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Résumé

Introduction : Les macrophages sont des cellules essentielles du systeme immunitaire. lls
ont un réle important au cours de plusieurs pathologies telles que le cancer et 'allergie. Les
macrophages impliqués dans la réponse anti tumorale sont des macrophages associés aux
tumeurs (TAM) et peuvent participer a la phagocytose des cellules cancéreuses
(métastatiques). L’arginase, enzyme exprimé par les macrophages, catalyse la réaction de
conversion la L-arginine en L-ornithine et en urée. L’étude de I'expression de cette enzyme

au cours des pathologies permet de faciliter la caractérisation de ces cellules.

Objectif : Concevoir des amorces du géne Argl exprimé par le macrophage M2 au cours

des réactions allergiques et le cancer.

Matériel et méthodes : La conception de bonnes amorces passe par plusieurs étapes.
D’abord, la séquence du géne Argl a été prise a partir du site ENSMBL. Ensuite, A travers le
centre national de l'information biotechnologique (NCBI) et par l'utilisation de I'outil Primer
blaste, les amorces spécifiques au géne Argl ont été congues. Enfin, la paire d’amorces

choisie et qui répond aux critéres de choix de bonnes amorces a été vérifié par in silico-PCR

Résultats : Parmi les 10 paires d’amorces spécifiques du géne Arginasel obtenues, nous

avons choisi la huitiéme paire d’amorces car elle répond aux critéres de bonnes amorces.

Conclusion : Concevoir une bonne amorce aide a réussir la technigue PCR, et donc
I'amplification correcte du géne ARG-1 et I'étude de son rble sur le cancer et les réactions

allergiques.

Mots clés : Macrophage, allergie, cancer, Arginase-1, amorces.
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Abstract

Introduction: Macrophages are essential cells of the immune system. They play an
important role in several pathologies such as cancer and allergy. The macrophages involved
in the anti-tumor response are tumor-associated macrophages (TAM), and they can
participate in the phagocytosis of (metastatic) cancer cells. Arginase, an enzyme expressed
by macrophages, catalyzes the reaction of conversion of L-arginine to L-ornithine and urea.
The study of the expression of this enzyme during pathologies makes it possible to facilitate
the characterization of these cells.

Objective: To design primers for the Argl gene expressed by the M2 macrophage during

allergic reactions and cancer.

Materials and methods: The design of good primers goes through several steps. First, the
sequence of the Argl gene was taken from the ENSMBL site. Then, using the National
Center for Biotechnology Information (NCBI) and Primer blast tool, primers specific to the
Argl gene were designed. Finally, the pair of primers chosen and which meets the criteria for

choosing good primers was verified by in silico-PCR

Results: Among the 10 pairs of primers specific for the Arginase 1 gene obtained, we chose

the eighth pair of primers because it responds to the criteria of good primers.

Conclusion: Designing a good primer helps to achieve the PCR technique, and therefore
the correct amplification of the ARG-1 gene and the study of its effect on cancer and allergic

reactions.

Keywords: Macrophage, allergy, cancer, Arginase-1, primers.
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Introduction

Introduction

Les macrophages sont des composants essentiels de I'immunité innée et jouent
un role central dans les réactions inflammatoires (Gordon & Martinez 2010). Ces
cellules interviennent dans la défense de I'h6te contre plusieurs pathologies,
notamment le cancer (Biswas & Mantovani 2012). L’environnement cytokinique peut
orienter les macrophages, soit vers un profile pro inflammatoire (M1) ou vers un

profile anti inflammatoire (M2)(Biswas et al. 2012a).

Le cancer est une pathologie qui se caractérise par une prolifération cellulaire
anormale. Les cellules tumorales s’échappent au contréle du systéme immunitaire en
se fondant dans les tissus environnants. Dans ce sens, il existe une relation
dynamique et stable entre les macrophages et les cellules tumorales, qui change en
fonction du changement des conditions (Vannini et al. 2015).

Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) sont des fournisseurs
essentiels d'inflammation liée au cancer (Belgiovine et al. 2016). lls ont plusieurs
fonctions pro-tumorales, comme ils sont une source majeure des cytokines comme
I'interleukine-6 (IL-6) et les facteurs de croissance tels que le facteur de croissance
épidermique (EGF), qui interviennent dans la prolifération et la survie des cellules
cancéreuses (Balkwill 2006; Mantovani et al. 2010). De plus, les macrophages
peuvent potentiellement tuer les cellules tumorales s'ils sont correctement stimulés
(IFN-Y) (Sica & Mantovani 2012). lIs jouent donc un réle dans I'échec ou le succés

des thérapies anti tumoraux (Belgiovine et al. 2016).

L'allergie se définie comme une réaction d'hypersensibilité causée par des
mécanismes immunologiques éprouvés (Tanno et al. 2016). Cette pathologie est
induite par les cellules T helper 2 (Th2) et leurs produits et est associée a la
polarisation des macrophages vers un profile M2 (Melgert et al. 2011). Les IL-4 et
les chimiokines inductibles agissant sur le récepteur de chimiokine C-C type4
(CCR4) (par exemple, CCL22) peuvent favoriser l'asymétrie de la fonction des
macrophages (Trujillo et al. 2008).

L'arginase est une métalloenzyme de manganése binucléaire qui catalyse
I'nydrolyse de la L-arginine en L-ornithine et en urée (Durante et al. 2007). Le cycle
de l'urée donne une protection contre I'exces d'ammoniac, tandis que la L-ornithine
est nécessaire a la formation du collageéne, a la prolifération cellulaire et a d'autres
fonctions physiologiques (Caldwell et al. 2018a). L’étude de I'expression de cette

enzyme au cours du cancer permet de faciliter la caractérisation des macrophages et
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d’ouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques tout en testant de nouvelles molécules

anticancéreuses.

Dans cette d’ordre d’idée, ce travail a pour objectif de concevoir des amorces
du gene Argl exprimé par le macrophage M2 au cours de réactions allergiques et le

cancer.



Chapitre 1. Revue de la littérature

1 Macrophage
1.1 Définition

Les macrophages ont été identifiées pour la premiére fois comme des cellules
phagocytaires par Elie Metchnikoff. Ce sont des cellules qui ont une capacité destructive des
agents pathogénes chez les invertébrés et les vertébrés (Liu et al. 2014). Ces cellules sont les
plus plastiques du systéme hématopoiétique, se résident dans tous les tissus et présentent une
grande diversité fonctionnelle (Wynn et al. 2013). lls ont plusieurs réles dans 'immunité innée et
adaptatives tels que la présentation antigéniques par les molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité (CMH) et la production des cytokines, telles que les interleukines (IL-6, IL-1)

et le facteur de nécrose tumorale (TNF-a)... (Sica et al. 2015).

Les macrophages sont des populations hétérogenes, leurs fonctions et leur phénotype

sont régulés par le microenvironnement.

1.2 Origine

Depuis plusieurs années, les chercheurs pensaient que les macrophages proviennent
exclusivement de monocytes venant de la moelle osseuse. A nos jours, cette notion a été
contestée. Il a été prouvé que la majorité des macrophages résident dans les tissus proviennent
des macrophages embryonnaires (Schulz et al. 2012; Sheng et al. 2015; Epelman et al. 2014;
Hashimoto et al. 2013; Hoeffel et al. 2015). Les premiers macrophages fournis lors du
développement feetal sont d’origine du sac vitellin (Au niveau des iles sanguines ainsi que les
endothéliaux capillaires). Il y aura I'apparition des cellules progénitrices dont leur formation se
fait de maniére indépendante du maitre régulateur transcriptionel de I'hématopoiese(Mcyb)
(Kasaai et al. 2017; Sandberg et al. 2005). De plus, les progéniteurs érythro-myéloides (EMP)
indépendantes de Mcyb prennent un autre chemin plutét que se joignent la phase monocytaire
intermédiaire. Elles acquiérent directement un noyau transcriptionnel des macrophages, puis
elles deviennent des pré macrophages avant qu'elles se différentient en macrophages qui
résident les tissus (Mass et al. 2016). La connexion entre le systéme vasculaire du sac vitellin et
le systéme vasculaire embryonnaire permet la migration de ces macrophages dans tout
I'embryon ainsi que sa pénétration dans les tissus comme le foie et le cerveau (Kierdorf et al.
2013). En outre, ces cellules tissulaires ont une capacité d'auto-régénération pour donner de
nouvelles cellules capables de participer aux différents processus de défense de l'organisme
(Hashimoto et al. 2013).
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1.3 Phénotype

Depuis 1905, des recherches sur l'orientation et la classification des sous populations
des macrophages, ainsi que les divers facteurs (cellules T helper 1et 2 (TH1, Th2) et les cytokines
et chimiokines) qui interviennent dans ce processus ont été décrites (Figure 1.1).

L'activation
alternative des
macrophages.
Découverte de
macrophage Le concept de M2 comrpe
Aprés une résistance a Les principales cellules état a été souleve ce quia
linfection, les cellules spécifiques des antigénes Découverte RO contribué a une nouvelle
mononucléaires responsables de TH1 et TH2. receptor classification de
phagocytaire étaient plus I'activation microbicide des (MRC1). l'activation des
aptes a tuer les bactéries. macrophages. macrophages.
|
u 1905 L-l 1964 - 1973 1983 1989 1990 L—I 1992 2008 LJ 2010 »
— — V
Les mécanismes de destruction Le facteur clé de L'inhibition ‘Burst respiratoire * Proposition de spectre des
des bactéries des macrophages I'activation des et la diminution dans la états d'activation des
ont été progressivement macrophages réponse immunitaire médiée macrophages.
réveéles. antimicrobiens pariL-4 et 13 visa vis la
c'est IFN-Y. production de IL-1B.

Figure 1.1. Chronologie: progrés dans la recherche sur la polarisation des macrophages (Liu

et al. 2014). TH1 : cellule T helper 1, TH2 : cellule T helper 2, MRC1 : Mannose Receptor c-type 1, M2 :
macrophages alternatifs IFN-Y : interféron gamma, IL-1p : interleukine 1 beta, IL-4 : interleukine 4 , IL-13 : interleukine
13.

La polarisation des macrophages indique comment ces cellules sont activées a un point
particulier de l'espace et du temps. Elle n'est pas fixe, parce que les macrophages sont
suffisamment plastiques pour incorporer plusieurs signaux comme les tissus endommagés et
'environnement normal des tissus et aussi les microbes. Il existe trois voies importantes pour
contrdler la polarisation. Les voies de survie cellulaire et épigénétique, le microenvironnement
tissulaire et les facteurs extrinseques comme les cytokines produites au cours de l'inflammation
(Murray 2017). Par conséguent, nombreuses sous populations de macrophages ont été décrites
chez la souris et 'lhomme sur la base de leurs marqueurs membranaires, la production des

facteurs spécifiques et les activités biologiques. Il s’agit des macrophages classiquement activés
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(pro-inflammatoire) M1 et des macrophages alternativement activés (anti-inflammatoire) M2
(Biswas et al. 2012a; Sica et al. 2015; Locati et al. 2013; Murray 2017)(Figurel.2)

\
\3croph m/‘

- —— =

L ~ ’ -
o 4, #1FN-g
Anti4nflammatoire “‘ v ‘3'} <\LPSQ .: Pro-inflammatolre

o Gmim wmmm) @

IL-10, Arginase 1, TGF m{
VEGE

TNF-a, INOS, IL-1,1L_6, |
IL-12, IL-23, IFN-g

LCactivation du M2 est associée a
limmunorégulation au dépdt matriciel, ay
remondelage et a l'acceptation de greft

linflammation, la résistance tumorale
et le rejet de greffe

’ Lactivation M1 est associée a l

Figure 1.2. Polarisation des macrophages en M1 et M2 (Lee 2019). TH1 : Cellule T helper 1, TH2 :
Cellule T helper 2, M1 :Macrophage classiques pro-inflammatoires actives, M2 :Macrophage alternatifs anti-
inflammatoires actives, IFN-Y :Interféron gamma, LPS :Les lipopolysacharide, IL-1 :Interleukinel, IL- IL-4 : Interleukine
4, 1L-6 : Interleukine®6, IL-10 :Interleukine 10, IL-12 :Interleukine 12, IL-13 :Interleukine 13, IL-23 :Interleukine 23, TNF-
a :Facteur de nécrose tumoral alpha, iINOS :Nitric oxide synthase inductible, TFG-B :facteur de croissance
transformant beta, VEGF : facteur de croissance de endothéliumvasculaire.

1.3.1 Macrophages M1

Les macrophages se polarisent vers un profil pro-inflammatoire M1 impliqué dans la
réponse Th1 sous l'effet de différentes cytokines telles que le facteur de la nécrose tumorale (TNF-
a), l'interféron-alpha (IFN-a), les lipopolysacharides (LPS) et des facteurs de croissance comme
GM-CSF. Cette sous population produit et sécréte intensément plusieurs molécules comme le
TNF-a, des interleukines comme IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12 et IL-23, des chiomiokines comme
cyclooxygénase-2 (COX-2) et faiblement I'lL-10 (Bashir et al. 2016; Biswas et al. 2012b; Cassetta
et al. 2011). Les M1 sont des cellules protectrices contre les bactéries intracellulaires dans le cas
des infections aigues et aussi contre les virus. De plus, ils jouent un réle crucial dans la
neutralisation des agents pathogénes, l'inhibition du développement des cellules cancéreuses et

la réparation des |ésions tissulaires et la cicatrisation (Tableaul.1) (Lee 2019).
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1.3.2 Macrophage M2

Les macrophages M2 sont définis par l'expression des protéines et les genes de
transcription de plusieurs marqueurs exprimés a sa surface, notamment les enzymes, les
facteurs de croissance, les hormones, les récepteurs et les cytokines (R&szer 2015). Les
macrophages se polarisent vers un profil M2 sous I'effet de différentes molécules secrétées par
les cellules Th2 telles que I'lL-4 et I'lL-13 via l'activation de transducteur de signal et I'activateur
de la transcription 6 (STAT6). De plus, il existe d'autres cytokines qui permettent la polarisation
vers le profil M2 comme I'lL-10 via I'activation de transducteur de signal et l'activateur de la
transcription 3 (STAT3) (Porta et al. 2015; Wang et al. 2014). L’IL- 33 est I'une des cytokines de
la famille de I'lL-1 associée aux Th2 permet la polarisation en M2. Cette polarisation induite par
I'lL-33 est caractérisée par une expression élevée de I'arginase 1 (ARG1),C-C Motif Chemokine
Ligand 17 (CCL17) et C-C Motif Chemokine Ligand 24 (CCL24) qui participent aux infections
respiratoires et aux éosinophilies pulmonaires (Kurowska-Stolarska et al. 2009). Ces cellules se
caractérisent par une production accrue de I'lL-10 et du facteur de croissance transformant beta
(TGF-B) avec une faible production de I'lL-12. Fonctionnellement, les macrophages M2 jouent un
réle important dans la phagocytose et la récupération des débris et des cellules mortes. De plus,
ils possedent des propriétés pro-fibrotique et pro-angiogénique. lls participent également dans la
réparation tissulaire et la cicatrisation des plaies (Braga et al. 2015; Kurowska-Stolarska et al.
2009).

Sous l'effet de divers stimuli, les M2 peuvent étre divisés en quatre sous-groupes, M2a,
M2b, M2c, M2d (Tableaul.l) (Martinez et al. 2013; Chistiakov et al. 2015).
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Tableau 1.1. Différentes propriétés biologiques et physiologiques des sous populations des

macrophages (Shapouri-Moghaddam et al. 2018).

Classes des Cytokines au! Cytokines, chimiokines et .
permettent La L s Rbles
Macrophages . autres médiateurs sécrétés
polarisation
IL-6, IL-12, IL- 23, IL-27, IL-| Réponse Thl pro-
1B, TNF-a, CXCL9, CXCL10, | inflammatoire,
M1 LPS, IFN-y, TNFa CXCL11, CXCL16, CCLS,| activités
iINOS (Souris) Arg-2 (Souris), | antimicrobiens et anti-
ROS tumorales
TGF-B IL-10 CCL17,| Anti-inflammatoire et
M2 - - ) i) 1 ) .
a IL-4,1L-13 CCL18, CCL22, CCL24 Remodelage tissulaire
M2b IL-18, ligand TLR,|IL-1B, IL-6, IL-10, TNF-q, | Activation Th2 et
complexe immunitaire | CCL1 I'lmmunorégulation
TGF-B, IL-10, CCL16, | Phagocytose des
M2 - - .
¢ TGF-B, IL-10 CCL18, CXCL13 cellules apoptotiques
Ligand du récepteur Activité
L . IL-10, VEGF S
M2d de l'adénosine, ligand Proongiogénique,
TLR progression tumorale

1.4 Macrophage et pathologies
1.4.1 Macrophage et cancer

Le cancer est I'une des causes majeures de mortalité dans le monde. D’aprés les
estimations GLOBOCAN 2018 de l'incidence et de la mortalité du cancer produites par le Centre
international de recherches, les scientifiques pensent qu’il y a eu 9,6 millions de déceés liés au
cancer et 18,1 millions de nouveaux cas en 2018 (Bray et al. 2018). Le cancer est une
pathologie qui se caractérise par une transformation et une prolifération excessive de cellules
normales de l'organisme. Les cellules tumorales ainsi formées ont la capacité d’échappement

aux réponses immunitaires du I'organisme (Nabi & Le 2018).

L’immunité innée médiée par les macrophages constitue la premiére réponse qui intervient
dans la réponse anti-tumorale (Mantovani et al. 2017). Les macrophages M1 sont des cellules
capables de produire de grandes quantités de cytokines inflammatoires qui induisent
linflammation, expriment des niveaux élevés de molécules du CMH et sont impliquées dans la
destruction des agents pathogénes et des cellules cancéreuses. De plus, ces cellules stimulent
les réponses anti-tumorales par la sécrétion de TNF-a, I'lFN-y et I'lL-12 (Dhabekar et al. 2011).

En revanche, ils suppriment la réponse immunitaire suite a la sécrétion de I'lL-10 ou le TGF-B et
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stimulent la croissance tumorale et I'angiogenése par la libération d'lL-23, IL-17, des facteurs de
croissance vasculaire endothéliale (VEGF) et des facteurs de croissance des fibroblastes (FGF)
(Dhabekar et al. 2011).

Les macrophages intervenants dans la réponse antitumorale sont appelés Macrophages
Associe au Tumeur (TAM), dont ils proviennent de la différenciation des monocytes attirés par
les facteurs tumoraux. Ces cellules peuvent se différencier en fonction du stade de progression
et du type de la tumeur, ainsi que son emplacement dans les tissus tumoraux. Ces sous
population sont situées dans divers niveaux du microenvironnement tumoral (Figure 1.3) (Li et
al. 2010; Gabrilovich et al. 2012).

Les TAM ont une large gamme de fonction anti-tumorale. lls peuvent contribuer dans la
phagocytose des cellules tumorale (métastatiques), la production de facteurs cytotoxiques et la
participation a I'immuno-édition du cancer (O’Sullivan et al. 2012; Qian & Pollard 2010). On
outre, ces macrophages ont également plusieurs fonctions pro-tumorales. lls produisent des
facteurs qui participent dans I'angiogenése, la suppression immunitaire, la croissance tumorale

et le remodelage des tissus (Sica & Bronte 2007; Sica et al. 2008).

cellules T
polarisées,
cellules T
reg

I Les cellules tumorales et les cellules stromales |

M-CSF IL-10
M-.CSF
VEGE VEGF TGF-g

m Différentiation

—

prolifération progression et
des cellules IL-1,IL-6,TNF IL-1,IL-6 métastases
tumorales (&

Polyamines , NO Chimiokines

Chimiokines ,

IL10,TFGB VEGF , FGF2

,chimiokine,
PG
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Figure 1.3. Les fonctions et les produits des macrophages (Dhabekar et al. 2011). NO: oxyde

nitrique, TGF-B: facteur de croissance transformant beta, M-csf, VEGF : facteur de croissance de endothélium

vasculaire, FGF2 : facteur de croissance des fibroblastes, TNF: facteur de nécrose tumoral.
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D’une autre part, Les macrophages sous épithéliaux activés peuvent induire des
mutations génétiques au niveau des cellules épithéliales voisines, en produisant des espéces
réactives d'oxygéne et d’azote qui endommagent 'ADN (Meira et al. 2008). Cependant, si la
réparation de 'ADN échoue et ces mutations s'accumulent et s'installent, des tumeurs peuvent
se développer et conduire a la formation d'une nouvelle vague des facteurs dérivés de tumeur
(TDF), y compris macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) et C-C Motif Chemokine Ligand
2(CCL2), ce qui conduit au recrutement des monocytes/macrophages (Richards et al. 2013). Les
cellules ainsi recrutes se différencient en sous-populations des macrophages, contrairement a
celles de l'environnement inflammatoire aigu, qui soutiennent la reconstruction tissulaire et
favorisent la croissance tumorale. Ce changement dans I'état de polarisation des M1 et M2 joue
un réle crucial dans I'activité pro- et anti-tumorale des TAM (Tan et al. 2012). Les macrophages

participent donc dans I'échec ou le succes des thérapies anti tumoraux (Belgiovine et al. 2016).

1.4.2 Macrophage et allergie

Selon 'OMS, Les allergies représentent la quatrieme cause de maladie au monde, aprés
le cancer, les maladies cardio-vasculaires et le SIDA. Il s’agit d'un déréglement du systéeme
immunitaire contre des substances portant inoffensives pour I'organisme qui sont des allergénes
(Tanno et al. 2016). Suite a une exposition aux allergénes, les cellules épithéliales pulmonaires,
ainsi que les cellules immunitaires s’activent et libérent différentes cytokines. Ces cytokines
assurent le passage des monocytes sanguins vers les tissus pulmonaires et la polarisation des
macrophages vers un profile M2 (Saradna et al. 2018; Nabe et al. 2015).Les cellules M2a
sécrétent d'IL-13 et plusieurs chimiokines telles que CCL-17, CCL-18, CCL-22 et CCL-24. Ces
cytokines participent a I'activation des cellules Th2 et favorisent l'infiltration d'éosinophiles dans les
poumons (Byers & Holtzman 2011; Siddiqui et al. 2013). Cependant, les cellules M2c sont
caractérisées par une forte expression d'IL-10 et une faible expression de nuclear factor-kappa B
(NFxB) et de molécules co-stimulantrices (cluster de différenciations CD86, CD40) (Lu et al.
2013).

Enfin, plusieurs études ont prouvé la participation directe des macrophages (M2) dans
les réponses allergiques (Girodet et al. 2016). D’autres preuves indiquent que les voies M2

dépendantes de la chitine et de I'arginase jouent un rble actif dans l'allergie (Reese et al. 2007).
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2 Arginase
2.1 Définition

L’arginase est une enzyme qui catalyse I'étape finale du cycle de l'urée afin d’éliminer
I'ammoniac toxique en transformant la I- arginine en | -ornithine et urée (Caldwell et al. 2018a). I
existe deux génes qui codent pour I'arginase : arginase1 (ARG1) et arginase?2 (ARG2). Cette
enzyme est sécrétée par les cellules hépatiques, les érythrocytes et les glandes salivaires.

L’absence de I'arginase ou son inactivation favorise une accumulation d’arginine (Morris 2012).

2.2 Localisation des génes

Le géne ARGL1 a un emplacement cryogénique : 6g23.2 ; cela est le bras long (q) au niveau de
séisme chromosome a la position 23.2 (Figure 1.4)(Munder et al. 2005).
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Figure 1.4. Localisation du géne ARG1 sur le chromosome 6 humain d’aprés Genetics Home
Reference.

Le géne ARG2 est situé sur le bras longe a la position 24.1 de chromosome 14 (14q24.1)
(Figure 1.5) (Yang & Ming 2014).
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Figure 1.5. Localisation du gene ARG2 sur le chromosome 14 humain (d’aprés Genetics Home
Reference).
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2.2.1 Isoformes d’arginase

La plupart des bactéries, des levures, des plantes et les invertébrés ne contiennent
gu'une seule forme d'arginase au niveau mitochondrial. Les invertébrés et des autres animaux
possédent la deuxieme isoforme localisée dans le cytosol. L’isoforme ARG-1 (cytologique) se
trouve principalement dans le foie, tandis que I'isoforme ARG-2 (mitochondriale) s’exprime dans
différent tissus comme lintestin gréle, la prostate, et les reins (Caldwell et al. 2015). Chez les
mammiferes, y compris ’homme, les deux isoformes existent, I'une posséde 322 acides aminés
(ARG1) et l'autre est composée de 354 acides aminés (ARG2). Enfin, ces isoformes ont des
fonctions enzymatiques identiques avec 100% d’homologie et partagent plus de 50% de mémes
résidus d’acide aminés (Vlad & Albu 2019).

2.2.2 Structure

Les deux isoformes de I'arginase ont une structure qui contient un site actif et trois sous-
unités identiques. Chacune de ces sous-unités a une feuille B paralléle de huit brins entourés de

plusieurs hélice a (Figure 1.6)(Caldwell et al. 2018b).

Figure 1.6. Structure cristalline de I'arginase 1 humaine (Di Costanzo et al. 2005).
2.3 Action de l’arginase

L’arginase est I'une des enzymes qui appartiennent a la famille d’'uréohydrolases. Au
niveau du foie, cette enzyme catalyse la derniére étape du cycle de l'urée. Elle convertit la I-
arginine en ornitine et urée. A travers I'activation de l'ornithose carambola-transférase et la
carambola phosphate synthase-1, I'arginase convertit I'ornithine et 'ammoniac en L-citruline. Ce
dernier peut étre recyclé par l'argininosuccinate lyase et l'argininosuccinate synthase en

arginine. (Figure 1.7) (Narayanan et al. 2013).

11
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Figure 1.7. Le catabolisme de la L-arginine en L -ornithine/urée ou L-citrulline /NO (Caldwell
et al. 2018a). ASL : argininosuccinate lyase, ASS : argininosuccinate synthase, NOS :Nitric oxide synthase, NO
:Nitric oxide, ODC : ornithine decarboxylase, OTC : ornithine transcarbamylase

L’arginine est un acide aminé trés important dans la réponse immunitaire et impliqué
dans différentes voies métaboliques dans plusieurs organes. C’est le substrat de synthases
d’oxyde nitrique (NOS1, NOS2 et NOS3) et aussi de l'arginase (ARG1 et ARG2). C’est deux
voies (voie NOS et voie de l'arginase) permettent la formation de monoxyde d’azote (NO) et de
proline et de polyamine, respectivement (Tadié et al. 2009; Wijnands et al. 2015). Le NO est un
neurotransmetteur, tandis que la polyamine est importante dans la régénération tissulaire, le
développement neuronal et la cicatrisation des plaies. De plus, la proline est nécessaire pour la

synthése et I'organisation du collagéne en protéine fibreuse (Yang & Ming 2014).

Une hyperactivité de l'arginase peut favoriser la régénération des axones et peut
entrainer des probléemes dans les voies respiratoires et un épaississement des vaisseaux
sanguins ce qui conduit au développement de plusieurs maladies, telles que I'hypertension, le
diabéte, le vieillissement et méme la croissance des cellules tumorales (Figure 1.8) (Stréhle et al.
2016).

12
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Figure 1.8. Métabolisme de la I- arginine par iINOS et l'arginase et les conséquences

fonctionnelles dans les cellules (Yang & Ming 2014). NO :Nitric oxide ,monoxyde d’azote, iNOS :Nitric
oxide sythase inductible ODC, ornithine decarboxylase; OAT, ornithine aminotransferase.

2.4 Arginase et 'immunité

Le systéme immunitaire participe a la protection de I'héte contre divers agents
pathogénes. A travers différents mécanismes, I'héte utilise des réponses immunitaires innées et

adaptatifs pour la neutralisation de ces agents (Chaplin 2010).

L'ARG1 est généralement exprimée par le macrophage. Contrairement a I'expression
primaire dans le foie, le géne ARGL est régulé par différentes molécules stimulatrices externes
(IL-4 et 13 secrétés par Th2) (Pauleau et al. 2004). Il est en compétition avec iINOS (codée par
Nos2). Ce dernier contréle la production d'oxyde nitrique dans les macrophages ML.
L'expression de Nos2 et Argl permet la polarisation des macrophages vers un profile M1 ou M2
(Brightbill 1999; EI Kasmi et al. 2008). Il existe une relation entre la réponse TH2 et le grand
nombre de macrophage exprimant ARG1 autour et dans les granulomes. Cette isoforme
participe dans la régulation de la synthése de la proline (acide aminé important pour la formation
du collagéne). Plusieurs études indiquent que 'ARGL1 est impliquée de maniere élevée dans la

fibrose ainsi que dans la régulation de la cicatrisation (Wynn 2004; Loke et al. 2007).

De plus, le role spécifique d'Argl est encore inconnu. Des études récentes ont commencé

a découvrir la fonction de I'arginase dans I'immunité par 'utilisation de la déplétion des

13
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macrophages, l'interférence ARN et un inhibiteur de l'arginase S - (2-éthylbore) - I-cystéine
(BEC) (Anthony et al. 2006; Zhao et al. 2008).

2.4.1 Arginase et cancer

La voie d’arginine joue un role clé dans le processus de cancer. Des niveaux faibles
d’arginine permettent l'inhibition de I'activation et de la prolifération des cellules T cytotoxiques
et des cellules Natural Killer (NK). En revanche, des niveaux élevés d’arginine participent dans

I'action immunosuppressive des tumeurs (Stanczak et al. 2018).

Des études ont montré que I'’épuisement en arginine favorise une activité de 'ARG1 qui
participe dans plusieurs effets immunosuppressifs. L'expression d’ARG7 est élevée dans les
cellules suppressives dérivées de la ligne myéloide (MDSC), ce qui induit une augmentation de
nombre de lymphocytes T effecteurs et une réduction remarquable du nombre des cellules
tumorales (Miret et al. 2018). Enfin, I'arginase provoque un retard massif de la croissance de la

tumeur en induisant les mécanismes d’apoptose (Leung et al. 2019).

2.4.2 Arginase et allergies

L’arginase est une enzyme exprimée également dans les tissus non hépatiques tels que
les tissus épithéliaux des voies respiratoires. Comme nous 'avons déja mentionné, I'arginase a
une fonction régulatrice des niveaux de NO qui provient du l'oxyde nitrique synthase constitutive
(cNOS) (Maarsingh et al. 2009). Au niveau de I'épithélium des voies respiratoires, I'arginase
jouent un rble clé dans la protection des voies respiratoires. Elle inhibe I'inflammation des voies
aériennes en favorisant une bronchodilatation et permettant la sécrétion de nombreux

médiateurs par les mastocytes (Meurs et al. 2019).

L’arginase peut étre régulée a la hausse en cas d’asthme allergique par différente
cytokines libérées telles que le TGFp, I'lL-4 et I'lL-13, induisant une diminution dans la production
du NO dérivée de cNOS et 'augmentation de I'INOS causée par l'inflammation (Meurs et al.
2019). En outre, I'activité accrue de I'arginase induit une augmentation de la disponibilité de la L-
proline et de la polyamine, qui peuvent participer au remodelage des voies respiratoires en
stimulant la prolifération des cellules et 'augmentation de la production de fibrose et de collagéne
(Maarsingh et al. 2009).
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3. PCR
3.1 Principe de PCR

La PCR (polymerase chain reaction) est une technique de la biologie moléculaire, basée
sur une réaction enzymatique en laboratoire qui permet d'amplifier plusieurs séquences de
'ADN complémentaire ou génomique et de '’ARN (Uhel et al. 2019), d’'ou I'enzyme ADN
polymérase synthétise une séquence complémentaire d'ADN en utilisant deux courts fragments
d’ADN appelés amorces. Tous les produits nécessaires a I'amplification sont placés dans une
machine de PCR, appelée thermocycleur. Cette technique implique un processus d'amplification
exponentielle: une molécule d'ADN est utilisée pour produire deux copies d'un fragment
spécifique, puis quatre, puis huit, puis des millions de copies (Figure 1.9) (Clark & Pazdernik
2013)

3.2 Etapes de PCR

Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes. D’abord, La dénaturation commence par
chauffer la réaction a environ 95 °C, interrompant les liaisons hydrogene qui maintiennent les
deux brins d'ADN matrice ensemble. Puis, la réaction est réduite & environ 50° & 65° C, en
fonction des variables physicochimiques des amorces, permettant le recuit de paires de bases
complémentaires (Wittwer et al. 1997). Les amorces, qui sont ajoutées a la solution en exces, se
lient au début de l'extrémité 3' de chaque brin matrice et empéchent la ré-hybridation du brin
matrice avec lui-méme. Finalement , la réplication de I'ADN pilotée par les enzymes commence
par le réglage de la température de réaction a la valeur qui optimise l'activité¢ de I'ADN

polymérase (75° a 80° C)(Figure 1.9) (Ghannam & Varacallo 2020).
3.3 Les acteurs de la PCR

Les éléments majeurs de la PCR sont : une matrice, les bases nucléotidique libres,
'ADN polymérase et les amorces. La matrice d’ADN comprend la zone spécifique que nous
désirons amplifier (Ghannam & Varacallo 2020). L'ADN polymérase est une enzyme pour la
réplication de I'ADN, Les analogues thermostables de I'ADN polymérase |, comme la Taq
polymérase, issue d'une bactérie qui pousse dans les sources chaudes, est utilisée
actuellement grace a sa résistance aux cycles de refroidissement et de chauffage nécessaires a
la PCR. Les amorces sont de courts brins d'ADN complémentaires de I'extrémité 3' de chaque
région cible (Mullis 1990).
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Figure 1.9. Principe de la PCR (Uhel et al. 2019).

3.4 Applications de la PCR

Y

Grace a sa rapidité et sa simplicité, la PCR a trouvé de maniére vite
applications cliniques, notamment dans les maladies infectieuses (Yang & Rothman 2004).
Cette technique peut diagnostiquer les infections virales ou fongiques et les infections
bactériennes (Mycobacterium tuberculosis dans les prélévements respiratoires) (Piersimoni et

al. 1997). Enfin, la PCR a montré son intérét pour classer les cancers et prévoir la réponse au

traitement (Hoheisel 2006).
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4. Problématique

Le macrophage est l'un des principaux composants du systéme immunitaire. Il joue un
réle important dans la défense contre plusieurs maladies telles que le cancer et les allergies. Le
cancer est une maladie des génes (accumulation de mutations dans I'ADN) et l'allergie est une
réaction immunitaire a une substance spécifique généralement inoffensive telle que le pollen.
Les macrophages M2 expriment I'arginase, une enzyme qui catalyse I'hydrolyse de l'arginine en
L-ornithine et en urée. L’étude de I'expression de cette enzyme au cours du cancer et des
allergies permet de faciliter la caractérisation des macrophages et d’ouvrir de nouvelles pistes

thérapeutiques tout en testant de nouvelles molécules anticancéreuses.

Objectif : concevoir des amorces pour le géne Argl exprimé par le macrophage M2 au cours du

cancer et I'allergie.

But : 'implication du gene Argl exprimé par le macrophage dans l'immunité anti tumorale et au

cours de l'allergie.
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Chapitre 2. Matériel et méthodes

2.1. Conception des amorces
La conception de bonnes amorces est une étape importante pour la réussite de la PCR.
Plusieurs critéeres doivent étre pris en considération au cours de la conception des amorces pour
la PCR. Ces critéres sont les suivants:
e Lateneuren GC
Pour qu’une séquence d'amorce soit choisie, des bases poly C et poly G ne doivent pas
étre présents (BELAID 2017). De plus, le pourcentage optimal en GC dans I'amorce doit étre
compris entre 40 et 60 (Lorenz 2012).
e Laspécificité
La spécificité de la séquence dépend au moins partiellement de la longueur de I'apprét. De
toute évidence, il existe de nombreux oligonucléotides uniques a 24 paires de bases qu’a 15
paires de bases (BELAID 2017).
e Lataille de 'amorce
Lors d’'une technique PCR et pour un meilleur résultat, la taille idéale de 'amorce doit
étre comprise de 15 a 30 bases (Lorenz 2012). De plus, la différence entre les deux amorces
sens et anti-sens ne doit pas dépasser 3 nucléotides (Wu et al. 2004).
e Lacomplémentarité
Une amorce a brin sens et une amorce a brin anti-sens ne doivent pas étre
complémentaires l'une de l'autre, et l'extrémité 3' d'une seule amorce ne peut pas étre
complémentaires a autres séquences de I'amorce parce que ceci peut entrainer la formation des

structures de boucles en épingle a cheveux et des dimeres d'amorce (Lorenz 2012).

e Températures de fusion (Tf)
La température de fusion (Tf) dépend de la longueur des amorces (Rychlik 1995). Elle
varie entre 52 et 58 °C. la différence de (Tf) finale entre les deux amorces ne doit pas dépasser
5 °C (Lorenz 2012).

e Laséquence a I’extrémité 3’

Le positionnement terminal 3’ dans les amorces s'est avéré nécessaire pour empécher

une mauvaise préparation (BELAID 2017). La fin des amorces 3' doit contenir une base C ou G
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afin de resserrer I'amorce, d'empécher la complémentarité des extrémités et d'augmenter

I'efficacité des amorces(Lorenz 2012).

2.2. Séquence du géne Arg 1
La séquence du géne Argl a été prise a partir de la base de données « ENSEMBL » a

partir du site « www.ensembl.org » (Fig 2.1 et Fig 2.2). Ce géne contient 12 exons, nous avons

choisi I'exon 5.

Login/Register

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

1 Human (GRCh38.p13) v

Gene-based displays

= Summary Gene: ARG1 ensGooooot18520
Description arginase 1 [Source'HGNC Symbol.AccHGNC 56341
Location 84 332 forward strand

8:.CM000668.2

About this gene

25 orthologues, 2 paralogues, is a member of 1 Ensembi protein famddy and s associated

Transcripts

Name Biotype ccos UniProt  RefSeq Match Flags
ARG1-202 ENSTO0000356962.2 | Protein coding DCDSSAM38@ POS089 & . TSL1  GENCODE basic
ARG1-203 E | Protein coding NM 00004544 TSL1 GENCODEbasic APPRISPI MANE
ARG1-211 | Protein coding - - - GENCODE basic
ARG1-209 EN | Protein coding . . . GENCODE basic
ARG1-207 ENSTOO0 | Protein coding . P05088 & . TSLS GENCODE basic
ARG1-210 ENS a | Nonsense medialed decay
ARG1-201 EN 5 633 Noprotein | Processed transcript - - - TSLS

1 726 Noprotein | Retained intron . . . TSL2

| 587 Noprotein | Retained intron

Figure 2.1. Base de données “Ensembl”

» Aprés I'obtention de la séquence de géne ARG-1, on a I'a copié et I'a collé dans

un document Word.
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TTTTTGATGTTACTGTGTGTATGTAGAGGAAGAGAGAATTTTAAGAAATACATTTGTTTA

GTTATGTAATTAATGCCTAGAAAAATTTAATAGTTTGGTGGTAACCTTCAGGCTTCTTAT

AATTTGGATAACCTAAATATTATTGTTTCATGCAACTTTGTGAATAATTCATGTTATGTT

AGGGTTTTAATGTTTCTATGAAACTGTTCATTCATGGACTAGGTAGAATCCTTTATGTGC

CTCACTTGGAAGGGGAAAAAAAGAACAAAAAAAGAAAGAAAATCCTACTGCGGGTTGGCA

ACTCTAAAAGGATTTTAATGGATTTATGAAACCCCCAGATTTCCTTACAGCCACGAGCTG

TGAATCCACACATGCCAGCAACATTGAATACACTTTTTTTTCTGCCTGGGCACACTTATT

CTAGTAAAGAGAGTGTGATGACAGAACACCTTAGACTTCAACACGCATCTGTGCTTAAAG

AGGATAAAAAACAAAGAACAAAATCAAACAAGACAATGTATGAGTTGAAACTACTAAGGT

TGATTTTCTCCAGGTTTCTCAGGATCTGGGCAGCGTTTTGCTTCCTCTTAATTTGGAACC

CTTGCTGTGTACTCTGACTTTTTACTGCAAAACAAATTGAGAGAGGCCAGAGGTTAGAGG

CCCAAACTGCATTTGGACTGTCAGTAAATACTACTTTGCTTCCCCTGGAAATCCTCCAAA

AGTCTCTCCCAAACACAGGGACATTTTGCTGACACAGAAATGTTCCTTTTAAAATCCACA

CTGTTCTCACCCACTCTTGAACAGGTTATAATAAATATATAATTTAAAAACCTCACAAAA

GGGAAGCAAGTGTCCTCCTTCTACCACCCTCCTCCCATTAAARAACATGGTCATGAGAATGG

Figure 2.2 : La séquence encadrée du géne Argl (exon 5)

2.3. L’outil Primer BLAST

Nous avons utilisé l'outil Primer blaste a partir du centre national de I'information
biotechnologique (NCBI) « www.Ncbhi.nim.nih.Gov» pour concevoir les amorces spécifiques au
géne Argl (Fig 2.3).
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3 NCBl  Resources ¥ HowTo ¥

8NCBI | All Databases v/ [ Search |
Information

(COVID-18 s an emerging, rapidy evohving siuation.
0 Gat the latest public health information from CDC: hitps:/Awww.coronavinis gov .

Get the latest ressarch from NIH: HIos:/www.nih govicoronavirus.
Find NCBI SARS-CoV-2 ltrature, sequence, and cinical content: hios/wewwe.nc ném nih 0ov/sars-0v-2].

NCBI Home All Resources
Resource List (A-Z) d Al [ D X | How To
Chemicals & Bioassays Took
Data & Software 1000 Genomes Browser
An interactive graphical viewer that allows users to explore variant cails, g calls and ing evid (such as aligned sequence reads)
DA O that have been produced by the 1000 Genomes Project
Domains & Structures
ino AGAE
Genes & Expression This tool allows users to explore the characteristics of amino acids by comparing their and chemical prop icting protein
Genelics & Medicine changes caused by mutations, viewing common ions, and ing the functs dmmhm«vaﬁmns
Sononms & Vs BLAST Microbial Genomes
| Homology Performs a BLAST search for similar from selected compl yotic and p
eioet BLAST RefSeaGene
Proteins Performs a BLAST search of the genomic sequences in the RefSeqGene/LRG set. The default display provides ready navigation 1o review alignments
in the Graphics display.

BLAST Tulorials and Guides

This page links to 2 number of BLAST-relaled lulorials and guides, including 2 selection guide for BLAST algorithms, descriptions of BLAST output
formats, explanations of the parameters for stand-alone BLAST, directions for setting up stand-alone BLAST on local machines and using the BLAST
Variation URLAPL.

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

Figure 2.3. La base des données NCBI

Allows users to display, sort, subset and download position-specific score matrices (PSSMs) either from CDD records or from Position Specific lterated
(PSI)-BLAST protein searches. The tool also can align a query protein to the PSSM and highlight positions of high conservation.

Phenotype-Genoltype Integrator (PheGenl}
Supports finding human phenotype/genotype relationships with queries by phenotype, chromosome location, gene, and SNP identifiers. Currently
includes information from dbGaP, the NHGRI GWAS Catalog, and GTeX. Displays results on the genome, on sequence, or in tables for download.

E[jmg;-BU\ﬁ!
P tool uses Primer3 to design PCR primers to a sequence template. The potential products are then automatically analyzed with a
BLAST seamh against user specified databases, to check the specificity to the target intended.
ProSplign
A utility for computing alignment of proteins to genomic nucleotide sequence. It is based on a variation of the Needleman Wunsch global alignment

algorithm and specifically accounts for introns and splice signals. Due to this algorithm, ProSplign is accurate in determining splice sites and tolerant to
sequencing errors.

Figure 2.4 : L’outil Primer BLAST

Afin d’optimiser les résultats, certains paramétres doivent étre prises
en considération lors de la conception des amorces (Fig 2.5 et 2.6).
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» Tout d'abord, nous devons copier la séquence encadrée (exon 5) et la coller dans la

case «FAST» et effacer les intervalles non séparables a l'intérieur de notre amorce.

m) Bibliothéque nationale de médecine des Etats-Unis NCBI - National Center for Biotechnology Information Connectezvous  NCBI
Primer-BLAST Un outil pour trouver des amorces spécifiques
Recherche d'amorces spécifiques & votre modéle de PCR (en utilisant Primer3 et BLAST).
Réinitialiser 18 page  Enragistrer les paramétres de recherche  Récupérer los résullats récents  Publication  Conseils pour trouver des amorces spécifiques
Modéle PCR

Entrez la séquence d'accession, gi ou FASTA (un envegistrement refseq est Intervalle

préférable) & Cloir — —— » 2

1m.A T A TCATTCATGGAC

IrrTaTGToCeTeA: A CTAC ANCTOTAA | DR YR el 2 ¥ Clk

Em‘ T n:r::\lo\:u T u:n\.\.l AC S » Amorce inverséd | \';7
IC AAATCAMCA) PGAAAS
Ou, téléchargez le fichier [ Choisir un fichier | fichi
FASTA | Choisir un fichier | Aucun fichier choisi
Paramétres d'amorce
Utiliser mon propre apprét
avant (5 "> 3' sur le brin ¢ Slaie
plus) (
Utiliser mon propre apprét \ b Sy
inversé (5> 3' sur le brin Min Max
nepatt) 70 1000
Tallle du produit PCR |10
Nombre d'amorces a =
retourner Min Opt Max Max T™ différence
|57.0 |60.0 630 | 3 )
Températures de fusion de
I'amorce (T™ )

Sélection exon / Intron Une séquence d'ARNmM refseq comme entrée de modéle de PCR est requise pour les options de ia section i

Envergure de jonction Exon | Pas de préférence v|u
Match de jonction Exon Match de min 5 'Match de  min 3'Matchde max3'

7 1 [ 8 |

Figure 2.5 : Analyse de la séquence d'intérét par le Primer blast
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» Ensuite, nous avons sélectionné certaines caractéristiques afin d'obtenir nos résultats

Intron length range Min Max
1000 | [1000000 | 4

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

Specificity check Enable search for primer pairs spacific 1o the intanded PCR template 1

$Search mode Automatic vig

PHbass Genomes for selecled organisms (primary reference assembly only) v i

Exclusion _| Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) _| Exclude Itured/envi sample seq “

Organism Homo sapiens S ]
Enter an organism name (or organism group name such 2 enterobacisriaceae, rodents ), taxonomy id or select from the suggestion list as you type. 4
Add more-organigme

Entrez query (optional) g

Primer specificity stringency  primer must have at least |2 v |total mismalches to Unintended targets, including
at least E mismatches within the last [5_v| bps at the 3 end. 4

Ignore targeis that have [ v | or more mismatches to the primer. &

Max target size 4000 | W
Allow splice variants U] Allow primer to ampiify mRNA splice variants (requires fefsaq mRNA sequence as PCR tempiate input) 44
Show results in a new window Ll Use new graphic view 4}
p Advanced parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow y

Figure 2.6 : les caractéristiques selectionnées

2.4. PCR in-silico

Une analyse de confirmation de la paire d’'amorces choisie a été effectuée par une
in silico-PCR (PCR virtuelle) qui se fait par un programme dans la plateforme « UCSC

genome browser » (genome.ucsc.edu.) (Fig 3.7).
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AR,
2 N

UNIVERSITY OF CALIFORNIA

(Genomics
Institute

Genome Browser

Genome Browser Tools Merors 5 My Data P Heip About Us

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

Genome: Assembly: Target Forward Primer. Reverse Primer.
Human v Dec. 2013 (GRCA3&MNG38) v genome assembly v submt
Max Product Size: 4000 Min Perfect Match: 15 Min Good Match: 15 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 1o search.

Target - If available, choose fo query transcribed sequences.

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

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

Max Product Size - Maximum size of amplified region.

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

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

Figure 3.7 : le logiciel in-silico PCR
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Chapitre 3. Résultats

3.1. Résultats de primer blast

Afin de concevoir de bonnes amorces, nous avons d’abord utilisé le site Ensembl pour
découvrir l'intégrité du géne Argl qui contient 12 exons. Ensuite, I'exon 5 a été choisi pour
obtenir I'amorce spécifique du géne Arginase1 a l'aide de l'outil Primer-Blast. Ceci hous a

permis d’obtenir 10 paires d’amorces spécifiques du géne Argl.

La paire d’'amorces 8 a été choisi parce qu’elle répond aux critéres de bonnes amorces.
e Température de fusion : directe 60.75°C et l'inverse 59.53¢C
e Longueur : directe 22 nucléotides, inverse 20 nucléotides
e Teneur en GC : directe 50%, inverse 55%

e Amorce spécifique : moins de 1000 paire de base (704)

Produits aspécifiques : tous plus de 1000 paire de base

Les résultats de conception d’amorces par I'outil Primer-blast sont présentés dans (Fig 3.1 et
3.2).

Paire d'amorces 8
Séquence (5'> 3) Brin de modéld_Longueur| Début Anm [sc Auto " ité[_Complé ité de s0i 3" |
Amorce avant AGTTTGGTGGTAACCTTCAGGC  Plus 2 92 13 60,75 50,00 500 3.00
Amorce inversée AGTGGGTGAGAACAGTGTGG  Moins 20 795 776 59,53 5500 5,00 1,00
Longueur du produit 704

Produits sur des
> NC_000008.12 Homo sapiens chromosome 8, GRCh38.p12 Assemblée primaire
longueur du produit = 704

Caractéristiques associées & ce produit:

Amorce sens 1 AGTTTGGTGGTAACCTTCAGGC 22
Mod@le 131573763 ...cccvcvccccccncccnns 131573784

Amorce inversée 1 AGTGGGTGAGAACAGTGTGG 20
Modéle 131574466 .....cccvvvvvvnnnnne 131574447

> NC_000003.12 Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p12 Assemblée primaire

longueur du produit = 1806

Caractéristiques accompagnant ce produit:

Amorce inversée 1 AGTGGGTGAGAACAGTGTGG 20
Modéle 178336295 T ... T AA « 178336276

Amorce inversée 1 AGTGGGTGAGAACAGTGTGG 20
Modéle 178334490 TTC ... G sevvensanss T. 178334509

> NC_000008 11 Homo sapiens chromosome 8, GRCh38.p12 Assembiée primaire

longueur du produit = 1849
Caractéristiques accompagnant ce produit:

Figure 3.1. Résultat a partir d I'outil Primer BLAST
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3.2. Confirmation des résultats

La derniére étape de notre travail est de confirmer les résultats qui se fait par le logiciel

«In-Silico PCR » via le site https://genome.ucsc.edu/ qui nous a donné I'emplacement de

notre produit spécifique sur le chromosome 6 et grace a

spécificité de ces amorces (Fig 3.2).

a cela nous avons prouve la

3 Genomes Ganome Browser Toois Misrors Downioads My Data Projocts Help About Us
UCSC In-Silico PCR
Genome: Assembly. Target: Forward Primer: Reverse Primer:
Human v Dec. 2013 (GRCAIAMYIE) v Qenome assembly v AGTTTGGTGGTAACCTTC AGTGGGTGAGAACAGTC submit
Max Product Size: [4000 Min Perfect Match: |15 Min Good Match: |15 Flip Reverse Primer:
About In-Silico PCR
In-Siico PCR hes a seq database with a pair of PCR primers, using an indexing strategy for fast per See an le video on our YouTube channel.

Configuration Options

G and A bly - The base to search.

Target - If available, choose 1o query transcribed sequences.

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

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

Max Product Size - Maximum size of amplified

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

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

>chr6: 3187376341 31574456 704bp AGTT CTTICAGGC
AGTTTCCTCCTAACCTTCAGCCL tottataatttggataacctaaatatt
attgtttoatgoasctttgtyaataattcatgttatgttagggtittaat
GLILCLOtgARACtGLTIoAttcatggactaggtagaatectitatgtoce
toacttggasgg ssatcctactge

§39ttgy satggatttatg 3

tecttacag & tgaatac
scttttttttotgectgggeacact tattotagtasagagagtytgatga
tag g gto uu;nqquuun
b asact

gatse ¢ ttgetteetottaa
tttqqnc«:t:qctgv.quczcwacttnuctgcnncun:g‘g
geatttggacty asatac

tacttigett

cuuLgcu;lcu:nlutquccttuuutccmm
CACT

Primer Melting Temperatures

Yorward: 61.6 C utqutqqtuccuum
8.6 C agtggqt

mwmmunocdw!amsammmummsommwwanwahgdmmvm‘n\ecodelocaluda(ememﬁmlompmsfmmﬁrm!}.

Figure 3.2 : Confirmation des résultats par le logiciel in Silico-
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives

Le cancer et les maladies allergiques sont connus dans le monde en raison d'un
trouble du systéme immunitaire. Les cellules tumorales ont une capacité d’échapper aux
réponses immunitaires et l'allergie représente un déréglement du systéme immunitaire
contre les substances qui ne sont pas nocives pour l'organisme mais provoquent des

allergies.

Les macrophages sont de grandes cellules qui exercent plusieurs fonctions. lls sont de
deux types, des macrophages classiquement activés (pro-inflammatoires, M1) et des
macrophages alternativement activés (anti-inflammatoires, M2). Ces derniers expriment
l'arginase, enzyme qui entre en compétition avec iNos exprimée par les M1 pour le méme
substrat qui est le I-arginine. L’arginase permet son conversion en ornithine et uréé, tandis
que l'iNos le convertit en NO et citruline. L’étude de I'expression de ces enzymes permet de

caractériser les phénotypes des macrophages au cours des pathologies.

Le présent travail a pour but de concevoir des amorces pour le géne ARGL1 afin
d’étudier, a l'aide d'une PCR, son expression par le macrophage M2 au cours du cancer et

de lallergie.

La mise en ceuvre de la technique PCR a l'aide de ses amorces fournira a l'avenir
de nouvelles méthodes pour comprendre, détecter et diagnostiquer les maladies allergiques
et le cancer tout en évaluant l'effet de I'ARG-1 sur les macrophages M2 au cours de ces

maladies.
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Résumé

Introduction : les macrophages sont des cellules essentielles du systeme immunitaire. lls ont un réle
important au cours de plusieurs pathologies telles que le cancer et I'allergie. Les macrophages impliqués
dans la réponse anti tumorale sont des macrophages associés aux tumeurs (TAM) et peuvent participer a
la phagocytose des cellules cancéreuses (métastatiques). L’arginase, enzyme exprimé par les
macrophages, catalyse la réaction de conversion la L-arginine en L-ornithine et en urée. L’étude de
I'expression de cette enzyme au cours des pathologies permet de faciliter la caractérisation de ces cellules.
Objectif : concevoir des amorces du géne Argl exprimé par le macrophage M2 au cours des réactions
allergiques et le cancer.

Matériel et méthodes : La conception de bonnes amorces passe par plusieurs étapes. D’abord, la
séquence du géne Argl a été prise a partir du site ENSMBL. Ensuite, A travers le centre national de
l'information biotechnologique (NCBI) et par I'utilisation de I'outil Primer blaste, les amorces spécifiques au
gene Arg1 ont été concgues. Enfin, la paire d’amorces choisie et qui répond aux critéres de choix de bonnes
amorces a éteé vérifié par in silico-PCR

Résultats : Parmi les 10 paires d’amorces spécifiques du gene Arginase 1 obtenues, nous avons choisi la
huitieme paire d’amorces car elle répond aux critéres de bonnes amorces.

Conclusion : Concevoir une bonne amorce aide a réussir la technique PCR, et donc I'amplification
correcte du géne ARG-1 et I'étude de son réle sur le cancer et les réactions allergiques.

Mots clés : Macrophage, allergie, cancer, Arginase-1, amorces.

Abstract

Introduction: Macrophages are essential cells of the immune system. They play an important role in
several pathologies such as cancer and allergy. The macrophages involved in the anti-tumor response are
tumor-associated macrophages (TAM), and they can participate in the phagocytosis of (metastatic) cancer
cells. Arginase, an enzyme expressed by macrophages, catalyzes the reaction of conversion of L-arginine
to L-ornithine and urea. The study of the expression of this enzyme during pathologies makes it possible to
facilitate the characterization of these cells.

Objective: to design primers for the Argl gene expressed by the M2 macrophage during allergic reactions
and cancer.

Materials and methods: The design of good primers goes through several steps. First, the sequence of
the Argl gene was taken from the ENSMBL site. Then, using the National Center for Biotechnology
Information (NCBI) and Primer blast tool, primers specific to the Argl gene were designed. Finally, the pair
of primers chosen and which meets the criteria for choosing good primers was verified by in silico-PCR
Results: Among the 10 pairs of primers specific for the Arginase 1 gene obtained, we chose the eighth
pair of primers because it responds to the criteria of good primers.

Conclusion: Designing a good primer helps to achieve the PCR technique, and therefore the correct
amplification of the ARG-1 gene and the study of its effect on cancer and allergic reactions.

Keywords: Macrophage, allergy, cancer, Arginase-1, primers.
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