nucléotidiques
(SNP) ont été identifiés chez des patients atteints de leucémie lymphoide chronique et de

mélanome dans le locus du géne IRF4 (Figure 1.9) (Shukla and Lu, 2014).

MM_002460.2
HHHAA 00—
L o
g . = > g
Taille de I'ADN 15,4Kb Taille de 'ARMNm 5314 pb

Chromosome 6: 336760.356193

pas.l
p2d.3
p23
pid.l
p2l

| [ ] HDA BN TR ]

Figure 1.6. Localisation du géne IRF4 sur le chromosome 6 (Shukla and Lu, 2014).

Le gene IRF4 est impliqué dans la pigmentation, un SNP dans l'intron 4 du géne IRF4
est fortement associé a la couleur des cheveux et des yeux, aux taches de rousseur, a la
couleur de la peau, au nombre de neevus et a la réponse au bronzage. Ce SNP se trouve

dans les mélanocytes dans un amplificateur de transcription IRF4.
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L'allele associé a ce phénotype de pigmentation altére la liaison du TFAP2A
(Transcription Factor AP-2 Alpha), un facteur de transcription qui conjointement avec le MITF
(Microphthalamia-associated transcription factor), régule l'activité de l'activateur. Ce dernier
coopére avec L’IRF4 pour activer l'expression de la tyrosinase, 'enzyme de pigmentation
(Visser et al., 2015).

Le gene IRF4, est similaire a plusieurs autres génes classiques suppresseurs de
tumeurs tels que pl16 INK4a, pl5 INK4b, ou p53. Ce géne peut étre sujet a des altérations
du statut de méthylation du promoteur entrainant des changements d'expression, ce qui

pourrait participer a l'initiation et / ou a la progression du cancer.

De plus, une abondante expression de I'IRF4 s'est avérée étre un marqueur de
nombreux sous-ensembles de lymphomes, y compris, le lymphome a épanchement primaire,
les lymphomes diffus a grandes cellules B, le lymphome de la zone marginale et la leucémie
a cellules T adulte. De plus, une régulation négative du géne IRF4 peut stimuler la

leucémogenése dans le contexte des cellules myéloides (Ortmann, 2005).

1.3. Latechnique de la réaction de polymérisation en chaine :
1.3.1. Définition :

La réaction en chaine par polymérase (PCR) est le fondement et probablement la
technique clé de nombreuses techniques spécialisées de biologie moléculaire, elle a été
développée dans les années 80. La PCR permet la synthése de trés faibles quantités
d'acides nucléiques en trés grandes quantités in vitro pouvant étre utilisées directement ou

dans des applications en aval (Waters and Shapter, 2014).
1.3.2. Principe :

La PCR permet la synthése de fragments d'’ADN spécifiques in vitro a l'aide d'une
enzyme ADN polymérase, qui lit un brin d’ADN matrice et utilise les composants de la
réaction meélange, catalyse l'addition de bases désoxyNucléotides-tri-phosphates (dNTP)
libres a un ADN qui forme avec 'ADN matrice un complément via I'appariement de bases,
car un court fragment d’ADN appelé amorce est connecté a I'un des brins d'ADN matrice
dans le site spécifique choisi pour démarrer la synthése. Enfin, le résultat est I'amplification
d'une séquence d'ADN particuliére en de nombreuses copies (Basu, 2015).
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1.3.3. Acteurs :

L'ADN matrice : est une séquence qui contient le fragment a amplifier, généralement elle
est sous forme de double-brin.

Les nucléotides : comprennent les quatre dNTP (dGTP, dATP, dTTP, dCTP), ceux-ci
agissent comme les blocs de construction qui sont utilisés par 'ADN polymérase pour
créer le produit de PCR résultant.

Deux amorces sens et anti-sens : appelés également les oligonucléotides, sont des
courts fragments d'’ADN simple brin avec une séquence définie complémentaire a I'ADN
matrice.

L'ADN polymérase : 'enzyme clé qui relie les nucléotides pour former le produit de PCR,
Taq polymérase est largement utilisée, une enzyme qui a été isolée d'une bactérie qui
tire son origine de sources chaudes.

Tampon d'amplification: contenant du MgCI2 (tel que fourni par le fabricant de Taq

polymérase) (Green and Sambrook, 2018; Marx, 2016).

1.3.4. Etapes :

Les acteurs sont mélangés dans un tube a essai ou une plaque a 96 puits, puis placés

dans une machine qui est essentiellement un thermocycleur. Elle porte un bloc thermique

avec des trous, dans lequel les tubes a essai ou les plaques sont insérés et permet a des

cycles répétés d'amplification d'’ADN de se produire en trois étapes majeures (Figure 1.10)
(Garibyan and Avashia, 2013) :

La dénaturation : d'une minute a 94 ° C, la machine éléve et abaisse la température du
bloc par étapes discrétes, préprogrammées et précises, la solution réactionnelle est
chauffée d'abord au-dessus du point de fusion des deux brins d'ADN complémentaires
de I'ADN cible, ce qui permet la séparation des brins.

L’hybridation : idéalement entre 52 ° C a 58 ° C de 30 secondes, dans ce processus la
température est ensuite abaissée pour permettre aux amorces spécifiques de se lier aux
segments d'ADN cibles.

L’élongation : La température est a nouveau élevée, moment auquel I'ADN polymérase
est susceptible d'étendre les amorces en ajoutant des nucléotides au brin d'ADN en
développement, le Taq polymérase a une température d'élongation optimale de 70 ° C a

80 ° C et nécessite 1 minute.

A chaque répétition de ces étapes, le nombre de molécules d’ADN copiées double.
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FEIE FIFIEE AR

ADN matrice dNTPs Dénaturation (94°C)

Elongation (70 - 80°C)
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Figure 1.7. La technique d'amplification PCR.

1.3.5. Choix d’amorce :
1.3.5.1. Définition :

L’amorce oligonucléotidique (primer) est un petit segment d’acide nucléique qui sert de
point d'extension, sur lequel 'ADN polymérase peut s'appuyer et initier son travail. Pour une
spécificité et efficacité maximale de la PCR, elle peut étre concue a l'aide d'outils et de

logiciels de bioinformatique (Figure 1.11) (Kumar and Chordia, 2015).

3 5

5 3

primer

Figure 1.8. Structure de I’amorce nucléotidique.
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Un certain nombre de paires d’amorces ont été précédemment obtenus a partir du méme

géne sur lequel nous avons travaillé, et plusieurs études ont été menées via des types de

PCR utilisés par des chercheurs.

Le tableau ci-dessous contient des exemples

d’expériences qui ont déja été réalisées soit par la gPCR (quantitative PCR) ou par la gRT-

PCR (Reverse transcriptase quantitative PCR).

Tableau 1.3. L’utilisation de différents couples amorces du géne IRF4.

Couple d’amorce But a Test Cellules Référen
identifier ce

Forward primer : Rejet aprés

5-TGGGCTGT- -TTCTGCTTATTTTGT-3"' transplantati | gPCR | Foie congelé | (Tang
on etal.,

Reverse primer : hépatique 2015)

5-ATGCCAAAGCTACCTAAACAAAACA-3'

Forward primer :

5'-AG-CGC-ATT-TCA-GTA-AAT-GTA-AAC- Leucémies |gRT- |Leucocytes/ |(Adama

ACA-T-3 aigués de PCR | myélocytes kietal.,
I'enfance BM 2013)

Reverse primer :

5-TCT-TGT-GTT-CTG-TAG-ACT-GCC-ATC-A-

3

Forward primer : (Zhang

5-CCATGACAACGCCTTACCCT-3 Myasthénie |gPCR | Cellules B et al.,

2018)
Reverse primer :
5-TTATGCTTGGCTCTGTGGGG-3
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NSCLC
Forward primer : Cancer du conjugué et
5'-CTACACCATGACAACGCCTTACC-3" poumon non | gPCR | du tissu (Qian et
a petites pulmonaire al.,
Reverse primer : cellules (NS non 2017)
5-GGCTGATCCGGGACGTAGT-3' CLC) néoplasique
adjacent
Forward primer : Déficit (Afshar-
5-GCCCAACAAACTGGAGAGAG-3’ immunitaire | gPCR | Cellules B Ghase
variable mlou et
Reverse primer : commun al.,
5-AGGTTCTACGTGAGCTGTGATG-3’ (CVID) 2019)

1.3.5.2. Les outils :

Divers programmes de bioinformatique sont disponibles pour faciliter la conception de

paires d'amorces a partir de la séquence de modéles, l'outil de conception NCBI Primer-
BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/) pourrait étre utile afin d'exécuter une
recherche sur NCBI pour vérifier la spécificité cible des amorces (Lorenz, 2012; Qu and
Zhang, 2015).

1.4. Problématique et objectifs :

1.4.1. Problématique:

Les cellules Th9 se caractérisent par une production élevée d'IL-9, elles ne sont
cependant pas clairement comprises surtout a cause de leur role dans divers processus
physiologiques et les fonctions pléiotropies de I'IL'9 sur plusieurs types cellulaires. Les
cellules Th9 se caractérisent principalement par le facteur de transcription IRF4 qui se lie au
locus /L9 et assure la production de I'lL-9. Par conséquent, les chercheurs ont-besoin d’'une
conception d’amorces du géne IRF4 pour réaliser le test PCR afin de mieux connaitre I'effet

de I'RF4 sur les cellules Th9, cela correspond a ce que nous avons réalisé dans ce travail.
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Chapitre 1. Revue de la littérature

1.4.2. Objectif :

Concevoir des amorces du géne IRF4 pour la réalisation de PCR a partir de la séquence
de modele.

1.4.3. But :

Vérifier la spécificité et I'efficacité des amorces qui encadrent le géne IRF4 afin de

faciliter aux chercheurs la réalisation de la PCR.
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CHAPITRE 2

Matériels et méthodes
2.1. Conception d’amorces :

Les amorces sont sans doute les composants les plus critiques pour la technique de
PCR, grace a leurs propriétés qui contrélent la spécificité et la sensibilité qui rendent ce test
particulierement puissant. Par conséquent, la conception d’amorces appropriées est
probablement le facteur le plus important affectant la PCR, donc une mauvaise conception
combinée a une incapacité a optimiser les conditions de réaction peuvent entrainer une
précision réduite et une détection de faux positifs ou négatifs des cibles d'amplification
(Bustin and Huggett, 2017).

2.2. Sélection des amorces :

Le processus de conception comprend différentes étapes, qui utilisent des paramétres
spécifiques pour produire des oligonucléotides spécifiques donnant des produits de PCR de

bonne qualité (Hendling et al., 2018) :
2.2.1. La spécificité :

Il est important que les amorces se lient seulement a leur ADN cible prévue, cela
implique la prévention de la liaison non spécifique a d'autres séquences d’ADN d'autres

régions au sein d'une matrice.

D’abord, un ensemble bien défini de séquences cibles basées sur une gestion fiable des
données constitue la base de la conception d'amorces spécifiques. Toute la réaction peut
échouer si ces séquences ne sont pas choisies correctement, car les séquences
sélectionnées pour la conception ne correspondent pas aux séquences de I'ADN cible réel
utilisé dans la réaction. Ensuite, les amorces ne devraient pas se lier a d'autres cibles
(Hendling and Barisi¢, 2019).

2.2.2. Lacomplémentarité :

L'extrémité 3' d'une seule amorce ne peut pas étre complémentaire d'autres séquences
de la méme amorce et les extrémités 3 'd'un ensemble d'amorces, qui comprend une amorce

sens et une amorce antisens, ne doivent pas étre complémentaires I'une de l'autre.

22



Chapitre 2. Matériels et méthodes

Ces deux scénarios entainent la formation de structures de boucles en épingle a cheveux, et

de diméres d'amorces respectivement (Lorenz, 2012).
2.2.3. Lalongueur de I’'amorce :

La longueur optimale pour une amorce est comprise entre 18 et 24 nucléotides, chaque
nucléotide supplémentaire augmente la spécificité d'une amorce d'un facteur quatre.
Cependant, plus un oligonucléotide est long, plus il est capable de former des structures

secondaires qui ont un effet négatif sur I'efficacité du test PCR (Biassoni and Raso, 2020).
2.2.4. Latempérature de fusion (Tm) :

La connaissance de la Tm des amorces est impérative car elle représente la valeur la
plus critique pour effectuer une expérience PCR réussie. Généralement la température de
fusion Tm d'une paire d'amorces doit se situer entre 50°C et 62°C. Une bonne paire
d’amorces doit avoir une différence des températures de fusion ne dépassant pas les 5°C a
cause de la présence des deux amorces placées dans le méme tube lors de la PCR
(Chuang et al., 2013).

2.2.5. Lateneur en GC :

Une proportion GC appropriee est généralement de l'ordre d’environ 50% GC. Un
contenu GC élevé peut rendre les amorces « collantes » et augmenter les risques de
mauvais amorgage dans les régions indésirables du modéle. Les étirements poly-C et poly-G
peuvent conduire a une hybridation non spécifique a de longs trongons GC dans 'ADN
matrice. En outre, de longs trongons de poly-A et poly-T peuvent conduire a un appariement

instable et ouvrir le duplex amorce-séquence sible (Hung and Weng, 2016).
2.2.6. La séquence a l'extrémité 3’ :

Un amorgage non spécifique peut étre minimisé en sélectionnant des oligonucléotides
qui n'ont qu'un ou deux G ou C dans les extrémités 3’, car une teneur en GC plus élevée a
cette extrémité de l'oligonucléotide peut inhiber I'hybridation du reste de la séquence
d'amorce et diminuer la spécificité de la réaction. Cependant, il est recommandé que les
amorces contiennent un nucléotide G ou C a I'extrémité 3' afin d’assurer une bonne et forte

liaison au modéle (Rodriguez et al., 2015).
2.3. La séquence du géne IRF4 :
Nous avons utilisé la base de données « Ensembl » dans la plateforme

«www.Ensembl.org» pour extraire la séquence du géne IRF4 comme indiqué dans la figure.
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Login/Register

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

-‘_ Human (GRCh38 p13) v

Location: 5:381,752-411,443 Sl
Gene-based displays
Sumi

Gene: IRF4 ENSGO0000137265

Description
Gene Synonyms

Location

About this gene
Transcripts

Name Transcript ID bp  Protein | Biotype CCDS  UniProt  RefSeq Match Flags

IRF&.20 EN 45123 | | Protein coding CCDSH469% Q153066 NM 00246046 (TSLA | GENCODEbask APPRISP1 MANE SelectyiB
IRF4-204 EN 41023 || Nonsense medated decay 22305 TSLS

IRF4-205 ENS
IRF4-202 ENMST
IRF4-203 ENST

757 Mo protein | ] Pro
73 Noprotein | Pro
6  Noprotein | | Processer

vanscript TSL3
nscpgt - - TSLS
vanscnpt - - - TSL3

Marked-up sequence @
v

Exons IRFdexons Al exons in this region

Markup  loaded

Figure 2.1. La base de données « Ensembl ».

L’exon 2 a été choisi, dans cette étude, pour le design des amorces I'encadrant.

2.4. Le design de primer

Pour concevoir les amorces recherchées, nous avons utilisé le logiciel Primer-BLAST
fournis par le « National Centre for Biotechnology Information » (NCBI) a travers le site

« www.Ncbi.nlm.nih.Gov ».

Il est nécessaire de copier la séquence d’intérét encadrée (exon 2) dans « PCR
Tempmate » sans oublier de supprimer les espaces supplémentaires afin de condenser la
séquence. Ensuite, renseigner la position du nucléotide du départ et de fin de 'amorce sens

et de 'amorce antisens.

Enfin, vous pouvez découvrir les résultats en cliquant sur le bouton " Get Primers ".
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Primer-BLAST A tool for finding specific primers
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Primer Paramiters
Use: my own forveard primer

{5->F on plus strand) - —
Use my own reverse primer v ChiE
{5->¥ on minus strand) :

M v
PCR produd sige 0 1600
W of primerns b return 0

Min opt Ma Mz T diffesence
ml;m meiting temperatres 570 600 630 3 e

Exonfintron selaction A mieq AN sequence 2 PCR lemplaie nout & mouined b ogions in Pe secikn
Excen junction span Ha praferércn bl
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Intron inchusion Priver e mupd be separsied by o iwst ore mion on e comespendng genoms DNA @
Intron length range [T '™

1000 1600000 | &

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Pnimer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check Enable search for primer pairs specific 10 the infended PCR template 4
Search mode Automatic viw
Genames for selected organisms (primary reference assembly only) v | 44
Exclusion | Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) | Exclude sample seq| v
Organism
organ 10b3: 0 v
Entrez query (optonal) 9
Primer specificity stringency  primar must have at least |2 v | total mismatches to unintended targets, including
atleast |2 v | mismatches within the last|5 v | bps at the 3 end. &
Ignore targets that have [6 v or more mismatches to the primer. 4
Max target size 4000 9
Allow splice variants Allow primer 1o ampidy mRNA spiice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template nput) 4
Show resuits in a new window B8 Use new graphic view 4
» Advanced parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

Figure 2.2. Analyse de la séquence d’intérét par Primer-BLAST.

2.5. Les conditions de choix de la bonne amorce :

e Choisir la paire d’amorces qui donne le produit spécifique moins de 1000 afin
d'amplifier que le produit étudié.

e Les produits aspécifiques de la paire d’'amorces doivent étre tous supérieurs a 1000
bases, parce que lors d'une PCR il est moins probable d'amplifier une séquence de
plus de 1kb.

o Lateneur en GC doit étre proche de 40%.

e Lors de la PCR la température d'hybridation est programmée en une seule valeur,
donc les températures d'hybridation de chaque amorce doivent étre aussi proche que
possible les unes des autres.
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CHAPITRE 3

Résultats

3.1. Résultats de la conception d’amorces :

Initialement, toutes les paires d’amorces résultantes par I'outil Primer-Blast présentaient

chacune des produits aspécifiques moins de 1000 pb. Ceci est incompatible avec les

conditions requises, et pour cela nous avons dd élargir la séquence a amplifier pour fournir

un choix de séquences plus large pour les amorces dans le logiciel. Par la suite nous avons

pu avoir 4 paires d’'amorces hautement spécifiques, et le choix s’est porté sur la troisieme

paire d’amorces assurant un produit spécifique de taille égale a 821 pb et moins des produits

aspécifiques dont tous ces derniers ont une taille supérieure a 1000 pb (ce qui empéche leur

amplification) (figure 3.1).

Primer pair 3

Products on potentially unintended templates
=NC 000006.12 Homo sapiens chromosome 6, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 821
Features associated with this product:
inter regulatory_factor 4 isoform 1

interferon regulatory factor 4 isoform x1

Forward primer 1
Template 292837

Reverse primer 1
Template 393657 .

=NC 00000412 Homo sapiens chromosome 4, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 31e2
Features associated with this product:
actin-binding LIM protein 2 isofor

actin-binding LIM protein

Foruard primer 1 GGTG
it

Template 2847184

Reverse primer 1 AAAC
Template 2939852 T.T.

=NC 000002 12 Homo sapiens chromosome 2, GRCh38 p12 Primary Assembly

product length = 3895
Festures flanking thi
18159 bp at 5*
180724 bp at 3°

Foruard primer 1
Template 126714208 ..

Foruard primer 1 GC
Template 1267181824 ..CTG.

product length = 1452
Festures sssocisted with this product:
putative ciliary rootlet coiled-coil protein 2

putative ciliary rootls iled-coil

Forward primer 1 GG
Template 220048011 CA

Reverse primer 1 ARACC
Template 280342422 GG....

Figure 3.1. Résultat de primer-BLAST.
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Sequence (5'23) Template strand Length Start Stop Tm GC% Self complementarity
Forward primer GGTGCGTTACAGGAGAGCAG Plus 20 6 25 6074 6000 300
Reverse primer AAACCCCTCAAGCCTTTGGC Minus 20 826 807 61.12 5500 5.00
Product length 821

Self 3' complementarity
1.00
3.00
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3.2. Interprétation des résultats :

Grace au logiciel Primer-BLAST et a l'aide du site Ensembl, nous avons pu trouver la

paire d’amorces appropriée pour I'amplification d’'une partie du géne /RF4, cette paire

d’amorces sert a amplifier I'exon 2 et qui présente toutes les caractéristiques requises d’une

bonne paire d’'amorces.

Nous avons obtenus des oligonucléotides d’'une longueur de 20 nucléotides pour 'amorce

sens et pour 'amorce anti-sens, avec une température d'hybridation optimale respective de
60.74 ° C et 61.12 ° C, ainsi la teneur en GC est de 60.00% et 55.00%, extrémement

spécifique de la séquence. Tous ces éléments sont répertoriés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 3.1. La compatibilité de notre amorce avec les conditions d'une bonne

amorce :

Les conditions

La bonne amorce

Notre amorce

Produit spécifique

Moins de 1000 pb

821 pb

Produit aspécifique

Plus de 1000 pb

Tous plus de 1000 pb

Longueur d’amorce

Entre 18 et 24 nucléotides

Amorce sens : 20 nucléotides
Amorce anti-sens : 20

nucléotides

Température de fusion

Entre 50 Cet62°C

Amorce sens : 60.74° C

Amorce anti-sens : 61.12 ° C

Teneur en GC

Entre 40 et 60%.

Amorce sens : 60.00%

Amorce anti-sens : 55.00%

3.3. Confirmation des résultats :

Nous avons soumis nos résultats a une confirmation en utilisant le site « https://genome.

ucsc.edu/ », mais également le programme « PCR In Silico » un autre outl de bio-

informatique utilisé pour simuler la PCR d'une paire d’amorces a confirmer.
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Aprés avoir entré 'amorce sens et 'amorce anti-sens, les résultats ont donné le produit
situé sur le chromosome 6. Par conséquent, ces résultats nous confirment la spécificité, la
fiabilité et la validité de la paire d’'amorces du géne /RF4 que nous avons congu.

Genomes Genome Browser Tools Mirrors: 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 assembly v | |GGTGCGTTACAGGAGAGCA( [AAACCCCTCAAGCCTTTGGE) [ submit |

Max Product Size: 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 channel

Configuration Options

Genome and Assembly - The sequence database to search

Target - If available, choose to query franscribed 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.
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.

Output

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 header
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-case elsewhere.
Here is an example from human:

Genomes Genome Browser Tools Mirrors Downloads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

>chré: 392837+4393657 821bp GETGCGTTACAGGAGAGCAG ARACCCCTCAAGCCTTTGGL
GGTGCGTTACAGGAGAGCAGgCgEgtaggageettcgcggegaccgagct
cggaagacgEacEgctetgcccgoccageggatgcaCcERgCEgcege
gasggtgcticticcgggggccoggacgaccotgacacggcacgcgege
gettegoagectcasagactccggggectogtagteactggcgcagggga
teggggcgggstgeccggagtgcEgtgcctogtggetgaagggcagetct
tetccocgagt BeagagcagagcagECEgagEaccCCEEECECEEEEEC
gacggcacgcgaggeat, g, gaggcegagagt

tcggcatgagcgeagtagetacggcaacgggangctcgecagtagcty
atcgaccagatcgacageggeasgtaccecgegctegtataggagaacga
Egagaagagcatcticcgratcccctggaagcacgcgggcaagcaggact
acasccgogaggaggacgCcgegitottcaaggtctcCggactagggage
ccagagacagage
cgccgectcogaggcgagcccaggggaccgCacggsEcEgacgEsCEsse
gecggagecatcaggtegcgtogroggagccgcaggagsaggaaageags

ccteggctcteagoggga cgggagccage
tggaggctgcagggasaccEctgaaggcccggCogagcccggagaagasc
EGCCAAAGGCTTGAGGGGTTT

Primer Melting Temperatures

Forward: 61.0 C ggtgegttacaggagageag
Reverse: 64.7 € aaacccctcasgocttigge

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3.

Help

What is chr_alt & chr_fix?
Replicating in-Silico PCR results on local machine

Figure 3.2. Les résultats de « PCR In Silico ».
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CHAPITRE 4

Conclusion

Un nouveau sous-type de Ilymphocytes CD4+ appelé cellules Th9 secrétant
spécifiquement l'interleukine IL-9 a été impliquées a la fois dans la bonne santé et la
maladie. Les études primaires sur ces cellules Th9 se sont essentiellement concentrées sur
les facteurs de transcription de I'lL-9 et leurs influences sur le systtme immunitaire, le plus
important d'entre eux c’est 'lRF4 qui est requis pour contribuer de maniére cruciale au

développement et au fonctionnement des cellules Th9 via sa liaison au locus /9.

L’amplification par PCR du gene /RF4 pour I'étude moléculaire de la séquence IRF4 est
nécessaire pour obtenir des informations concernant [lassociation de certains
polymorphismes aux maladies du systéme immunitaire. Pour cela il existe un besoin urgent

de concevoir des amorces spécifiques nécessaires a obtenir un bon produit d’amplification.

A Tl'aide de l'outil de conception des amorces Primer-BLAST de la base de données
« NCBI » nous avons pu obtenir notre paire d'amorces du géne IRF4 pour la PCR qui va

générer d'énormes avantages dans diverses études d’analyse de la séquence de ce géne.

La paire d’amorces que nous avons obtenues donne un produit d’amplification d’'une
longueur de 20 nucléotides pour chaque amorce, une température d’hybridation de 60.74 ° C
, 61.12 ° C, et la teneur en GC 60.00%, 55.00%, respectivement pour I'amorce sens et

'amorce anti-sens.
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