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Résumé iii

Résumé

Introduction : Le récepteur de la mort Fas et connu depuis longtemps pour son réle
d’entrainer la mort de certains types cellulaires par apoptose via son interaction avec FasL.
Ce type de mort cellulaire médié par Fas est important pour 'homéostasie de I'organisme et

joue un réle crucial dans I'immunité antitumorale via I'élimination des cellules cancéreuses.

Objectif : Concevoir soigneusement des amorces permettant d’encadrer la séquence a
amplifier du gene Fas pour garantir la reproductibilité et l'efficacité de la réaction de

polymérisation en chaine (PCR).

Matériels et méthodes : Nous avons utilisé des sites bio-informatiques pour concevoir des
amorces optimales a la région que I'on veut amplifier du géne Fas qui correspond a I'exon 8
pour la réalisation d’'une PCR. Nous avons commencé par extraire la séquence de ce géne a
partir du site ensembl.org et nous avons fini par le choix de la bonne paire d’amorces. La
longueur de l'amorce, les températures de fusion, la composition de la base, la

complémentarité et les séquences 3’ ont été déterminés.

Résultats : Nous avons obtenu un couple d'amorces spécifiques a la séquence d’intérét, qui

est le bloc 9 grace a l'utilisation du logiciel Primer-BLAST.

Conclusions : A travers ce travail, nous avons facilité aux chercheurs de réaliser la technique
PCR en concevant de bonnes amorces pour le géne Fas afin de mieux comprendre

'implication et le mécanisme de ce géne dans I'immunité anti-tumorale et confirmer son réle.

Mots clés : Apoptose, Fas, FasL, amorce, immunité antitumorale, la PCR.
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Abstract

Background : The death receptor Fas has long been known for its role in causing the death
of certain cell types by apoptosis via its interaction with FasL. This type of Fas-mediated cell
death is important for the body's homeostasis and plays a crucial role in anti-tumor immunity

via the elimination of cancer cells.

Objective : Carefully design primers to frame the sequence to amplify of the Fas gene to

ensure the reproducibility and efficiency of the polymerase chain reaction (PCR).

Materials and methods : We have used bioinformatics sites to design optimal primers for the
desired region of the Fas gene which corresponds to exon 8 for performing PCR. We started
by extracting the sequence for this gene from ensembl.org and ended up choosing the right
pair of primers. Primer length, melting temperatures, base composition, complementarity and

3’ sequences were determined.

Results : We obtained a primer pair specific to the sequence of interest, which is pair 9,

through the use of Primer-BLAST software.

Conclusions : Through this work, we have made it easier for researchers to perform the PCR
technique by designing optimal primers for the Fas gene to better understand the involvement

and mechanism of this gene in anti-tumor immunity and to confirm its role.

Keywords : Apoptosis, Fas, FasL, primer, antitumor immunity, PCR.
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Introduction

Scientifiquement, la prolifération cellulaire et la mort cellulaire sont des processus
essentiels d'un cycle naturel de tous les organismes multicellulaires et qui sont orchestrés par
un programme génétique. Historiquement, le terme de mort cellulaire programmée a été
mentionné en 1965 par Lockshin et Williams. Plus tard, Kerr, Wyllie et Currie ont proposé le
terme « apoptose » afin de décrire une série de caractéristiques morphologiques trés
particulieres aprés la mort d'une variété des tissus. Au méme moment, Horvitz et ses
collaborateurs ont commencé une recherche systématique de génes contrdlant la mort

cellulaire programmée chez les vers nématodes « Caenorhabditis elegans » (Rezaei, 2015).

L’apoptose est une forme de mort cellulaire programmée et un processus physiologique
d’élimination des cellules endommagées, dangereuses et inutiles pour maintenir 'lhoméostasie

tissulaire.

Elle peut étre induite par deux voies principales : la voie intrinséque, qui est initiée par
absence des facteurs de croissance, stress génotoxique, irradiation...Cela conduit a la
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale (MOMP) libérant de nombreux
facteurs apoptogénes entrainant l'initiation de la cascade de cystéines protéases, de caspases
pour aboutir a I'apoptose et la voie extrinséques, qui est déclenchée par I'engagement des
récepteurs de la mort (DR) tels que le récepteur Fas (fragment inducteur d’apoptose) (Seyrek
and Lavrik, 2019).

Les cellules apoptotiques sont rapidement phagocytées par les phagocytes pour
empécher la libération de composants intracellulaires. Ce processus est ainsi appelé mort

cellulaire propre car il empéche la libération de cytokines inflammatoires (Nagata, 2018).

Le récepteur Fas, également appelé antigéne d'apoptose 1 (APO-1) ou cluster de
différenciation 95 (CD95) est une protéine membranaire appartenant a la super-famille des

récepteurs du facteur de nécrose tumorale (TNF).

Il est exprimé a la surface de diverses cellules, ce qui déclenche la voie apoptotique
extrinseque lorsqu’il est lié a son ligand (FasL) (Yan et al., 2019). L'interaction Fas/FasL
déclenche l'activation d'une cascade d'activation qui commence par le recrutement de la
protéine adaptatrice appelée domaine de la mort associé au Fas (FADD) et la pro-caspase 8
ou 10 formants le complexe de signalisation inducteur de la mort (DISC) pour activer la
caspase-8 ou -10. La caspase résultante active a son tour les caspase effectrices (-3, -6, -7)

pour déclencher I'apoptose (Qadir et al., 2020).



Introduction

Fas joue un role complexe dans 'immunité anti-tumorale et I'apoptose médié par Fas
contribue aux processus cellulaires physiologiques et pathologiques. Dans le
microenvironnement tumorale, l'activation de FasL exprimé a la surface des cellules
immunitaires notamment, les cellules tueuses naturelles (NK) et les lymphocytes T
cytotoxiques activés (LTCs) entraine l'interaction entre le FasL et son récepteur Fas exprimé
sur les cellules tumorales pour déclencher une cascade de signalisation aboutissant a

'apoptose de ces cellules.

De plus, le fait de ne pas réguler efficacement le processus d'apoptose peut avoir des

conséguences désastreuses et conduire a la progression tumorale.

Le géne Fas qui code pour le récepteur Fas est situé sur le bras long du chromosome

humain 10 en position 23,31. Il comprend 16 introns et 15 exons (d’apres NCBI).

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est une technique établie pour amplifier
et détecter des séquences nucléotidiques d’intéréts a partir d'une ou de quelques molécules
cibles (Sidstedt et al., 2020 ; Fujita et al., 2018). Une PCR peut étre réalisée a l'aide d'amorces

correspondant a la séquence spécifique dans le fragment d'ADN inséré (Sakurai et al., 2019).

La PCR est largement appliqué dans le diagnostic rapide des maladies infectieuses
comme le cas le plus récent de COVID-19, la sécurité sanitaire des aliments et de l'eau, la
médecine légale, les polymorphismes a I'échelle de la population et les études de mutation
(Chan et al., 2016).

L'objectif de cette thése est de concevoir soigneusement des amorces permettant
d’encadrer la séquence a amplifier du géne Fas pour garantir la reproductibilité et l'efficacité
de la PCR.
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Chapitre 1

Revue de la littérature

1.1 Processus de l'apoptose
1.1.1 Définition

L'apoptose est une forme de mort naturelle programmeée prise pour sacrifier des cellules
spécifiques au profit de l'organisme, en réponse a divers stimuli de maniere régulée et
contrblée (Xu et al., 2019a). Ce mécanisme de mort cellulaire joue un réle central dans le
développement, 'homéostasie tissulaire et la surveillance (Redza-Dutordoir and Averill-Bates,
2016).

Le terme apoptose a été proposé pour la premiére fois en 1972 par kerr et ses
collaborateurs, pour décrire un type de mort cellulaire associé a des changements
morphologiques dépendants des caspases (Rezaei, 2020). En 1999, la premiére description
et compréhension du processus de l'apoptose a été tirées des études sur le développement

du nématode «Caenorhabditis elegans» (Kiraz et al., 2016).

1.1.2 Changements biologiques et morphologiques

Lors de l'apoptose, la cellule va subir plusieurs changements biologiques et
morphologiques, y compris les modifications de la forme de la cellule qui va s’arrondir et sa
taille se réduire. A l'intérieure de la cellule, le noyau va se rétrécit (pycnose), ce qui provoque
la condensation et la fragmentation de la chromatine (caryolyse). Puis, la membrane
plasmiqgue de la cellule va bourgeonner et former des corps apoptotiques (ApoBD) contenant
les débris cellulaires (organelles et fragments nucléaires), qui sont rapidement phagocytés par
les phagocytes en évitant une réponse inflammatoire (Nowak and Edelstein, 2019 ; Xu et al.,
2019b) (figure 1.1).
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Figure 1.1. Les changements morphologiques de la cellule apoptotique (Van Cruchten

and Van den Broeck, 2002). La cellule apoptotique est de petite taille avec une chromatine condensée et
fragmenter, ses fragments vont se séparer en corps apoptotiques avec sécrétion des chimiokines pour attirer les
phagocytes sans déclenchement d'une réaction inflammatoire.

1.1.3 Les voies d'induction de I'apoptose

Le processus de l'apoptose est une sécurité intégrée et se produit par I'imbrication étroite
de nombreux génes et des voies de signalisation régulant la prolifération, la croissance et la

survie (Ucker and Levine, 2018).

Elle peut étre déclenchée par la cellule elle-méme par deux voies de signalisation
distinguées par l'origine des signaux distincts, la voie extrinséque ou la voie du récepteur de
la mort, qui est activée par l'interaction des ligands apoptotiques avec leurs récepteurs de mort
(DR) exprimés a la surface de nombreuses cellules (Mehrbod et al., 2019) et la voie intrinseque
ou la voie mitochondriale, qui est activée par I'accumulation de dommages a ADN, stress
génotoxique, la dérégulation des fonctions mitochondriales, l'irradiation et des infections
virales. Ces deux voies convergent et appliquent I'activation des caspases qui orchestrent les

stades finaux de I'apoptose (Legembre, 2017).

1.1.3.1 Lavoie extrinséque

La voie apoptotique extrinséque est déclenchée par l'interaction des ligands de la mort
de la famille des protéines du facteur de nécrose tumorale (TNF) exprimés a la surface d’'une
cellule immunitaire (cellule tueuse naturelle (NK) ou lymphocyte T cytotoxique (LTC)) avec
leurs récepteurs correspondants issus de la super-famille des récepteurs TNF (TNF-R),

exprimés a la surface d'une cellule cible (tableau 1.1) (D’'Arcy, 2019). La fixation du ligand de
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mort sur son récepteur DR induit une oligomérisation et un changement de conformation du

récepteur conduisant a son activation (Gallucci et al., 2020).

Le récepteur activé recrute une protéine adaptatrice connue sous le nom de domaine de
la mort associé au Fragment inducteur d’apoptose Fas (FADD) ou domaine de la mort associé
au récepteur du TNF (TRADD), par le biais de son domaine de mort DD, qui va fixer a son tour
les pro-caspases initiatrices (pro-caspase 8 ou 10) par un domaine appelé domaine effecteur
de mort (DED), entrainant la formation du complexe de signalisation inducteur de mort (DISC).
Ce complexe favorise la dimérisation et 'auto-activation des pro-caspase 8 ou 10. La caspase

résultante pouvant entrainer I'apoptose (Kakarla et al., 2020) (figure 1.2).

Tableau 1.1. Récepteurs de la mort et leurs ligands correspondants (D’Arcy, 2019).

Récepteur de Ligand de
la mort (DR) la mort
TNFR1 (Récepteur du facteur de TNFa

nécrose tumorale) ou DR1

(Récepteur de la mort 1)

Fas (Fragment inducteur FasL ou CD95L
d’apoptose), cluster de
différenciation 95 (CD95) ou Apo-1
(Antigéne apoptotique 1)

TRAMP ou DR3 TL1A

TRAIL-R1 (Récepteur de ligand TRAIL ou Apo-2L
induisant I'apoptose lié au facteur
de nécrose tumorale) ou DR4

TRAIL-R2 ou DR5 TRAIL
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Figure 1.2. La voie apoptotique extrinséque induite par la super-famille des récepteurs

du TNF (d’apres researchgate). La voie extrinséque est initiée par la liaison des récepteurs de la mort
exprimés a la surface cellulaire avec leurs ligands. A la suite de cette liaison, les récepteurs vont recruter les
protéines adaptatrices et les pro-caspases initiatrices (8, 10) via leur domaine DD formant le complexe DISC
responsable de I'activation de ces caspases, qui vont ensuite a leur tour activer les caspases effectrices (-3, -6, -7)
et provoquer la mort cellulaire par apoptose.

1.1.3.2 Lavoieintrinseque

La voie apoptotique intrinséque est favorisée par de nombreux stimuli, y compris les
dommages a ADN, le stress du réticulum endoplasmique (ER), la surcharge des especes

réactives de l'oxygéne (ROS), le stress de réplication (Galluzzi et al., 2018).

Ces stimuli intracellulaires provoquant une perméabilisation de la membrane externe
mitochondriale (MOMP), entrainant la libération d’'une série de facteurs apoptogénes dans le
cytosol. Ces facteurs comprennent le cytochrome c, deuxieme activateur dérivé des
mitochondries de la caspase (Smac)/protéine de liaison directe a la protéine inhibitrice
d'apoptose IAP avec un faible Pl (DIABLO), High-temperature requirement (HtrA2/Omi),
facteur inducteur de l'apoptose (AIF) et I'endonucléase G (endo G) (Redza-Dutordoir and

Averill-Bates, 2016).

Une fois que Le cytochrome c est dans le cytosol, il s'associer au dATP et se lie a une

protéine cytoplasmique facteur 1 d'activation de la protéase apoptotique (Apaf-1) conduisant

7
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au recrutement de la pro-caspase 9, ce complexe formé est appelé apoptosome, qui permet
I'activation de la pro-caspase 9. La caspase-9 activée, active ensuite la pro-caspase 3 pour
former la caspase-3, qui clive a son tour plus de 500 substrats cellulaires dans les voies

extrinséque et intrinséque a la fois pour déclencher I'apoptose (Nagata and Tanaka, 2017).

D’autre part, les facteurs, Smac/DIABLO et HtrA2/Omi favorisent l'activation de la
caspase en antagonisant les protéines inhibitrices d’apoptose (IAPs) (figure 1.3). L'autre
groupe de facteurs, principalement I'AIF et I'endo G agissent directement dans le noyau pour
favoriser la fragmentation de 'ADN et la condensation nucléaire provoquant I'apoptose d’'une

maniére indépendante de la caspase (Tower, 2015).

En tant gu’événement important de la voie intrinseque d’apoptose, la perméabilisation de
la membrane externe mitochondriale est particulierement régulée par la famille de lymphome
2 a cellules B (Bcl-2). Les protéines appartenant a cette famille peuvent étre divisés en trois
groupes selon la fonction de leur action pro- ou anti-apoptotique ou des domaines d’homologie
Bcl-2 (BH) gu'elles possédent (tableau 1.2) :

e Les protéines pro-apoptotiques protéine x associée a bcl-2 (Bax) responsable de la
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale et de 'apoptose.

e Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2, qui peuvent inhiber I'activation de la caspase en
empéchant l'activation de Bax/Antagoniste/tueur homologue Bcl-2 (Bak).

e Les protéines pro-apoptotiques BH3 seul, qui interagissent avec des protéines anti-
apoptotiques pour empécher leur fonction et/ou pour interagir directement avec des
protéines pro-apoptotiques pour provoquer leur activité (Trejo-Solis et al., 2018 ; Ke et
al., 2016).

Tableau 1.2. Les protéines de la famille Bcl-2 (Kakarla et al., 2020).

Protéines Protéines Protéines pro-
Pro-apoptotiques Anti-apoptotiques apoptotiques
BH3 uniqguement

Bax Bcl-2 Bim
Bak Bcl-XL Bid
Bok Bcl-w Bik
Mcl-L Bad
Al Bmf
Hrk

Noxa

Puma
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Figure 1.3. La voie apoptotique intrinseque (Lamkanfi and Dixit, 2010). La voie intrinséque est
déclenchée par divers stimuli (dommages a ADN, stress génotoxique, lirradiation...) qui vont provoquer la
perméabilisation des membranes externes mitochondriales. Cette perméabilisation peut s’expliquer par la formation
de pores a travers les membranes via I'oligomérisation des protéines Bax et Bak permettant de libérer plusieurs
facteurs pro-apoptotiques tel que le cytochrome ¢, Smac/DIABLO ou HtrA2/Omi de mitochondrie vers le cytosol.
Le cytochrome c forme I'apoptosome avec Apaf-1 et la pro-caspase 9 qui aura pour but d’activer la caspase-9 qui
activera a son tour les caspases effectrices. Les facteurs Smac/DIABLO et HtrA2/Omi vont quant & eux inhiber les
IAPs. D’autre part, la voie extrinseque est liée a la voie intrinséque car I'activation des caspases initiatrices 8 et 10
va provoquer le clivage de Bid en tBid actif favorisant ainsi la translocation de Bax a la membrane mitochondriale
et I'activation de la voie intrinséque. Les fleches rouges tronquées signifient I'inhibition.

1.1.4 Régulation de I'induction de I'apoptose

La régulation de L'apoptose implique différents mécanismes. Premiérement, I'activation
des caspases par des calpaines ou leur inactivation par les membres de la famille des IAPs
possédant des domaines BIR impliqgués dans linteraction de ces membres avec les caspases

pour inhiber leur activité catalytique et par les protéines inhibitrices de FLICE (FLIPs) qui
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interagissent avec les molécules adaptatrices recrutées par les récepteurs de mort empéchant
l'activation des caspases. Deuxiemement, les protéines de la famille BCL-2, qui comprend les
protéines anti-apoptotiques responsables de l'inhibition de I'apoptose par la prévention de la
perméabilisation mitochondriale en séquestrant les protéines pro-apoptotigues qui sont
responsables de l'induction de I'apoptose par les protéines BH3 seul qui vont s’activer suite a
un signal apoptotique puis activer a leur tour les protéines pro-apoptotiques ou inhiber les
protéines anti-apoptotiques. Troisiemement, I'échanges calciques par limplication des
membranes ER associées aux mitochondries (MAMSs), qui sont des zones ou les réticulums
endoplasmiques et les mitochondries sont étroitement accolés en contact facilitant ainsi le
transfert de Ca2+ nécessaire au bon fonctionnement de nombreuses réactions métaboliques
(DUPLAQUET, 2018) (figure 1.4).

Les protéines pro-
apoptotiques

Les protéines anti-
apoptotiques

FJ?Fi
p= !
(e & <
@
Apoptose *\\U___
L,._L‘

> g N
[ Echanges calciques

- La famille des IAPs (XIAP,
hiLP2, c-IAP1, c-IAP2, ML-IAP,
NAIP, Survivin et Apollon),

- Les FLIPs.

par 'implication des
MAMs

Figure 1.4. Les mécanismes impliqués dans la régulation de la voie apoptotique (Trejo-

Solis et al., 2018). La régulation de I'apoptose est assurée par un ensemble des protéines (protéines pro-
apoptotiques, protéines anti-apoptotiques, les IAPs...) participant au développement normal d’'un organisme ainsi
gu'au maintien de I'homéostasie. Les fleches rouges tronquées signifient I'inhibition et les fleches vertes signifient
l'activation.

1.1.5 Altération de I'apoptose

L'apoptose est un processus essentiel a la vie. L’altération de ce processus ou de son
contrble, contribue a une mort cellulaire excessive par les dommages des principales cellules
fonctionnelles saines, tels qu'un accident vasculaire cérébral ou une réaction de rejet
d'allogreffe ou contribue a une mort cellulaire insuffisante. Cette altération est a l'origine de

développement de plusieurs pathologies comme les maladies auto-immunes, les maladies
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neurodégénératives, y compris les maladies d'Alzheimer, ainsi que les infections ou encore le
cancer (Arnott and Sonia Lobo, 2020) ; Wang and Zhang, 2019).

Il existe de nombreuses fagons par lesquelles les voies apoptotiques extrinseque et
intrinséque peuvent étre altérées. lls comprennent : une fonction altérée de systéme protéine
53 (p53), une fonction réduite des caspases, les mutations du géne Fas, une expression
aberrante des composants cytosoliques de la voie apoptotique médiée par Fas, une
surexpression de la protéine anti-apoptotique c-Flip, recrutée au niveau du DISC, qui empéche
l'auto-activation de la pro-caspase 8, une régulation négative d'une ou plusieurs protéines pro-
apoptotiques, une expression réduite du composant de base de l'apoptosome, Apaf-1 et un

niveau élevé d'expression des IAPs (figure 1.5) (Pistritto et al., 2016).

Déseéquilibre
des membres
de la famille
Bcl-2

Expression
élevée des
protéines
1AP

Signalisation
altérée des
récepteurs
de la mort

Régulation
négative des
caspases

Fonction
altérée de
systéme p53

Figure 1.5. Les facteurs responsables de la dérégulation de I'apoptose (Pistritto et al.,

2016). Différentes fagons par lesquelles les deux voies de I'apoptose peuvent étre modifiées, entrainant une mort
cellulaire excessive ou une mort insuffisante responsable au développement de plusieurs pathologies telles que la
progression tumorale.

1.2 Fas
1.2.1 Gene Fas

Le géne Fas occupe environ 25 kb sur le chromosome 10 chez 'homme (figure 1.6). Il est
composeé de 16 introns et 15 exons (d’aprés NCBI). Le ligand Fas (FasL) est codé par le géne

FasL situé sur le chromosome humain 1 (Kiraz et al., 2016).

Le géne Fas est hautement polymorphe, il existe une substitution A a G a la position 670
et une substitution G a A a la position 1377 dans la région du promoteur Fas chez certains

individus.
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Ces polymorphismes peuvent réduire I'activité du promoteur et I'expression du Fas (Yan
et al., 2019). En outre le géne Fas code pour deux isoformes majeurs le Fas membranaire
(mFas), qui est traduit a partir de 'ARNm pleine longueur contenant des domaines
intracytoplasmique, transmembranaire et extracellulaire, et le Fas soluble (sFas) dépourvue
de domaine transmembranaire résultant d’'un épissage alternatif du pré-ARNm. Le mFas
déclenche l'apoptose tandis que le sFas inhibe l'apoptose en se liant au Fas et au FasL

(Kishore Kumar et al., 2016)
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Figure 1.6. Localisation du géene Fas (d'apres NIH). Le géne Fas est localisé sur le bras long du
chromosome humain 10 en position 23,31. Ce gene code pour la protéine Fas impliquée dans la signalisation
cellulaire. Trois protéines Fas se regroupent pour former un trimére, qui interagit ensuite avec son ligand pour
remplir sa fonction de signalisation apoptotique.

1.2.2 Récepteur Fas
1.2.2.1 Définition/Structure

Le récepteur Fas, également appelé antigene apoptotique 1 (APO-1) ou cluster de
différenciation 95 (CD95), est une protéine membranaire de type | faisant partie de la famille
des récepteurs TNF (Nagata, 2018).

Ce récepteur est de 40 a 50 kDa, exprimé de maniere ubiquitaire dans le corps et qui
intervient dans l'apoptose lors de l'interaction avec son ligand de mort FasL (Legembre, 2017).
Fas a 319 acides aminés (aa) et se compose d’'un domaine intracellulaire C-terminale formant
le domaine DD de 145 aa, une région transmembranaire (TM) a 17 aa et un domaine
extracellulaire N-terminal a 157 aa, caractérisé par la présence de trois domaines riches en
cystéine (CRD) (figure 17). Le domaine CRD2 et CRD3 interagissent avec le FasL (Seyrek
and Lavrik, 2019 ; Yamada et al., 2017).

L’interaction de Fas avec FasL, qui est de nature trimérique, Fas est stimulé a former des
triméres compétents pour la signalisation, résultant en l'assemblage du complexe de
signalisation DISC (Fu et al., 2016).

La majorité du récepteur Fas se localise dans le cytosol, particulierement, dans le
complexe de Golgi et aprés un stimulus pro-apoptotique, son expression augmente sur la

membrane
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plasmique initiant le signal apoptotique. Ce mécanisme évite I'activation spontanée de Fas et

donc évite une activation inutile de la voie apoptotique (Nada, 2016).

1.2.3 Ligand Fas
1.2.3.1 Définition/Structure

Le ligand Fas (également connu sous le nhom de CD95L, FasL ou CD178) est une
glycoprotéine transmembranaire appartenant aux cytokines de la superfamille de TNF de type
2, qui active les voies de signalisation apoptotiques ou non apoptotiques lorsqu'il est lié a son
récepteur Fas. Il est exprimé a la surface des cellules NK et des LTCs activés pour induire
l'apoptose des cellules cancéreuses et des cellules infectées par un virus et il est existé sous
deux formes, une forme membranaire (mFasL) et une forme soluble (sFasL) (Stephan et al.,
2017). FasL contient un domaine extracellulaire, qui est responsable de la reconnaissance du
récepteur Fas et du CDR3, et de l'auto-association du ligand, une région transmembranaire,
gui est moins étudiée et un domaine intracellulaire responsable de l'ancrage de cette protéine
a la membrane plasmique (Glukhova et al., 2018) (figure 1.7).

A) Fas Région tfle Liaison
au ligand
[ |
t t t t tt 1t t t t
1 28 65 112 149 157 174 214 298 319
L 1 l J
Domaine extracellulaire Domaine intracellulaire

B) Fas Ligand

NH2 % Domaine de HTMH Domaine d’ancrage } COOH
reconnaissance
] |

| )
Domaine extracellulaire Domaine intracellulaire

Figure 1.7. La structure du récepteur Fas et son ligand FasL
(file:/lIC:/Users/TM161/Downloads/fas%20receptor/42-Figure9-1.png). A). Le récepteur Fas

est formé d'un domaine extracellulaire responsable de la liaison au ligand, un domaine transmembranaire et un
domaine intracellulaire contenant le domaine DD responsable de la signalisation apoptotique. B). Le ligand Fas est
composé d'un domaine extracellulaire responsable de la reconnaissance du récepteur, un domaine
transmembranaire et un domaine intracellulaire responsable de I'ancrage a la membrane.
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1.2.4 Apoptose médiée par I'interaction Fas/FasL

Lors de la liaison de Fas avec son ligand FasL, le récepteur change sa conformation et
active le complexe DISC, qui est un régulateur central de la voie de signalisation Fas induisant
a la fois des voies apoptotiques et des voies non apoptotiques comme phosphoinositide 3-
kinase (PI3K), kinase régulée par des signaux extracellulaires (ERK) et facteur nucléaire
kappa B (NF-kB) (Le Gallo and Legembre, 2017).

L'une des nombreuses activités non apoptotiques rapportées de Fas est de conduire et
de maintenir les cellules souches cancéreuses (CSC) (Qadir et al., 2020). Le complexe de
DISC se compose de la protéine adaptatrice FADD, qui interagit via son domaine DD avec un
DD analogue appartenant au Fas activé recrutant et activant les caspases pro-apoptotiques 8

ou 10 et une pseudo-caspase, a savoir cFLIP.

La caspase-8 ou -10 activée clive puis active la caspase-3, -6 et -7, qui ciblent les
substrats cellulaires exécutant finalement I'apoptose (Chang et al., 2016). La caspase-8 ou -
10 activée entraine par la suite l'apoptose soit directement par l'activation des caspases
effectrices -3, -6 ou -7 (appelée cellules de type |, par exemple, les thymocytes) soit
indirectement par I'engagement de la voie intrinséque a médiation mitochondriale (appelée

cellules de type Il, les hépatocytes et les fibroblastes).

Dans les cellules de type Il, la capase-8 ou -10 cible et clive la protéine BH3 seul, agoniste
de la mort du domaine d'interaction BH3 (Bid) pour générer une Bid tronquée (t-Bid), qui migre
vers les mitochondries ou elle active les protéines de la famille de Bcl-2 pour induire la
perméabilisation de la membrane externe mitochondriale, de sorte que cette coopération en

prise avec la voie intrinséque (O’ Reilly et al., 2016) (figure 1.8).

Le systéme Fas /FasL joue un role important dans le maintien de I'homéostasie
lymphocytaire, I'élimination des cellules infectées, la surveillance cellulaire et la protection de

'organisme contre l'auto-immunité et le développement tumoral (Fu et al., 2016).
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Figure 1.8. La voie de signalisation induite par I'interaction Fas/FasL (Yamada et al.,
2017). La liaison de Fas avec FasL favorise le recrutement de la protéine FADD et la pro-caspase 8/10 formant
le complexe DISC qui active la caspase-8/-10. Dans le type |, la caspase-8/-10 activé, active directement les
caspases effectrices qui déclenchent I'apoptose. Dans le type I, la capase-8/-10 clive Bid en t-Bid, qui migre vers
les mitochondries ou elle active des protéines de la famille de Bcl-2 (Bak, Bax) pour induire la perméabilisation de
la membrane externe mitochondriale, de sorte que cette coopération en prise avec la voie intrinseque.

1.3 Fas et processus apoptotique dans I'immunité anti-tumorale

L'élimination des cellules cancéreuses est I'un des rbles importants du systéme
immunitaire. Les deux principaux acteurs anti-tumorales sont les cellules NK et les LTCs.
Parmi les mécanismes utilisés par ces cellules pour tuer leur cible est I'expression des ligands
de la mort FasL.
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Le FasL est un deuxiéme moyen utilisé par les lymphocytes pour tuer le cancer. Il pourrait
étre utilisé de maniére proéminente lorsqu'une quantité limitée d'ag est présentée par les
cellules tumorales. Cette hypothese est cohérente avec les études antérieures montrant

gu'une faible signalisation TCR est capable d'activer un FasL (Rossin et al., 2019a).

En réponse aux antigénes tumoraux et aux cytokines sécrétées par certaines
populations de cellules NK et les cellules auxiliaires Thl dans le microenvironnement tumoral,
les cellules NK et les LTCs induisent les ligands de la mort FasL pour s’associer avec leur
récepteurs Fas présents sur les cellules tumorales, entrainant la mort cellulaire apoptotique
de ces dernieres (O’ Reilly et al., 2016) (figurel.9).

tumoral

” 2
Apoptose

Figure 1.9. Elimination des cellules cancéreuses par I'interaction Fas/FasL (Abbas et al.,

2012). En réponse au antigénes tumoraux, les cellules Nk et les LTCs vont s’activer via leurs récepteurs
reconnaissant ces antigenes et vont exprimer le FasL qui s’interagir avec son récepteur Fas exprimé a la surface
de la cellule tumorale. Cette interaction entraine la mort de la cellule tumorale par apoptose.

L'apoptose est le processus le plus largement étudié et le plus caractérisé. Elle a acquis
une grande renommeée en tant que mécanisme anticancéreux. Il est connu que dans le cancer
la cellule ne parvient pas a déclencher l'apoptose en raison de mutations dans les différentes

voies d’initiation de 'apoptose.

Si la cellule ne répond pas aux signaux externes, ce qui provoquerait normalement la
voie extrinséque ou inhiberait la prolifération, cela provoque la croissance incontrélable de la

cellule, entrainant la progression d’une tumeur. Etant donné que la résistance a l'apoptose est
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essentiellement acquise dans le développement du cancer, les thérapies anticancéreux
actuelles sont basées sur le déclenchement de l'apoptose dans les cellules cancéreuses
(Gregory, 2016).

L'altération de la voie apoptotique extrinséque est associée a un dysfonctionnement du
systeme Fas/FasL ou l'expression anormale des composants cytosoliques de cette voie
apoptotique contribuant a la résistance des cellules tumorales a l'apoptose médiée par Fas et

favorisant la progression tumorale (Pistritto et al., 2016) (figure 1.10).

Physiologiquement, le systeme Fas/FasL ont une activité antitumorale. Cependant, il joue
également un réle crucial dans la progression tumorale (Sharma et al., 2019) par l'induction
des voies non apoptotiques, en particulier NF-kB menant a la prolifération plutét qu'a
'apoptose. Cependant, les détails des voies non apoptotiques médiées par Fas restent
inconnus (Nada, 2016)

En effet, Fas ne fonctionne pas seulement comme DR et que l'inhiber plutét que de
l'activer peut-étre une option thérapeutique plus attrayante pour les patients souffrant de
cancers. lls ont récemment observé que sFasL est surexprimé dans le sérum de patientes
cancéreux favorisant la cancérogenése via l'activation de voies de signalisation non

apoptotiques (Le Gallo et al., 2017).

De plus, il a été démontré a plusieurs reprises que l'expression de FasL par des cellules
tumorales résistantes a l'apoptose pourraient contre-attaquer le systéeme immunitaire en

induisant I'apoptose des cellules immunitaires antitumorale (Rossin et al., 2019b) (figure1.10).

Récemment, ils ont testé la pertinence de ces fonctions non apoptotiques de Fas et FasL
pour les cellules cancéreuses par I'élimination de Fas ou de FasL dans de nombreuses lignées
cellulaires cancéreuses en utilisant plusieurs petits ARN interférents (SiRNA) et petit ARN en
épingle a cheveux (shRNA). Cette élimination tue les cellules cancéreuses dans un processus

appelé mort induite par I'élimination de Fas/FasL (DICE).

lIs ont postulé que le DICE est un mécanisme de défense antitumorale naturel qui
empéche la survie des cellules cancéreuses qui sont dépourvues de Fas. De plus, des
données récentes suggérent que les cellules cancéreuses ne peuvent jamais perdre Fas ou
FasL et si elles le font, elles meurent, ce qui offre la possibilité d'utiliser le ciblage des ARNm
de Fas et de FasL pour ne pas exercer leur activité pour protéger les cellules cancéreuses du

DICE de l'intérieur de la cellule et donc traiter le cancer (Peter et al., 2015).
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Figure 1.10. La résistance de la cellule tumorale a I'apoptose (Kim et al., 2006). La cellule
tumorale peut devenir résistante a I'apoptose par différentes fagons, y compris I'inhibition de I'interaction entre le
mFasL et le mFas lorsque le sFasL entre en compétition avec le mFasLpour se lier au mFas, la cellule tumorale
peut contrattaquer la cellule immunitaire par I'expression de mFasL au lieu de mFas entrainant I'apoptose de la
cellule immunitaire et I'altération des protéines intervenant dans la signalisation et la régulation de I'apoptose.

1.4 Réaction de polymérisation en chaine

La technique de la réaction de polymérisation en chaine (PCR) est connue comme l'une
des inventions les plus largement utilisées dans la recherche médicale et biologique.
Développée par Kary Mullis en 1983, pour amplifier une séquence d'ADN cible in vitro,
générant des milliers a des millions de copies de cette séquence (Wu and Wu, 2019). Il a un
large éventail d'applications dans le clonage d'ADN pour le séquencage, l'analyse
fonctionnelle des génes, lidentification des empreintes génétiqgues et le diagnostic des

maladies héréditaires et infectieuses (Wang et al., 2017).
1.4.1 Principe

Le principe de la technique de PCR est de permettre une amplification enzymatique in

vitro d’'une séquence connue d’ADN par la synthése des amorces complémentaires a cette
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séquence, délimitant la région que l'on veut amplifier et initiant la synthése de brin

complémentaire a I'aide de 'ADN polymérase (Touati, 2013).

1.4.2

Les acteurs

La technique de la PCR nécessite la présence des acteurs suivants (figure 1.11) (Zhong et al.,
2016) ; Maheaswari et al., 2016) :

143

L’ADN matrice : est une séquence d’intérét connue de 100 a 1000 paires de bases (pb)
qui doit étre amplifiée ;

Deux amorces (sens et anti-sens) pour initier la synthése d’ADN : sont des séquences
d'acide nucléique simple brin (appelées oligonucléotides) de 16 a 20 bases capables
de s'hybrider spécifiquement a 'ADN cible.

L’ADN polymérase thermostable pour catalyser la synthese d'ADN : est une enzyme
thermorésistante appelée taq polymérase extraite de la bactérie Thermus aquaticus
qui relie les nucléotides libres ensemble pour former le produit de PCR.

Les Nucléotides (dNTPs) : dGTP, dATP, dTTP, dCTP appelés désoxynucléotides
triphosphates qui sont utilisés pour synthétiser les brins d'/ADN complémentaires.
Tampon, y compris les cations bivalents (généralement Mg2+) pour optimiser l'activité

de la polymérase.

Les étapes

Tous les acteurs nécessaires a la réalisation de la PCR sont mis dans un tube a essai puis

placé dans un thermocycleur programmables automatisés (machine PCR), est utilisé pour

contrbler automatiqguement la température et le temps requise pour chaque étape de la PCR

et la détermination de la concentration optimale des composants de la réaction. Il y a trois

étapes de base dans le processus d'amplification de I'ADN (figure 1.11) (Bhat and Rao, 2020)

La dénaturation : est réalisée par chauffage de tube a 90-95°C pour séparer les deux
brins d'’ADN.

L’hybridation ou amorcgage : est réalisée en refroidissant le tube a 45-65°C (en fonction
de la température de fusion des amorces) pour permettre I'hybridation des deux

amorces avec les deux brins d'ADN.
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e Elongation : Pendant cette étape, la température est élevée dans le tube a 72°C pour
gue la Tag polymérase synthétise des brins complémentaires de la matrice d’ADN en

ajoutant des nucléotides libres a I'extrémité 3'de 'amorce.

Les trois étapes forment un cycle. En général, le cycle est répété 30 fois. Chaque partie
d'ADN nouvellement synthétisée peut agir comme un nouveau modeéle pour les cycles

suivants. A la fin de 30 cycles, plusieurs millions de copies du produit souhaité peuvent étre

formés.
A. Acteurs de PCR B. Etapes de PCR
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Figure 1.11. Latechnique de la PCR (Maheaswari et al., 2016). La réalisation d'un cycle de PCR
nécessite la présence de plusieurs acteurs (ADN matrice, amorces, dNTPs, tag polymérase et trois étapes. Une
fois tous les éléments rassemblés dans un tube a essai, I'étapel, permet de séparer les deux brins d'’ADN a
amplifier dans une température de 95°c. Dans I'étape2, le tube est refroidi a environ 55°c pour I'hybridation des
deux brins d'ADN avec les deux amorces. Etape3, permet la synthése des brins complémentaires par la Taq
polymérase dans une température de 72°c. Ce cycle est répété entre 30 et 40 fois pour obtenir une amplification
exponentielle de la séquence d’ADN cible (la durée d’'un cycle est de I'ordre de la minute). Apres n cycle de PCR,
on aura 2" copies de la séquence ciblée.
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1.4.4
1441

Choix d’amorce
Définition

Une amorce (ou "oligonucléotide" ou encore "primer") est une petite séquence d'ADN

complé

mentaire a la région de I'ADN que l'on veut amplifier, utilisée dans le processus de la

PCR dans le but d’initier le travail de la Taq polymérase et donc initiée la réplication de ADN.

Le choi

x de bonne amorce est nécessaire pour garantir la reproductibilité et I'efficacité de la

PCR (Touati, 2013).

1.4.4.2

5’

3'

Amorce

Caractéristiques de bonne amorce

La complémentarité (la spécificité) : 'amorce doit étre spécifique a la région que I'on
veut amplifier.

Eviter la complémentarité entre 'amorce sens et anti-sens.

Eviter 'auto-complémentarité dans chacune des amorces.

Les amorces devraient avoir un rapport G+C d'environ 40 & 60% : car les appariements
G-C étant plus stables que les appariements A-T.

La taille de I'amorce entre 18 et 24 pb : pour ne se lier qu'a I'endroit voulu.
Température de fusion (tm) autour de 50°C : La température d’hybridation d'amorce
dépend de sa valeur Tm qui se détermine par le calcul suivant: Tm 4(G + C) + 2(A +
T), ou A, T, G et C représentent le nombre de nucléotides correspondants dans
I'amorce. L’hybridation d'amorce peut échouer a une température trop haute que Tm,
tandis que des températures bien inférieures a Tm aboutissent & une amplification non

spécifique.

La spécificité des amorces peut étre vérifiée a l'aide de BLAST (outil de recherche

d'alignement local de base) suite du Centre national d’information sur la biotechnologie (NCBI)

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). La conception soignée des amorces est nécessaire

pour avoir des produits souhaités avec un rendement élevé (Bhat and Rao, 2020 ; Alonso et

al., 201

8).
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Dans le tableau suivant, on a montré l'utilisation de plusieurs différentes amorces du géne

Fas par les chercheurs pour détecter, étudier et identifier plusieurs résultats via l'utilisation de
la techniqgue PCR ou RT-PCR (rétrotranscriptase PCR).

Tableau 1.3. Les différentes amorces du géne Fas et leurs utilisations.

Amorce utilisée (lecture 5’ 3’) Cellule Test But a | Références
identifier
F: CTACGGTTCTGCTCTATATGC | Cellules RT-PCR | La DOI
ganglionn- rétinopathie | 10.18240/ijo
R : GTTGGAGACTTTCTCCATCA
aires de la diabétique 2019.07.05
rétine
F : GAGCTCGTCTCTGATCTCGC | Cellules de | PCR La DOI
la plaque | quantita- | discopathie | 10.3892/etm.
R : AAAGAGCTTCCCCAACTCCG
terminale tive cervicale 2017.5403
cartilagin-
euses
F: Cellules RT-PCR | Lésion DOI
myocardi- d'ischémie- | 10.26355/eur
CTGCATCATGATGGCCAATTCTG
c ques reperfusion | rev_201907_
18344
R
ATGACACTAAGTCAAGTTAAAGG
C
F : CAGACATGCTGTGGATCTGG | Cellules de | RT-PCR | La DOI
peau dermatite 10.1007/s000
R : CACAGTGTTCACAGCCAGGA
atopigue 11-017 1049-
z
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1.5 Problématique et objectifs
1.5.1 Problématique

L'apoptose est largement connu comme un type de mort cellulaire programmée ou la
cellule va se suicider en réponse a divers stimuli. Ce suicide cellulaire est important au
développement normal d’'un organisme ainsi qu’au maintien de la surveillance immunitaire.
Cependant, I'altération de processus de I'apoptose entraine le développement de nombreuses
pathologies telles que la progression tumorale. Par ailleurs, le récepteur de la mort Fas peut
déclencher I'apoptose dans les cellules tumorale lorsqu'il est activé par son ligand FasL pour

assurer 'immunité anti-tumorale.

Dans ce travail, nous essayons de concevoir des amorces spécifiques au géne Fas pour
la réalisation de PCR pour étudier le réle de ce géne dans I'apoptose des cellules tumorales

en assurant I'immunité anti-tumorale.

1.5.2 Objectif:

Concevoir soigneusement des amorces permettant d’encadrer la séquence a amplifier du
géne Fas pour garantir la reproductibilité et I'efficacité de la PCR.

1.5.3 But

Montrer que les amorces congues sont spécifiques a la séquence que 'on veut amplifier et

faciliter aux chercheures la réalisation de PCR pour mieux comprendre I'implication et le

mécanisme du gene Fas dans I'immunité anti-tumorale.
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Chapitre 2

Matériel et méthodes

2.1. Conception d’amorce

La conception des amorces optimales est l'une des étapes critiques pour une
amplification par PCR réussi. Par conséquent, une paire d’amorces mal congue peut
empécher le fonctionnement et la productivité de la réaction PCR et donc inhiber la formation
du produit souhaité (Bustin and Huggett, 2017). La conception optimale de I'amorce comprend
des critéres tels que la longueur de 'amorce, les températures de fusion, la composition de la

base, la complémentarité et les séquences 3’ (Wu et al., 2004).

2.2. Sélection des amorces

2.2.1. Lalongueur de I’'amorce

Généralement la taille optimale des amorces varie de 15 a 30 nucléotides. Des amorces
plus courtes ou plus longues qui puissent mieux correspondre a la séquence cible peuvent

diminuer la spécificité et l'efficacité de I'amplification par PCR (Rodriguez et al., 2015).
2.2.2. Températures de fusion

La Tm des amorces est un parameétre important pour effectuer des tests PCR réussies.
Habituellement, la valeur Tm des amorces est comprise entre 55 et 60°C. De plus, les valeurs
Tm des amorces sens et anti-sens doivent étre similaire (Rodriguez et al., 2015). Des tests
PCR peuvent étre effectués avec succes si la différence entre les tm des amorces ne dépasse
pas 5°C (Chuang et al., 2013).

2.2.3. La spécificité

Il est important de déterminer si une paire d'amorces s'hybride a la région cible ou si une
amorce réapparait dans la séquence matrice d'ADN ou la séquence génomique pour qu’une
expérience de PCR ne peut étre échouer. La spécificité garantit que lI'amorce concu peut
détecter une séquence spécifique pour éviter des résultats de PCR invalides (Chuang et al.,
2013).
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2.2.4. Lacomplémentarité

Les amorces doivent étre congues sans aucune homologie intra-amorce pour éviter la
formation des épingles a cheveux ou inter-amorce. L’'homologie partielle dans les régions
centrales de 'amorces sens et anti-sens peut interférer avec I'hybridation. Si ’lhomologie se
situe a l'extrémité 3' de l'une ou de l'autre amorce, entrainera la formation de diméres

d’amorce, ce qui, par compétition, empéchera la formation du produit désiré (BELAID, 2017).

2.2.5. Contenu de I'amorce GC

Idéalement les amorces doivent avoir un rapport G+C de 40% a 60% pour assurer une
dénaturation efficace pendant le cyclage thermique, ce qui conduit a une réaction plus efficace
(Green and Sambrook, 2018).

2.2.6. Laséquence al’extrémité 3’

L'inclusion d'un résidu G ou C a l'extrémité 3' des amorces est essentielle pour empécher
le désamorcage. Les résidus GC contribuent & la fixation correcte a I'extrémité 3' en raison de
leurs liaisons hydrogénes qui sont plus forte que les résidus AT. Cela contribue également a
une plus grande efficacité de la PCR (BELAID, 2017).

2.3. Laséquenced’intérét du géne Fas

La conception des bonnes amorces commence par la recherche de la séquence du géne
Fas a partir de la base de données « Ensemble » par 'accés au site « www.Ensembl.org »
(figure 2.1).
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Login/Register

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMarl | Downloads | Help& Docs | Blog &)~ Search all species
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Figure 2.1. Base de données Ensembl.

Une fois la séquence du géne Fas s’affiche au niveau de la plateforme Ensembl, on a
choisi et encadrer la séquence d'intérét qui correspond a I'exon 8 avec deux régions, une en
avant de I'exon pour déterminer 'amorce sens (forward primer) et 'autre aprés pour déterminer

lamorce anti-sens (reverse primer).

2.4. Ledesign des primers

A l'aide du logiciel Primer-BLAST de la base de données NCBI « www.Ncbi.nlm.nih.gov »,

on peut concevoir les amorces recherchées comme montré dans les figures ci-dessous.

On a sélectionné et copier la séquence d'intérét (exon 8) et la coller dans le Primer-
BLAST puis renseigner la position du nucléotide du départ et de la fin de 'amorce sens et
'amorce antisens (figure 2.2).

27


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Chapitre 2. Matériel et méthodes

Pour avoir les résultats dans une nouvelle fenétre, on a coché "show results in a new

window" en bas de la page, puis on a cliqué sur "Get primers".

N \H U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Signin to NCBI

Primer-BLAST Atool for finding specific primers

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

Resetpage Save search Retrieve recent results  Publication  Tips for finding specific primers

PCR Template
jon. gi Range

GCTATAGRATTTACGTGTTCASTTTATTACTAGGT TTAAGTTTATTTTTGTATCCACTTEATCTCTCTTGTGTGTEACTAT

o ; " From 2
TTTCCTATCTTCTTTAACTCTTGAAAT CTTAAGACAGAGTCATTCCTTATGATAT TTTTCATCCAGCCATCCARATTATA
TTAACTTGTGECAGCTT TAGATACTAAT TTAGAAATATT TGAAGGARTACGT TTBCCAGAGATECARAGATGATAAMATE | | Forward prim @ 9 Cexr

GCCCCTAATTTACH A TECCATTGAAATTATAMGGAATTATTCTGCCAGGLTTTTGAATTTCTCCTGTATTTTTTTTT 7| .
CTAGATGTGAACATGGAATCATCARGEAATGEACACTCACCAGCAACACCANGTE ARAGAGEARGGT AXTTATTTTTTTA ) f FEVETSE prim

upiod Choisir un fichier |Aucun fichier choisi

Primer Parameters
Use my own forward primer ] Cl
(5> on plus strand) v
Use my own reverse primer 9 Clear
(5»3 on minus strand) N =
Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10
Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 57 60.0 63.0 3 ]

(Tm)

f
Exon/intron selection A refseq mRNA sequence as PCR templale input is required for optiens in the section &

Exon junction span No preference v
Exon junction match Min 5'match  Min 3 match  Max 3 match

7 4 8

Minimal and maximal number of bases that must anneal to exons at the 5 or 3' side of the junction &
Intron inclusion Primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA &
Intron length range Min Max

1000 1000000 | &

Figure 2.2. Mise en place de la séquence d’intérét par le Primer-BLAST.

2.5. Les critéres d’'une bonne amorce

Pour concevoir une amorce, elle doit étre répond aux critéres suivants :

e Choisir le couple d'amorces qui donne le moins de produits aspécifiques, afin
d'amplifier que le produit étudié.

e L’amorce spécifique doit contenir moins de 1000 pb, car lors d'une PCR il est moins
probable d'amplifier une séquence supérieure a 1000 pb.

e Les produits aspécifiques de I'amorce sélectionnée doivent étre toute supérieurs a
1000 pb.

e Les températures d'hybridation de 'amorce sens et anti-sens doivent étre les plus
proches possibles, car la température d'hybridation lors d'une PCR est programmée
en une seule température.

o Lateneur en GC doit étre proche de 40%
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Chapitre 3

Résultats

3.1. Résultats de la conception des amorces

A la fin de ce processus les résultats apparaissent sous forme d’'un tableau résumant les

caractéristigues des deux oligonucléotides, puis le produit spécifique, en dessous, avec sa

taille et ensuite tous les produits aspécifiques avec leur taille en paire de bases (figure 3.1).

Primer pair 9

Sequence (5'>3) Template strand Length |  Start
Forward primer ATACGTTTGCCAGAGATGCAA Plus 21 209
Reverse primer ACAAGCAATTAGGCCGAGGA Minus 20 1023

Product length

815
Products on potentially unintenteg templates

=NC_000010.11 Homo sapiens chromosome 10, GRCh38.p12 Primary Assembly

product lengtl
Features associated with this product:
tumer necrosis factor receptor superfamily member 6 isofo...

tumor necrosis factor receptor superfamily member 6 isofo...

ATACGTTTGLCAGAGATGCAA 21
.. Boeledis

Forward primer 1
Template 39810419

Reverse primer 1 ACAAGCAATTAGGCCGAGEA 20
Template 89011233 89011214

=NC_000023.11 Homo sapiens chromosome X, GRCh38.p12 Primary Assembly

product lengt!

Features flanking Tnis product:
352638 bp 8t 5' side: zinc finger X-linked protein ZXDA
5983866 bp at 3' si dlin-

ACAAGCAATTAGCCCGAGEA 28
....... GC.ovuvin... 5B2669B4

Reverse primer 1
Template 58267003

ACAAGCAATTAGGCCGAGGA 28
....... GCG.........G 38263876

Reverse primer 1
Template 58263857

Stop Self complementarity Self 3' complementarity
29 5629 4286 400 200
1004 5938 5000 400 0.00

Figure 3.1. Résultats du Primer-BLAST concernant I'exon 8 du géne Fas.

3.2. Interprétation des résultats

Dans ce travail, nous avons utilisé le site Ensembl pour concevoir des amorces

spécifiques de la séquence a amplifier, 'exon 8 du géne Fas, cette plateforme nous a montrer

gue le géne Fas est composé de 16 introns et 15 exons, dans notre travail on s’est intéressé

a l'exon 8.
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Grace a l'utilisation du logiciel Primer-BLAST nous avons obtenu un couple d'amorce
spécifique a la séquence d’'intérét (exon 8) qui permet d’obtenir un résultat de séquencage
satisfaisant, qui est la paire 9 parmiles 10 paires d’amorces obtenus en raison de son respect

des conditions signalées précédemment et décrites dans le tableau suivant :

Tableau 3.1. La comparaison entre les critéres d’'une bonne amorce et notre amorce.

Les criteres Taux optimale Notre amorce

Longueur 15 a 30 nucléotides Amorce sens 21 nucléotides

Amorces anti-sens 20 nucléotides

Température de fusion 55°C et 60°C Amorces sens (58.29°C)
Amorces anti-sens (59.38°C)

Teneur en CG 40% a 60% Amorces sens (42.86%)

Amorces anti-sens (50%)

Produit spécifique Inférieur a 1000 pb 815 pb

Produits aspécifiques Supérieur a 1000 pb Tous plus de 1000 pb

3.3. Confirmation des résultats

Pour la confirmation des résultats, nous avons soumis les séquences des amorces a une

analyse de confirmation qui se fait par le site « https://genome.ucsc.edu/ » qui est un autre

programme d’optimisations des amorces congues (figure 3.2).

Les résultats de cette confirmation nous ont donné la localisation de notre produit dans
le chromosome 10, ce qui confirme que les amorces qui nous avons congues sont fiables et

spécifiques.

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

UCSC In-Silico PCR

89011233 B15hp ATACGTTTGCCAGAGATGCAA ACAAGCAATTAGGLCGAGGA
‘lagatgaataaaatggeccctaatttacas
agtgccattgaaaattataaaggaattatictgecaggetittgaatitc
tectgtattittttttctagatptgaacatggaatcatcaaggaatgeac
actcaccagcaacaccaagtgcasagaggaaggtasttatttitttacgg
ttatattctccttteccccaaccecatggaaagatgtgaagaaaaaccas
tcactcttgattactagasagtccttiatttaatcttasagattgettat
tttcatatassatgtccaatgticcaacctacaggatccagatctaactt
geggtggctttgtcticttctittgocaaticcactaattgtttgggeta
agttctigctitgttcaaactgeagatigaaataacttgggaagtagtic
acaaagattigccteaticttacctataasaagctaccactitggtagat
ttatgtattgttaatitctigococtgaatgagocttgagagetgacty
ataagaacaaatgaasttaticctcagctagtttctgagcaacagttttyg
gegcatigagtggtattcteatocttcctatgaacaggtgtictotgrag
cagragaatiggecasaaatcagaageaaticticactattcatigagat
ctecctatgcasasagagascacaagasgiasaggrattcccaggaaaca
cattgeagggaacactttasaaacttgtacttcactgoctoctetTCCTC
GGCCTAATTGCTTGT

Figure 3.2. Confirmation des résultats par In-Silico PCR.
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Chapitre 4

Conclusions

L'apoptose est un processus actif, contrlé génétiqguement, qui peut étre déclenché par
le systéeme Fas/FasL, qui est le systéeme extracellulaire le mieux caractérisé déclenchant de
l'apoptose. La signalisation via Fas joue un réle distinct dans le systéme immunitaire, ou elle

contribue a la régulation de la réponse anti-tumorale.

Puisque le cancer est devenu l'une des principales causes de décés dans le monde avec
une prévalence de >10 millions de décés par an et puisque Fas a un réle important dans la
défense de l'organisme contre le cancer via I'élimination des cellules cancéreuses, les
chercheurs utilisent la techniqgue PCR pour mieux comprendre I'implication et le mécanisme
de du géne Fas dans le déclenchement de l'apoptose dans les cellules tumorales afin

d’assurer I'immunité anti-tumorale et confirmer son effet.

Dans une analyse biologique moléculaire qui comprend des tests PCR ou RT-PCR, la
premiéere étape essentielle est la conception des amorces spécifiques. Le choix de bonne
amorce pour une séquence cible est assuré a 'aide des logiciels bioinformatiques notamment
le logiciel Primer-BLAST, qui permet d’avoir le produit souhaité. Basé sur ce principe, I'étude
moléculaire au niveau du géne Fas consiste a bien concevoir des amorces pour amplifier la
séquence d'intérét, pour que les chercheurs puissent les utiliser aux fins mentionnées ci-

dessus.
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