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Résumé "

Résumé

Introduction : Le cancer est 'une des causes majeures de mortalité dans le monde.
L’immunité anti-tumorale joue un réle important dans la défense de I'organisme contre les
tumeurs, et est également responsable du contrdle de la majorité des tumeurs. Le géne BCL-

2 est responsable de I'apoptose cellulaire qui est supposée avoir un effet anti-tumoral.

Objectif : L’objectif de ce travail consiste a concevoir des amorces spécifiques au gene BCL-

2 associé a 'immunité anti-tumorale.

Matériels et méthodes : La conception des amorces pour le géne BCL-2 a été effectuée en

utilisant I'outil Primer-Blast du site « www.ncbi.nih.gov ».

Résultats : A cause des produits aspécifiques supérieurs a 1000 paires de bases, la seconde
paire des amorces a été choisie. Cette paire répond également a tous les criteres des bonnes

amorces.

Conclusion : la paire des amorces choisie servira a amplifier par une réaction de
polymérisation en chaine (PCR) le géne BCL-2 afin d’étudier son réle dans I'immunité anti-

tumorale.

Mots clés : Cancer, Géne BCL-2, PCR, Amorces.
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Abstract

Introduction: Cancer is one of the leading causes of death in the world. Anti-tumor immunity
plays an important role in the body's defense against tumors, and is also responsible for the
control of the majority of tumors. The BCL-2 gene is responsible for cell apoptosis that is
supposed to have an anti-tumor effect.

Objective: The aim of this study is to design primers specific to the BCL-2 gene associated

with anti-tumor immunity.

Materials and methods: The design of primers for the gene BCL-2 was performed using the

Primer-Blast tool from the Site "www.ncbi.nih.gov".

Results: Because of the nonspecific products greater than 1000 base pairs, the second pair

of primers was chosen. This pair also meets all the criteria for good primers.

Conclusion: the selected pair of primers will be used to amplify by polymerase chain reaction
(PCR) the BCL-2 gene in order to study its role in antitumor immunity.

Keywords: Cancer, BCL-2 gene, PCR; Primers.
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Introduction

Introduction

Selon l'organisation mondiale de la santé, le cancer reste I'une des principales
causes de mortalité dans le monde, aprés les accidents de la route et le suicide, avec
environ 12,7 millions de cas. Ce nombre devrait passer a 15 millions d'ici la fin de
2020. Cette maladie caractérisée par une croissance cellulaire incontrlée peut se
développer par une activation des oncogénes, une désactivation des anti-oncogénes
suppresseurs de tumeurs et aussi par l'inactivation du phénomeéne d’apoptose (Sarkar
et al, 2013) .

La surveillance immunitaire du cancer est considérée comme le phénomene
clé de la protection du corps humain contre la tumeur par inhibition de la
cancérogénése d’une part, et le maintien de 'homéostasie cellulaire, d’autre part (Kim
et al., 2007). Elle se base sur la compréhension des interactions entre les cellules du
systeme immunitaire et le développement du cancer. Il est important de noter que le
systeme immunitaire joue un double réle : soit il élimine la formation tumorale par son

éradication, soit il favorise la croissance tumorale (Aragon-Sanabria et al., 2018).

La famille de B-cell lymphoma 2 (BCL-2), découverte en 1980, est connue
pour son rdle dans I'apoptose (Warren et al.,, 2019). Cette famille se constitue de
protéines pro-apoptotiques, protéines anti-apoptotiques, et protéines a BH3 seulement
(Tzifi et al., 2012). Ces protéines sont conservées au cours de I'évolution et partagent
un domaine d’homologie BCL-2 (BH) (Choudhury, 2019). Les protéines pro-
apoptotiques BH-3 sont les seules a étre capables de lier les protéines anti-
apoptotiques, qui favorisent la libération des facteurs apoptotiques par la membrane
externe mitochondriale, menant ainsi a la destruction cellulaire (Adams et al., 2018).

La régulation métabolique du cancer et du métastase se produit par le
fonctionnement de la famille des protéines pro et anti-apoptotiques, et le mécanisme
d’interaction qui a permis un développement clinique grace a des molécules inhibitrice
spécifique, qui inhibent les interactions protéine-protéine (Campbell and Tait, 2018;
Frenzel et al., 2009), et éventuellement par les membres BH-3 seulement qui régulent
par la suite la production de reactive oxygen species (ROS) (Um, 2016). Un
déséquilibre entre les protéines pro-apoptotiques et anti-apoptotiques peut engendrer
un développement tumoral avec une résistance contre le traitement du cancer
(Campbell and Tait, 2018). Ce déséquilibre va se traduire par une augmentation des
protéines pro-apoptotiques qui agissent comme une barriére a I'apoptose méme lors

d’une régulation positive des protéines BH3 uniquement (Oltersdorf et al., 2005).



Introduction

La réaction de polymérisation en chaine (PCR : polymerase chain reaction) est
une technique qui permet d’amplifier un fragment d’ADN en utilisant I'enzyme ADN
polymérase. Cette derniére synthétise le brin complémentaire en ajoutant des
nucléotides. La premiére étape pour réaliser une PCR est de concevoir une paire

d’amorces spécifique au géne qu’on veut amplifier dans le but d’étudier son rdle.

Dans ce contexte, ce travail a pour objectif de concevoir des amorces

spécifigues au géne BCL-2 associé a 'immunité anti-tumorale.
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1. Cancer
1.1. Généralités

La plus ancienne description du cancer a été apparue en 1600 avant JC par
d’Edwin Smith sur le papyrus. Les médecins hippocratiques ont attribué I'origine du
mot cancer, qui utilise les termes Karkinos pour le gonflement et karkinoma pour les
cancers non cicatrisants (Papavramidou et al., 2010). Le terme cancer désigne
littéralement plusieurs maladies partageant des caractéristiques communes (Benz,
2017), par une prolifération cellulaire anormale (Hanahan and Weinberg, 2000), ou par
invasion de structures vitales proches et propagation a des sites distants appelés
métastase (Benz, 2017). Cette maladie affecte n'importe quels tissus de I'organisme
(Jemal et al., 2007).

Les mutations augmentent le nombre de récepteur des facteurs de croissance,
tout en favorisant la prolifération cellulaire qui peuvent amplifies les cellules malignes,
ou elle va stimuler elle-méme la croissance ; avec 'augmentation de la synthése des
acides gras par élimination de la  oxydation et des nucléotides (Romero-Garcia et al.,
2011).

Plusieurs facteurs peuvent causer le cancer. Ces facteurs comprennent le
régime alimentaire, I'hygiéne de vie, expositions professionnelles, (Clapp et al., 2008).

Le changement du caractére génétique est due a la perte de la fonction du
génome par une modification du géne (Romero-Garcia et al., 2011), et aussi les
infections virales qui transmettent leurs génomes oncogénes a [I'hote (Blackadar,
2016; Tubiana, 2008).

L'augmentation du nombre de récepteurs des facteurs de croissance est due
aux mutations génétiques dans les cellules cancéreuses. Les voies de signalisation
intracellulaires qui favorisent la prolifération cellulaire peuvent étre continuellement
activées ou amplifiées, permettant aux cellules malignes de stimuler elles-mémes la

croissance et la prolifération maligne (Vogelstein and Kinzler, 2004).

1.2. Caractéristiques des cellules tumorales
Les caractéristiques des cellules cancéreuses ont été décrites par Hanahan et
Weinberg dans les années 2000 (Fig 1.1). Ces caracteres comportent (Hanahan and
Weinberg, 2011) :
e Autosuffisance en signaux de croissance qui permet une multiplication

cellulaire ;
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Insensibilité aux signaux anti-croissance et mécanisme anti-prolifératif ;

e Echappement au phénoméne de I'apoptose ;

e Potentiel de réplication illimité ;

e L'angiogenese soutenue ;

¢ L'invasion tissulaire et production aux métastases (Fouad and Aanei, 2017).
Deux caractéristigues ont réecemment été ajoutées a la liste :

e L'évasion de la destruction immunitaire

e La reprogrammation du métabolisme énergétique (Hanahan and Weinberg,

2000; Romero-Garcia et, 2011).

Inhibition des '"Pib”“:{.‘ des
EGFR CcyC [nes Inases
dépanadent

Maintenir la Soustraire les
signalisation suppresseurs
proliférative de croissance

mAb anti-
CTL4 activant
'immunité

Inhibition de
la glycolyse
aérobie

Energétiqu
cellulaire

Eviter la
destruction
immunitaire

— Inhibition des
Mimétique des Résistance 4 la st/ télomérase
pro-apoptotique mofycallliaie replicative
BH3
Instabilité et L'inflammatio . Anti- ]
mutation du n qui favorise +—— inflammatoire
la tumeur sélectifs

Inhibition de génome
PARP

Induisant une Activation de
angiogenése l'invasion et de la

métastase

Inhibition

Inhibition de

signale VEGF HGF/c

rencontré

Figure 1.1 Les caractéristigues du cancer avec le ciblage thérapeutique
(Hanahan and Weinberg, 2011). Les médicaments expérimentaux sont développés pour cibler

chacun des caractéristiques habilitantes et les caractéristiques émergentes, qui sont également
prometteuses en tant que thérapeutique contre le cancer humain.
1.3 Cancer et immunité

Le cancer et le systéeme immunitaire ont une relation importante vu qu'il agit
pour défendre le corps humain et cette fonction implique trois principes de base : il
détecte les antigenes « non soi » contre les agents pathogénes, il englobe des

fonctions effectrices pour cibler et détruire spécifiguement le pathogéne ou les cellules

4
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infectées tout en protégeant I'héte ; et il développe une mémoire immunologique via
les réponses immunitaires adaptatives (Pandya et al., 2016).

Les tumeurs primaires et métastatiques sont des environnements assez
complexes composeés de cellules néoplasiques, de matrice extracellulaire (ECM) et de
cellules néoplasiques, qui comprennent des cellules résidentes de soutien
mésenchymateuses, des cellules endothéliales et des cellules immunitaires
inflammatoires infiltrées qui représentent les cellules les plus liées au cancer
(Gonzalez et al., 2018).

L'immunosurveillance est un concept utilisé par le systtme immunitaire contre le
cancer lors du processus dimmunoediting. L'immunoeding du cancer est un
processus composé de trois phases (Fig 1.2): la phase d’élimination également
appelée Immunosurveillance du cancer, la phase déquilibre et la phase
d’échappement face a la tumeur (Dunn et al., 2004a).

Signal de
danger

Antigéne
tumoral i i
Tissu sain

Transformation

cellulaire
Equilibre Echappement
©9=
—>
IFN-Y b
'F"t‘;;ﬁ Dormance des tumeurs oTEA ‘|’ —
Immunité innée TNF PO-1 e";/m )
et adaptative NKG2D 3
TRAIL
Perfori .
b Croissance tumoral
(& cellule normal
o Forte transformation des
(-4' cellules immunogéne
Expression tumoral extrinséque .

Peu de cellules immunogéne et
] immuno-—-invasif

Figure 1.2. Le processus d’immunoediting (Schreiber et al., 2011). IFN :interféron,
NK :natural killer, NKT cell: natural killer T, CD8*T cell: cytotoxic T lymphocyte, CD4*T cell: T helper
lymphocyte,DC : dendriticcell, IL :interleukin, M@: macrophage, MDCS: Myeloiddendritic cells, NKG2D
:natural killer Group2D, TRAIL :tumornecrosis factor relatedapoptosisinducing ligand, CTLA4 :cytotoxicT-
lymphocyte associated antigene-4,PD1 :programmedcell deathl ,Treg:lymphocytes T régulateurs , TGF-
B:transforminggrowth factor beta,yd t cells: Gamma delta T cells, IDO :indolamine2,3dioxygenase ,TNF
: tumornecrosis factor.
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1.3.1 Etapes de I'immunoediting
1.3.1.1 Elimination

La surveillance immunitaire a un concept original qui est I'élimination du cancer
par une éradication des cellules tumorales en développement, en collaboration avec
le mécanisme intrinséque de suppression des tumeurs. Ce processus comprend des
réponses immunitaires innées et adaptatives contre les cellules tumorales (Kim et al.,
2007).

Au cours du développement tumoral, il y a le recrutement des cellules de
Fimmunité innée, telles que, les cellules NKT, les cellules Ty®, les cellules NK et / ou
les macrophages. Ces cellules ont la capacité de reconnaitre les antigeénes tumoraux
grace a linteraction du T-cell receptor (TCR) et de son ligand NKG2D par le
phénomeéne d’inflammation, cela permet la libération des cytokines telles que I'lFN-y,
qui sont nécessaire dans la réponse anti-tumorales (Dunn et al., 2004b), ainsi les
cellules tumorales sont maintenues dans un état de dormance par une réaction
immunitaire (Wu et al., 2013).

Le phénoméne d’élimination passe par quatre étapes :
- Les cellules de I'immunité innée vont reconnaitre les cellules tumorales et
assurer leur destruction.
- Maturation et migration des CD et migration des cellules T vers le site tumoral.
- Geénération des cellules T spécifiques de I'antigéne tumoral, en activant des
mécanismes cytotoxiques tels que la perforine, TRAIL et I'oxygéne réactif.
- Accueil des cellules T spécifiques de I'antigéne au site pour I'élimination des

cellules tumorales (Fig 1.3) (Kim et al., 2007).



Chapitre 1. Revue de la littérature
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Figure 1.3. Phase d’élimination dans le phénoméne d’immunoediting (Mittal et

al., 2014). L'¢limination est une phase d'immunoediting du cancer ol le systéme immunitaire inné et
adaptatif détectent et détruisent ensemble les tumeurs précoces avant qu'elles ne deviennent
cliniguement visibles.

1.3.1.2 Phase d’équilibre

Au cours de cette phase, une sculpture continue des cellules tumorales produit
des cellules résistantes aux cellules immunitaires effectrices (Kim et al., 2007). Les
lymphocytes et I'lFN-y exercent une pression de sélection puissante et cruelle sur les
cellules tumorales mais pas assez efficace pour détruire les nombreuses cellules qui
sont génétiquement instables et mutantes. La fin de la phase d'équilibre se traduit par
une nouvelle population de clones tumoraux a immunogénicité, arrangés dans une

population parentale hétérogéne par le bais du systéme (Dunn et al., 2004b).

La phase d'équilibre (Figl.4) permet de maintenir les cellules tumorales
latentes résiduelles dans un état de dormance fonctionnel pendant une période de
temps considérable. Si la population de cellules tumorales change en réponse aux
fonctions d'édition du systéme immunitaire et / ou a un état immunosuppresseur est
établie dans le microenvironnement tumoral, les cellules tumorales peut alors entrer
dans la phase d’évasion, devenant progressivement néoplasmes visibles (Wu et al.,
2013).
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Figure 1.4. Phase d’équilibre (Mittal et al., 2014). Dans cette phase, le systéme immunitaire
maintient la tumeur dans un état de dormance fonctionnel.

1.3.1.3 Phase d’échappement

Dans cette phase, le systeme immunitaire ne peut pas irradier ou limiter la
croissance tumorale (Fig 1.5) (Dunn et al., 2004a).

Le TCR est un récepteur qui se trouve a la surface des LT, qui fait partie du
complexe TCR-CD3 fonctionnant comme un seul transducteur lors de la liaison a
I'antigene. Dans la phase d’échappement, il va y avoir la perte de la chaine CD3-¢ du
transducteur de signal (CD3-C) des lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL), permettant
ainsi I'évasion des cellules tumorales dans la coopération des cytokines
immunosuppressives telles que le TGF-B et I'lL-10, ou par des mécanismes impliquant
des cellules T régulatrices (Treg) ayant des activités immunosuppressives on inhibent
les lymphocytes T (Dunn et al., 2004a; Kim et al., 2007).

Les cellules tumorales échappent a la reconnaissance immunitaire : (perte
d'antigenes tumoraux, du Complexe majeur d'histocompatibilité de classe | (CMH de
classe 1) ou de molécules de co-stimulation), par une augmentation de I'expression
des molécules de résistance de Signal transducer and activator of transcription 3

(STAT3) dune part, de survie (molécule anti-apoptotique BCL-2), et
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d'immunosuppression (IDO, tryptophandioxygenase (TDO), PD-L1, galectine-1/3/9,
CD39, CD73, récepteurs de l'adénosine, d’autre part (Dunn et al.,, 2004a). Ces
cytokines immunosuppressives vont atténuer les cellules régulatrices, par le
recrutement et la polarisation des macrophages M2 qui sécretent a leurs tour d'IL-4 et
d'IL-13, et conduisent ainsi a I'expression du TGF-(, I'lL-10 et le Platelet Derived
Growth Factor (PDGF), qui inhibent les lymphocytes T (Vesely et al., 2011).

TSTAT 3, BCL-2 ——

lFas TRAILRC : > IL-1B, IL-6 f T iogen
e -1p, IL-9, ) Angiogenése
: » —” VEGF, M-CSF h ,'f

l

_-» Ornithine / INF-y

Galactine-1/9 T >
IL-10 cp39 Y
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b @ ’ Arg'”'"e T STAT-3, PGE2,
A COX
Adenosme . \ IL-4
‘ AMP IL-13
o IL-10, TGF-3 €D+ /
INF-y G o‘\\ “._ Prolifération T cell
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R N ROS
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o > MO CD39, CD73
NF- \ PD-1, CTLa-4,
Ke A STAT-3, COX, Galectine1/23/
PGEZ2, IL-23 9, COX2,
STAT-3,
Polyamine, MCSF, PGE2, IL-23,
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Figure 1.5. La phase d’échappement de I'immunité tumorale (Mittal et al., 2014).
Pendant la phase d'évasion de limmunoediting du cancer, le systeme immunitaire ne parvient pas a
limiter la croissance tumorale et les cellules tumorales émergent, provoquant une maladie cliniquement
apparente.

2. Géne BCL-2

2.1.1. Définition

La premiére fois que le membre de la famille de protéine BCL-2 a été décrit dans
les années 1980, cette famille de protéine est découverte chez les patients ayant un
lymphome folliculaire (Birkinshaw and Czabotar, 2017), ce géne est situé pres de la
jonction des chromosomes 14 et 18 (t14; 18) (Fig 1.6) (Hardwick and Soane, 2013).

La famille de génes du lymphome 2 a cellules B (BCL-2) code pour plus de 20

protéines (Ashkenazi et al., 2017), qui ont un rdle principal dans la régulation de

l'intégrité mitochondriale, la programmation de la mort apoptotique (Flores-Romero
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and Garcia-Saez, 2019), et I'équilibre entre la survie et la mort cellulaires (Ashkenazi
et al., 2017).
L'homéostasie cellulaire normale semble dépendre de la balance entre les membres

pro et anti-apoptotiques de la famille BCL-2 (Opferman and Kothari, 2018a).
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Figure 1.6. Localisation du géne BCL-2 sur le chromosome 18humain (D’aprés
NCBI).

2.1.2.Les membres de famille du géne BCL-2

La famille de protéines BCL-2 est un régulateur clé de la mort cellulaire

programmée ou appelé l'apoptose intrinséque ou mitochondriale (Anilkumar and
Prehn, 2014; Opferman and Kothari, 2018b). Ces protéines sont classées en trois
différentes classes en fonction de leurs propriétés structurelles et fonctionnelles.

2.1.2.1. Les protéines BCL-2 anti-apoptotiques

La sous famille des protéines anti-apoptotiques comprend BCL-2 elle-méme,
BCL-X | (BCL-extra long), MCL-1 (Protein Coding) et BCL-W (Bcl2I2 inhibiteur) qui
contiennent quatre domaines BH (1-4), et une partie terminale C hydrophobe
(Anilkumar and Prehn, 2014; Tzifi et al., 2012). Le sillon hydrophobe est formé par les
domaines BH1-BH3, avec un domaine BH4 N-terminal qui permet la stabilité de cette
structure. Le domaine BH4 est un facteur clé pour 'activité anti- apoptotique souvent

inactif dans les protéines apoptotiques (Tzifi et al., 2012).

2.1.2.2. Les protéines BCL-2 pro-apoptotiques

La sous famille des protéines pro-apoptotiques comprend BAX (BCL-2-
associée x protéine), BAK (BCL-2-antagonist / killer-1) et potentiellement BOK (tueur
ovarien apparenté a BCL-2), (Anilkumar and Prehn, 2014) qui contient trois domaines
(BH1-BH3) (Tzifi et al., 2012) conserveés et interagit fortement avec certaines protéines
anti-apoptotiques (Anilkumar and Prehn, 2014). La protéine BAX est une protéine
monomeére dans le cytosol qui s’intégre dans la mitochondrie pendant I'apoptose,
entrainant ainsi la libération des facteurs apoptogenes comme le cytochrome c et
I'activation des caspases. Le manque d’un domaine BH3 peut engendre une activation

des protéines BAX par le P53.(Tzifi et al., 2012). De plus, La protéine BAK est une
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protéine membranaire mitochondriale intégrale, qui subit également des changements
structurels pour former de plus grande accumulation lors de I'apoptose (Tzifi et al.,
2012).

1.2.2.3. Protéines BH3 uniquement

Les protéines BH3 uniqguement comprennent BIM (médiateur interactif BCL-
2), PUMA (modulateur régulé a la hausse de I'apoptose p53), BID (agoniste de la mort
du domaine interactif BH3), BIK (tueur interactif BCL-2), BAD (BCL-2 promoteur de la
mort associé), BMF (facteur de maodification BCL-2), Hrk (Harakiri) et NOXA
(dommage) (Birkinshaw and Czabotar, 2017; Happo et al., 2012) qui ont une
homologie avec les protéines de la famille BCL-2 dans un seul domaine (Anilkumar
and Prehn, 2014).

2.1.3.Structure du gene et des protéines BCL-2

Le géne BCL-2 code pour une protéine de la membrane mitochondriale
externe intégrale qui bloque la mort apoptotique de certaines cellules telles que les
lymphocytes. Ce géne se localise dans les chromosomes 14 et 18, dans un
emplacement de 18g21.33, avec la présence de 6 exons (D’aprés NCBI). Ce géne
code pour une protéine BCL-2.

La famille de protéines BCL-2 est caractérisée par la présence de quatre

motifs de séquence proportionnellement courts appelés domaines d'homologie BCL-2
(Tzifi et al., 2012).
Les structures tridimensionnelles des membres de cette familles se constituent
principalement de deux hélices alpha centrales, principalement hydrophobes avec une
longue boucle non structurée présente entre les deux hélices alpha, entourées de six
ou sept hélices alpha amphipathiques de longueurs variables (Fig 1.7) (Petros et al.,
2004).
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1- protéine BCL2 anti-apoptotique

BCL2

BCL-X,

BCL-w

HIHIHIE

McCL1

BCL2A1/8f11

Nt N N N N N

2

BCL-B

BH2 'I'Mj BAX

o
(B o s w ) e

3-Protéines pro-apoptotiques BH3 uniquement

[ i - = I
( - | puma

( - | noxa
( o ™ | HRK

Figure 1.7. Les protéines BCL-2. Représentation de protéines BCL-2 sélectionnées avec leurs

domaines BH, et leurs domaines transmembranaire (TM).

2.1.4. Réle des protéines BCL-2
Les protéines BCL-2 pro et anti-apoptotiques sont considérées comme des
protéines clés pour la régulation apoptotique qui permet le controle de 'homéostasie
contre le développement d’'un cancer ou la perturbation de l'intégrité mitochondriale
(Frenzel et al., 2009). Ce mécanisme se passe par une régulation classique de
'apoptose par laquelle les protéines BCL-2 anti-apoptotiques se lient et inhibent les
protéines pro-apoptotiques en contrdlant la libération du cytochrome c dans la voie
intrinséque du mitochondrie (Hardwick and Soane, 2013), ou l'apoptose est
dépendante des caspases ‘caspases-3, caspases-9, et Apafl (Zheng et al., 2000).
La suppression des protéines BCL-2 favorise la tumorigéne, ou les membres de la
famille BCL-2 pro-apoptotique puissent fonctionner comme des suppresseurs de
tumeurs (Coultas and Strasser, 2003).
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Le BAD favorise la mort cellulaire en antagonisant les protéines BCL-2 anti-
apoptotiques, le BAD endogéne et exogene protege fortement les cellules dérivées
de la mort neuronale (Hardwick and Soane, 2013). Enfin, le Bax permet la mort
cellulaire dans le systeme nerveux central au cours du développement, par
I'élimination des neurones nés déja morte de maniére dépendante de BAX (Sun et al.,
2004).

Les différents sous-groupes de protéines BH3 permet a l'organisme d'induire
sélectivement l'apoptose en surveillant de nombreux différents types de stress
cellulaire qui peuvent étre limités a certains sites subcellulaires (Shamas-Din et al.,
2013).

2.1.5.Signalisation

Les mitochondries sont des organites actifs qui peuvent se changer leur nombre
et leur morphologie dans les cellules saines (Chan, 2006). Le réle majeur et essentiel
des mitochondries est de fournir une myriade de services a la cellule, y compris la
production d'énergie, le tampon calcique et la régulation de I'apoptose (McBride et al.,
2006).

L’autodestruction est un mécanisme appelé mort cellulaire programmée ou
apoptose impligué dans une variété d’événement biologique (par la dynamique Ca2 +
des RE et des mitochondries modulées par la BCL-2). Il existe de multiples voies
cellulaires qui permettent le déclenchement de I'apoptose. Parmi elles, la vois
intrinséque pour laquelle la mitochondrie est I'organe central qui réagit avec les
membres de la familles BCL-2 pro et anti-apoptotique (Fig 1.8) (Jeong and Seol,
2008). Dans la voie respiratoire, il y a la libération de ROS, un acteur clé dans l'invasion
cellulaire. Les membres pro-apoptotiqgues multidomaines suppriment linvasion
cellulaire en diminuant la production de ROS et permettant par la suite la suppression

du phénomene apoptotique (Um, 2016).
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Figure 1.8. L’apoptose par la voie intrinséque (Ashkenazi et al., 2017). A la suite de
l'activation de la voie intrinséque par le stress cellulaire, les BH3 seulement inhibent les protéines anti-
apoptotiques BCL-2. L'activation et I'oligomérisation subséquentes des protéines BAK, et BAX entrainent
une perméabilisation de la membrane externe mitochondriale. Cela entraine la libération du cytochrome
¢ et du deuxieme activateur de caspase dérivé des mitochondries (SMAC ; également connu sous le nom
de DIABLO) des mitochondries. Le cytochrome ¢ forme un complexe avec la procaspase 9 et le facteur
d'activation de la protéase apoptose 1 (APAF1), ce qui conduit a l'activation de la caspase 9. La caspase
9 active ensuite la procaspase 3 et la procaspase 7, entrainant la mort cellulaire. L'inhibition de ce
processus par les protéines BCL - 2 anti-apoptotiques se produit par séquestration des protéines pro-
apoptotiques par liaison a leurs motifs BH3. BIM, médiateur de la mort cellulaire en interaction avec BCL
- 2.

2.1.6. BCL-2 et immunité anti-tumorale
Le BCL-2 est une nouvelle cible dans I'immunité anti-tumorale qui utilise des
stratégies de vaccination anticancéreuse combinée avec 'immunothérapie par I'ajout
des cytokines, ou des agents immunomodulateurs. L'inhibition de I'apoptose est une
caractéristique générale, et I'expression de genes anti-apoptose, par la survivine ou la
famille BCL-2, peut provoquer des effets anti-apoptotiques plus prononcés (Straten
and Andersen, 2010).
Pour une inhibition de la prolifération des lignées cellulaires, il faut la combinaison
des inhibiteurs MCL-1 et BCL-xL ou aussi les inhibiteurs MCL-1 et BCL-2 avec une

signalisation dépendante aux protéines BCL-2.
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Les lignées cellulaires cancéreuses vont étre reconnues et lysées par des
clones de cellules T spécifiques a BCL-2, et certaines par des cellules T spécifiques a
BCL-X (Straten and Andersen, 2010).

Les lymphocytes et les lymphomes ont démontré qu’une expression assez
importante de BCL-2 n’inhibe non seulement 'apoptose, mais favorise aussi la survie

a long terme et la croissance clonogénique continue (Coultas and Strasser, 2003).

2.1.7. Polymorphisme

Le disfonctionnement du géne BCL-2 est due & une mutation, cette derniére
peut engendrer différentes maladies tel que le cancer, I'une des maladies les plus
diagnostiquées. On cite : le cancer du sein, du poumon, du colorectal, de la prostate,
et de l'estomac... (Garcia-Aranda et al., 2018). La mutation peut également provoquer
des maladies auto-immunes par une insensibilisation aux auto-antigénes se traduisant
sous forme d'une tolérance (Li et al., 2006), mais aussi la schizophrénie qui est un
trouble psychiatrique impliquent dans l'altération de 'apoptose neurale (Glantz et al.,
2006).

3. PCR (Polymerase Chain Reaction)
3.1. Définition
La PCR est un test enzymatique simple, qui permet I'amplification d'un
fragment d'’ADN spécifique a partir d'un complexe d'ADN in vitro (Garibyan and
Avashia, 2013; Maheaswari et al.,, 2016). Dans les années 80, la PCR a été
développée par Kary Mullis, qui a recu le prix Nobel en 1994 (Valones et al., 2009).
La PCR peut étre effectuée en utilisant 'ADN (acide désoxyribonucléique)
source d'une variété de tissus et d'organismes (Garibyan and Avashia, 2013). Elle est
une excellente technique pour la détection rapide des agents pathogénes, y compris
ceux gui sont difficiles a cultiver (Valones et al., 2009).
3.2.  Principe
La technique de la PCR se base sur :
e L'ADN matrice est la séquence cible connue qui doit étre amplifiée et sa
longueur varie de 100 a 1 000 paires de bases ;
e LaTaq polymérase (Taq pol) permet de relier les différents nucléotides : dGTP,
dATP, dTTP, dCTP pour la synthése de brin complémentaire.
e Des paires d'amorces contenant des amorces sens et anti-sens, de longueur

de 16 a 20 paires de bases ;(Maheaswari et al., 2016).

15



Chapitre 1. Revue de la littérature

3.3. Etapes delaPCR
Les étapes de déroulement de la PCR sont les suivantes (Tab 1.1) :

1. Dénaturation de I'ADN — (La séparation des brins d’ADN doubles en deux brins
simples est réalisée par un chauffage a 94 °C)

2. Recuit primaire — (A 50-58 ° C, lorsque la paire d'amorces est mélangée avec
I'ADN cible dénaturé, I'amorce directe s'hybride & un site spécifiqgue a une
extrémité de la séquence cible d'un brin cible, et I'amorce inverse s'hybride a
un site spécifique a I'extrémité opposée de l'autre brin cible complémentaire)

3. Extension de la séquence d'ADN amorcée — (L'enzyme ADN polymérase
synthétise de nouveaux brins complémentaires par I'extension d'amorces a 72
° C. LaTaq Pol est couramment utilisée en raison de sa capacité a fonctionner
efficacement a des températures élevées) (Maheaswari et al., 2016 ;Lorenz,
2012).

Une fois 'amplification s’est produite, de larges méthodes sont disponible pour
détecter le produit. La plus simple est la migration par électrophorése sur gel d’agarose
(Lorenz, 2012), ou un gel polyacrylamide selon la taille du produit, qui apparaisse
comme une seule bande ressemblant a la taille de la séquence amplifiée. Cette
lumiere est fluorescente lorsqu'elle est claire par la lumiéere ultraviolette (Maheaswari
et al., 2016).

Tableau 1.1. les étapes standard d’'une PCR (Lorenz, 2012).

Les étapes des ,
P Température Temps Nombre de cycle
cycles
Dénaturation De 94°C 2 98°C 1 minute 1
initiale
Dénaturation 94°C De 10260
secondes
Recuit 5°C 30 secondes 2535
Dépendant de
Extension De 70°C a 80°C 'amplicon et de
’ADN polymérase
Extraction finale De 70°c a 80°C 5 minutes 1
Teneur 4°C Y 1
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4. Problématique et objectifs

4.1. Problématique

Le cancer est une maladie caractérisée par la division anarchique des cellules
stromales qui se transforment en cellules cancéreuses. Les cellules cancéreuses vont
étre éliminées par les réponses immunes innées et adaptatives. En revanche, ces
cellules peuvent toutes de méme échapper aux surveillances du systéme immunitaire
et se développer en métastase. Le géne BCL-2 code pour des protéines localisées sur
la membrane externe de la mitochondrie qui jouent un réle important dans la régulation

de la mort cellulaire (apoptose).

Un déséquilibre entre les fonctions pro-apoptotiques et anti-apoptotiques des
membres de protéines de la famille BCL-2 peut se traduire par une augmentation de
la protéine pro-apoptotique qui joue un réle de barriére apoptotique déclenchant ainsi
un cancer. Dans ce travail, nous allons s’intéresser au géne BCL-2 dont I'étude de son
rble nécessite la réalisation de plusieurs techniques de biologie moléculaire,
notamment la PCR. La réussite de cette derniére exige I'utilisation de bonnes amorces

afin d’amplifier correctement ce géne.

4.2.  Objectif

L’identification d’'une séquence d’oligonucléotides qui servira d’'une amorce pour une
PCR.

4.3. But

Ce travail consiste a concevoir des amorces spécifiques au gene BCL-2 associé a
Fimmunité anti-tumorale.
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Chapitre 2. Matériel et méthodes

1. Conception des amorces

L’amorce est un court fragment d’ADN ou une séquence d’oligonucléotides
simple brin de séquence connue qui est utilisée dans la technique de la PCR pour
'amplification de 'ADN (Glaser, 2005). Chacun de ces oligonucléotides hybrident un
brin d’une séquence d’ADN cible de fagon spécifique et complémentaire afin de
démarrer la synthése des séquences complémentaires a I'aide de 'ADN polymérase
(Mackay, 2002).

La conception des amorces de la région spécifique est une étape préliminaire
pour I'amplification de 'ADN. Une amorce doit étre complémentaire au brin d’ADN et
orientée dans le bon sens 5—3’ (Starks et al., 1976). Une amorce mal congue peut
engendrer un mauvais fonctionnement de la PCR, ou une faible production. La
séquence d’'amorce est obtenue par la synthése chimique et détermine plusieurs
paramétres, telles que la position et la longueur du produit, sa température de fusion

et finalement le rendement (Jane Gurr, 1991).

Pour concevoir de bonnes amorces, plusieurs caractéristiques doivent étre

requises :
1.1 La longueur d’amorce

Pour le succeés de la PCR, une amorce doit avoir une longueur comprise entre
18 a 24 bases spécifiques de la séquence et une température d’hybridation moins de
50°C. Plus 'amorce spécifique est longue plus I'hybridation est moins efficace (Lorenz,
2012).

1.2 Latempérature de fusion (Tf)

Pour un résultat meilleur, la température de fusion doit étre comprise entre
55 et 75°C (Higgins et al., 2019).

1.3 La spécificité et la complémentarité

Il faut que les amorces soient spécifiques et uniques de la région a amplifier du
génome car I'amplification d’une autre région du génome donnera des produits
aspécifiques. De plus, il faut que les amorces ne présentent aucune homologie intra-
amorces ou inter-amorces car elles peuvent former des structures doubles brins
(épingle a cheveux), ce qui provoquera par la suite une perturbation de I'hybridation
(Jiang et al., 2018).
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1.4 Lateneur en C/G
Une hybridation optimale nécessite un pourcentage de 50% en CG. De plus, il
faut que 'amorce soit dépourvue de poly-C et de poly-G qui peuvent engendrer une

hybridation non spécifique I'amorce (Lorenz, 2012).

1.5 La séquence a I’extrémité 3’

La mise en ceuvre de I'extrémité 3’ des amorces est primordiale pour la
diminution du processus de désamorcage, car elle favorisent des liaisons
d’hydrogénes plus entre les résidus CG, et ainsi éviter le phénoméne de

complémentarité (Ferrara et al., 2018).

Il est a noter que I'amorce spécifique choisi doit avoir un nombre inférieur a

1000 bases et les produits aspécifiques doivent étre tous supérieur a 1000 bases.

2. Conception des amorces pour amplifier le géne BCL-2

2.1. Détermination de la séquence du géne BCL-2

La base de données « Ensembl » « www.ensembl.org » est utilisée pour

connaitre la séquence du géne BCL-2 (Fig 2.1).

LoginRegister

)| BLASTBLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads Help & Docs | Blog

a Human (GRCh38 p13) v

(Locaion: 18/63,123,346-63,320,128
Gene-based displays

Gene: BCL2 ensG00000171791

Description BCL2 apoptosis regulator [Source HGNC Symbol. Acc HGNC 9904
Gene Synonyms Bdk-2, PPP

Location 128 reverse strand

About this gene

ripts (splice varants). 301 crthologues. 7 paralogues. is a member of 1 Ensembl protein family and is associated with 67

Transcripts

Biotype UniProt Flags

RefSeq Match
2 | Protein coding 4

104152 TSL1 | GENCODE basi = APPRIS P3
TSL1 GENCOOE bask APPRIS P3
TSUNA GENCODE basic  APPRIS ALT2

572  Noprotein | Processed transcript - TSU4

a | Protein coding

20522 | Protein coding

Nome BCL2 & (HGNC Symbol)
cCcos This gene is a membar of the Human CCOS set CCOS11961.1. CCOS45E82 10

Figure 2.1. Plateforme de la base de données Ensembl.

La figure 2.2 montre la séquence du gene BCL-2. Les caractéres en rouges
représentent les séquences codantes (exons), tandis que les caractéres en noir

représentent les séquences non-codantes (introns).
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Figure 2.2. La séquence du gene BCL-2 par la plateforme Ensembl

Afin de facilité la recherche des amorces spécifigues de ce géne. Une
séquence du géne BCL-2 qui comporte les introns et les exons a été copiée et collée
dans un document Word. Dans ce travail, nous avons choisi la séquence comportant

'exon 4 (la séquence encadrée dans le document Word) (Fig 2.3).

CCCICCCCICGCCCCCAGCCCCICATCIGI TATCGCCCCCCRATICTIATTATCGCCCCCCIT
GCCTGAGTGAACTCGCCCTTCTCTGAACCGTCATGGCCACCCCTTCTGCCACCAGGACAT
TCITGCTIGTATIGCTIGCTCCTGACCTCATAGARGGARMAGGAGTAGTITGCATTITICIC

GAATCCACCCCAGGGITTTGATCATGCCAGTCATGTTACAGATGCCCAGTARTTTICTG
CIGGGTITAGATGTITAGTCAGTTCGCAGGCTAGATTGGTCTTAGGGGAGGT AGCCCGGCCAT
AGGCARAARAGTAGCTTAGGGTCRCCGCAGTCAGTGTGGAGANGGGRATTTTGCGGGCGAR
ATCTGGACAGACGAATTTGACCARTCTATGAGGCTAATTATAGAAANAAACACANGANGG
GGGARAATTTCTTTCAGTAATTAGAGAGATGACAGAGARGCAGGGARTGCCCCTGATTGC
ATTATAGARGAGGAGATCAAGATGACTTCAGRAGTCATTIGCTGAANGGTACAARGAGAGC
TCAAGGTGAAAGGAGTCCCATTTITCCTTCTTGGT GGAGGCGCAGCTTAGTARCCTITGAG

Figure 2.3. La séquence de I’exon 4 du géne BCL-2

2.2. L’outil Primer-Blast

A l'aide de National Center for Biotechnology Information (NCBI), nous avons
utilisé l'outil Primer-Blast dans le site « www. ncbi.nlm.nih» pour la conception des

amorces spécifique du géne BCL-2 (Fig 2.4) (Ye et al., 2012).
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& > C @ ncbinim.nihgov/guide/all/ ®r 0O .

Sign in to NCBI

£ NCBI  Resources ™ How To

P
—=NCBI All D ( ;

S :“ S atabases v ||
Biotechnology Informatan

COVID-19 is an emerging, rapidly evolving situation.
Get the latest research from NIH: hittos Jvwaw nih govicoronavirus.

NCBI Home All Resources y
All || Databases || Downloads Subnﬁssinnw To
Chemicals & B10a Tools
Data & Software 1000 Genomes Browser
An interactive graphical viewer that allows users to explore variant calls, genotype calls and supporting evidence (such as aligned sequence reads)
DNA&RNA that have been produced by the 1000 Genomes Project
Domains & Structures
- ino Acid Explorer
Genes & Expression This tool aliows users to explore the characteristics of amino acids by comparing their structural and chemical properties, predicting protein sequence
Genetics & Medicine changes caused by mutations, viewing common substitutions, and browsing the functions of given residues in conserved domains.
Genomes & Maps T Micr
Homology Performs a BLAST soarch for similar sequences from selected complete eukaryotic and prokaryotic genomes.
Literature BLAST RefS "
Proteins Performs a BLAST search of the genomic sequences in the RefSeqGene/LRG set. The default display provides ready navigation to review alignments
h i I
Sequence Anslyals in the Graphics display.
Taxonomy BLAST Tutorials and Guides
Training & Tutorial This page links toa number of BLAST-related tutorials and guides, including a selection guide for BLAST algorithms, descriptions of BLAST output
[y SauRonel formats, of the for stand-alone BLAST, directions for setting up stand-alone BLAST on local machines and using the BLAST
Variation URLAPI
w.ncbinim.nih.gov/guide/all/#tools Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

Figure 2.4. Le site NCBI

Les étapes de la conception des amorces spécifiques du géne BCL-2 en
utilisant l'outil Primer-Blast sont présentées dans les figures 2.5 et 2.6.

Suppons finding human pheno!ypelgenctype 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.

Pri

e BLAST
Primer-B 6ol uses Primer3 to design PCR primers to a seq late. The p ial prod are then icall lyzed with a
BLAST search agamst user specified databases, to check the specificity to the target intended.

ProSplign

A utility for puting ali of proteins to genomic nucleotide sequence. It is based on a variation of the Needleman Wunsch global alignment
algorithm and specnf' ically accounts for introns and splice signals. Due to this algorithm, ProSplign is accurate in determining splice sites and tolerant to
sequencing errors.

PubChem Power User Gateway (PUG)
PUG provides access to PubChem services via a programmatic interface. PUG allows users to download data, initiate chemical structure searches,
standardize chemical structures and interact with the E-utilities. PUG can be d using either dard URLs or via SOAP.

PubChem Standardization Service
Standardization, in PubChem terminology, is the processing of chemical structures in the same way used to create PubChem Compound records from
contributors' original structures. This service lets users see how PubChem would handle any structure they would like to submit.

PubChem Structure Search

PubChem Structure Search allows the PubChem Compound Database to be queried by chemical structure or chemical structure pattern. The
PubChem Sketcher allows a query to be drawn manually. Users may also specify the structural query input by PubChem Compound Identifier (CID),
SMILES. SMARTS, InChl, Molecular Formula, or by upload of a supported structure file format.

PubMed Clinical Queries
A specialized PubMed search form targe!ed to clinicians and health services researchers. The page simplifies searching by clinical study category,
finding sy and g the medical genetics literature.

PubMed Tutorials
A collection of web and flash tutorials on PubMed searching and linking, saving searches in MyNCBI, using MeSH and other PubMed services.

Related Structures

The Related Structures tool allows users to find 3D structures from the Molecular Modeling Database (MMDB) that are similar in sequence to a query
protein. Although the query protein may not yet have a resolved structure, the 3D shape of a similar protein sequence can shed light on the putative
shape and biological function of the query protein.

Figure 2.5. L’outil Primer-Blast
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& 5 C & ncbinimanihgov/tools/primer-blast/

m) U.S. Nationa! Library of

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

* 00 @ :

NCBI National Center for Biotechnology Information Sign in to NCBI

Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).
Resetpage Save searchparameters Retrieve racentresults Publication Tips for finding.specific primers

PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq racord is preterred) & Cleat Range
CCCTECLCTEGLCCCCAGLCCCTCATCTGTTATCOCCCCCCATCTATTATCACCCCCCTTOLCTOAGTGAALTCGLLCTTC o F T
TerTeA ACCCETTC TCTTGCTTGTATIGETTGATCCTOACCTCATAGAAGGARACS 11| .. pooom ALl
AGTAGTTGCAT TTTTCTCTTGAATCCACCCCAGLATT T TGATCATGLCAGTCATE! reeceacTaaTtrctaere | | Forward primer |1 196 @ Clesr
GGTTAGATGTTAGTCAGT TGETGT GLCATAGGCAMARAGTAGCTTAGGATCA ¥ A i "

A Tt T ACGAATTTGACCAATCTATGAGGC TAATTATAGAA Reverse primer [480 |

Or, upload FASTA file | Cholsir un fichler | Aucun fichier cholsi

Primer Parameters
Use my own forward primer [
(5'>3 on plus strand) .
Use my own reverse primer | 1 Cleat
(5'->3' on minus strand) ! v 2

Min Max
PCR product size 170 1000
# of primers to return 10
Min Opt Max Max Tm difference

Primer melting temperatures 570 | 60.0 | 63.0 3 9
(Tem) : :

Exonlintron selection A rofseq mRNA sequence as PCR templato nput is fequired for options in the section &)
Exon junction span | No preference MR
Exon junction match Min 5" match  Min 3" match  Max 3 match

7 4 8
Mirmal and maximal number of bases that must anneal to exons at the 5" or 3' side of the junction &4

Figure 2.6. Analyse de la séquence d’intérét par le Primer-Blast.
Les amorces choisies doivent répondre aux critéres cités en haut.

3. Confirmation des résultats par in-Silico PCR

La spécificité de la paire d’'amorce choisi du géne BCL-2 va étre confirme par le
site in-Silico PCR.

<« (e @ genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr B =

UCSC In-Silico PCR

Genome: Assembly: Target Forward Primer: Reverse Primer
[Human ~] Dec. 2013 (GRCh38/hg38) v | [genome assembly v| | | [ submit |
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 to search

Target - If available, choose to query transcribed sequences.

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

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

Max Product Size - Maximum size of amplified region

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

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

Output

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

>chr22:31000551+31001000 TAACAGATTGATGATGCATGAAATGGG CCCATGAGTGGCTCCTAAAGCAGCTGC
TtACAGATTGATGATGCATGAAATGGGEEEt88CCagEEEtEEEEEstes
gactgcagagasaggcagggctggttcataacaagetttgtgegtcccan
tatg: tgaagtttt

tcattcc 5

gacttgctgtctgtasgggattggattatoctatttgagasattctgtta
tccagastggcttaccccacaatgctgasasgtgtgtaccgtaatctcan
agcasgctectec

ggcttcac
33BCactttgCtctcagctccacGCAGCTGCTTTAGGAGCCACTCATGAG

The + between the coordinates in the fasta header indicates this is on the positive strand.
Author

In-Silico PCR was written by Jim Kent. Interactive use on this web server is free to all. Sources and executables to run batch jobs on your own server are available free for academic,
personal, and non-profit purposes. Non-exclusive commercial licenses are also available. Contact Jim for details.

Figure 2.7. Le site in-Silico PCR
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1. Résultats de Primer-Blast

Afin de concevoir nos amorces spécifiques du géne BCL-2, nous avons utilisé

dans un premier temps le site Ensembl pour avoir l'intégrité du géne BCL-2. Ce dernier

est composé de 6 exons. Dans cette étude, le quatrieme exon a été choisi pour sa

taille idéale pour le site Primer. Ensuite, nous avons utilisé I'outil Primer-Blast sur la

base de données NCBI. Cette derniére, nous a permis d’avoir 10 paires d’amorces

propres au géne BCL-2 de I'exon 4.

S Query_1+ | Find:

®Graphical view of primer pairs
Yasian

@, T X Ao Tools~ | fFTracks» & ¥ -
G s0 o oo ied |10 ji40 60 |ie  |x0a (220|240 (260 [200 (300|320 |40 [0 [300 |00 [+23_ |44 |460 |0 [soo _ [520 40 [0 | 60E
(U} Primer pairs for 30FaTzpnéDShdroZsm3NGh ]
—_—
|
pmm—
prem—
—
=
—_—
=
—
p—
=
—
Priver 9 p—
Priner
b 28 |40 €0 |80 e [126_ |40 [\  [160 |260  |220 (240 |60 |280 (300|320 [390_ (360|380 |400  |eza |40 |4e0  [4Be SO0 (520 46 |e0 | 66

Query_1: 1,.600 (600 nt)

®Detailed primer reports

Primer pair 1

" ¥ Tracks shown: 24

Sequence (5'>3)

Forward primer CCTTCTGCCACCAGGACATT
Reverse primer TTACTAAGCTGCGCCTCCAC
Product length 491

Products on petentially unintended templates

product length = 281
Features sssociated with this product:
poptosis regulator Bel-2 isoform alpha

Forvard primer
Template

el CCTTCTGECACCAGGACATT 26
5T - R

Reverse primer 1

Template 63156837

TTACTAAGCTGEGCCTCCAC 28

product length = 1742
Features flanking this
Y t de:

>NC_000018 10 Homo sapiens chromosome 18, GRCh38.p12 Primary Assembly

63151408
63150956

>NC_000003.12 Homo sapigns chromosome 3, GRCh38.p12 Primary Assembly

Template strand Length  Start Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Plus 20 102 121 5996 5500 500 1.00
Minus 20 592 573 6011 5500 5.00 0.00

proguct length = 1563
Features associated with this product:
protein eyes snut homolog isoform 1 precursor

protein eyes shut homoleg isoform 4 precursor

Forward primer 1 CCTTCTGCCACCAGEACATT 20
Template 64867346 GA........ Teeenens c

Reverse primer 1

TTACTAAGCTGLECCTCCAC 20
Template 64665784 3 T

LCAL B

Forward primer 1 2
Template 43353435 43353454
Forward primer 1 CCTTCTGCCACCAGGACATT 28
Template 43355176 AGC....... Gevaranaan 43355157

>NC_000006 12 Homo sapiens chromosome 6. GRCh38.p12 Primary Assembly

64857327
64685803

>NC_000001.11 Homo sapiens chromosome 1, GRCh38.p12 Primary Assembly

Figure 3.1. Résultats de I’outil Primer-Blast

Parmi les paires d’amorces présentées dans la figure ci-dessus, nous avons

choisi la seconde paire d'amorces pour les raisons suivantes :

23



Chapitre 3. Résultats

La premiére paire d’amorces n’a pas été choisi parce qu’elle contient quelques
produits aspécifiques dont leur taille est inférieure & 1000 paires de bases.

La taille de notre paire d’amorces choisie est de 519 paires de bases (Fig 3.2).
Cette taille est comprise entre 250 a 900 paires bases. Le respect de ce critére
est important a fin d’éviter le phénoméne de saturation. En effet, plus la taille
de 'amorce est supérieure a 1000 paires de bases, plus 'amorce devient
difficile a amplifier.

Pour de meilleurs résultats d’hybridation, 'amorce a besoin d’'une température
entre 55°C a 72°C (cette température correspond a une longueur de I'amorce
de 18-24 bases). Notre paire répond parfaitement a ce critere car sa
température correspond 59°C (Fig 3.2).

La longueur des amorces est proportionnelle a l'efficacité de I'hybridation. De
plus, la température d’hybridation doit étre optimale pour une longueur
d’amorce entre 18 a 24 bases. Dans ce contexte, nous avons choisi la paire
d’amorces dont la taille est de 20 nucléotides (Fig 3.2). Plus I'amorce est
longue, moins I'hybridation est efficace.

Enfin, La teneur en GC est de 55% pour 'amorce du brin sens et anti-sens

choisi. Ce pourcentage est compris entre 40 et 60%.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 3.1.

Primer pair 2

Sequence (5°->37) Template strand Qeﬂt_tDStan Slop@ GC%) Self complementarity Self 3' complementarit;

Forward primer GCCCTTCTCTGAACCGTCAT Plus 20 75 94 59.75 5500 3.00 2.00
Reverse primer GTTACTAAGCTGCGCCTCCA Minus 20 593 574 6011 5500 500 0.00 ‘
Product length 519

Products on potentially unintended templates
>NC_000018.10 Homo sapiens chromosome 18, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 519
Features associated with this product:
optosis regulator Bcl-2 isoform alpha

Formard primer 1 GCCCTTCTCTGAACCGTCAT 2@
63

Template L 63151435
Reverse primer 1 GTTACTAAGCTGCGCCTCCA 28
Template 63150936 ......cuiiniinennens 63150955

>NC_000015.10 Homo sapiens chromosome 15, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 2326
Features associsted with this product:
GRAM domain-containing protein 24 isoform X6

GRAM domain-containing_protein 2a

Forward primer 1 GCCCTTCTCTGAACCGTCAT 22

Template 72169916 CAG....vivnens A...C. 72189897
Reverse primer 1 GTTACTAAGCTGCGCCTCCA 29
Template 72167591 .CCT.G......... A.... 72167610

>NC_000021.9 Homo sapiens chromosome 21, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 3448
Features flanking this product:
567324 bp at 5' side: meural cell adhesion molecule 2 isoform X7

3476979 bp at 3' side: 395 ribosomal protein L39, mitochondrisl isoform a

Forward primer 1 GCCCTTCTCTGRACCGTCAT 20

Template

22105288 TAR......... G..T.... 22185299

Reverse primer 1 GTTACTAAGCTGCGCCTCCA 28

Template

22188727 ...GAC..A. AL 2210887098

Figure 3.2. Caractéristiques de la paire d’amorce choisie
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2. Résultats d’in-Silico PCR

La paire d’amorce choisie a subit une confirmation par une In-Silico PCR en
utilisant le site http/génome.ucsc.edm/. Le résultat de la confirmation obtenu (Fig 3.2)
nous montre que nos amorces se localisent sur le chromosome 18, ce qui a confirmé

la spécificité de ses amorces du géne BCL-2.

Mirrors 0 s My Data 0 Help About Us

ucsc In-Silico PCR

Genome: Assembly. Target
C EF ke CAT GTTACTAR TCCA submit

Human v Dec 2013 (GRCh38/hg38) * genome assembly ¥ Geec
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 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 region.

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

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

TCTGAACCGTCATggecaccecttctgecaccaggacattctt
gotco tgeatt
Ttee 8 atgtracags

gctgggttagatgttagtcagtty
gEtgttaggggaggtagcccggccataggcanasaagtagcttagggtca

atgaggctaat

EAg 3B t

8225 BB
tretccttettggT

GGAGGCGCAGCTTAGTAAC

Primer Melting Temperatures

Forvard: 61.6 C geccttctctgasccgreat
Reverse: 60.5 C gttactaagctgcgectcea
The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3

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

Figure 3.2. Résultats d’in-Silico PCR.
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives

Le cancer est devenu un probléme majeur dans la santé publique. Le nombre
de personnes atteints est en perpétuelle augmentation. L'OMS estime que le nombre

de cancéreux atteindra 15 millions de cas d’ici 2020.

Le cancer est synonyme de division anarchique ou incontrélée des cellules
somatiques qui lorsqu’il atteint différents organes, il devient une métastase. La maladie
se développe suite a une activation des oncogénes et a l'inactivation du processus
d’apoptose qui est contr6lé par le gene BCL-2. Ce dernier assure la régulation
cellulaire entre les différents membres de protéines de la famille BCI-2, qui se situent

sur la membrane externe de la mitochondrie.

Au cours de ses derniéres années, I'étude de I'expression de ce géne pourrait
offrir de nouvelles alternatives dans la thérapie anti-cancéreuse. Cette étude nécessite

la réalisation d’'une PCR afin d’amplifier le géne BCL-2.

Dans cette étude, nous avons congus des amorces, en utilisant I'outil bio-
informatique, afin de réaliser ultérieurement une PCR et amplifier le géne BCL-2. Cette
étape est trés importante dans la compréhension du devenir de cancer et la recherche
des thérapies anti-cancéreuses. La paire d’amorce choisie a répondu a tous les
critéres de choix de bonnes d’amorces. Bien que ce résultat ait été confirmé par une

PCR virtuelle, la réalisation d’in vitro PCR est fortement recommandée.
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Résumé

Introduction : Le cancer est 'une des causes majeures de décés dans le monde. L'immunité anti-tumorale
joue un réle important dans la défense de I'organisme contre les tumeurs, et est également responsable du
contréle de la majorité des tumeurs. Le géne BCL-2 est responsable de I'apoptose cellulaire qui est supposée
avoir un effet anti-tumoral.

Objectif : L'objectif de ce travail consiste a concevoir des amorces spécifiques au géne BCL-2 associé a
Fimmunité anti-tumorale.

Matériels et méthodes : La conception des amorces pour le gene BCL-2 a été effectuée en utilisant I'outil
Primer-Blast du site « www.ncbi.nih.gov ».

Résultats : A cause des produits aspécifiques supérieurs a 1000 paires de bases, la seconde paire des
amorces a été choisie. Cette paire répond également a tous les criteres des bonnes amorces.

Conclusion : la paire des amorces choisie servira a amplifier par une réaction de polymérisation en chaine
(PCR) le gene BCL-2 afin d’étudier son réle dans 'immunité anti-tumorale.

Mots clés : Cancer, Géne BCL-2, PCR, Amorces.

Abstract

Introduction: Cancer is one of the leading causes of death in the world. Anti-tumor immunity plays an
important role in the body's defense against tumors, and is also responsible for the control of the majority of
tumors. The BCL-2 gene is responsible for cell apoptosis that is supposed to have an anti-tumor effect.

Objective: The aim of this study is to design primers specific to the BCL-2 gene associated with anti-tumor
immunity.

Materials and methods: The design of primers for the gene BCL-2 was performed using the Primer-Blast
tool from the Site "www.ncbi.nih.gov".

Results: Because of the nonspecific products greater than 1000 base pairs, the second pair of primers was
chosen. This pair also meets all the criteria for good primers.

Conclusion: the selected pair of primers will be used to amplify by polymerase chain reaction (PCR) the
BCL-2 gene in order to study its role in antitumor immunity.

Keywords: Cancer, BCL-2 gene, PCR; Primers.
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