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Abstract

Résumé :

Introduction : SOCS3 joue un role essentiel dans la régulation de la réponse inflammatoire
et au processus apoptotiqgue grace a linhibition au niveau de la voie de signalisation
JAK2/STATS3 par plusieurs facteurs.

Objectif : Concevoir des amorces du géne SOCS3 par Primer BLAST afin de pouvoir étudier

son rble dans la régulation de la réponse inflammatoire et le processus apoptotique.

Matériel et méthodes : Nous avons réalisé une étude bio-informatique pour trouver la

séquence du gene SOCS3 sur le site www.ensemble.org , puis a partir de la plateforme de la

NCBI on a utilisé le primer blast pour obtenir une bonne paire d’amorce de géne SOCS3 et

on a ensduite confirmé leurs spécificités en confirmant les résultats par PCR in silico.

Résultats : A la fin de notre étude sur primer blast nos résultats montrent que la paire
d’amorce numéro 3 est la bonne paire d’amorce avec un produit spécifique de 502pb et le
reste sont aspécifiques supérieur a 1000pb, avec une longueur d’'amorce de 20 bases et une

température de fusion de 60° C et une teneur de GC de 60 %.

Conclusion : A partir de cet outil de conception des amorces nous avons pu obtenir notre
paire d’amorce du géne SOCS3 qui se situe sur le chromosome 17. Ceci nous permettra
d’étudier le réle de SOCS3 dans la régulation de la réponse inflammatoire et le processus

apoptotique.

Mots clés : SOCS3, la réponse inflammatoire, 'apoptose, PCR, amorce
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Abstract

Abstract

Introduction : SOCS3 plays an essential role in the regulation of the inflammatory response
and the apoptotic process thanks to the inhibition at the level of the JAK2 / STATS3 signaling

pathway by several factors.

Goal : Design primers for the SOCS3 gene using Primer BLAST in order to be able to study

its role in the regulation of the inflammatory response and the apoptotic process.

Material and methods : We carried out a bioinformatics study to find the sequence of the

SOCS3 gene on the site www.ensemble.org , then from the NCBI platform, we used the

primer blast to obtain a good pair of SOCS3 gene primer and we then confirmed their

specificities by confirming the results by insilico PCR.

Results: At the end of our primer blast study our results show that primer pair number 3 the
correct primer pair with a specific product has 502bp and the rest are nonspecific greater
than 1000bp, with a primer length of 20 bases. and a melt temperature of 60 ° C and a GC
content of 60.

Conclusion: From this primer design tool we were able to easily obtain our primer pair for
the SOCS3 gene which is located on chromosome 17. This will allow us to study the role of

SOCS3 in the regulation of the inflammatory response and the process. apoptotic.

Keywords : SOCS3; inflammatory response; apoptosis; PCR. primer
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Introduction

Introduction

La réponse inflammatoire est une mécanisme essentiel de la santé et des maladies
humaines. La premiére description de I'inflammation par le Romain, Cornelius Celsus, au 1er
siecle a défini les symptdmes cliniques des maladies inflammatoires. Quatre signes
cardinaux d’inflammation ont été identifiés : rubor et tumeur cum clore et Dolores (rougeur et
gonflement avec chaleur et douleur). Le développement de la maladie a été défini comme un
déséquilibre des quatre signes cardinaux L’inflammation est initi€ comme une réponse
protectrice aux défis avec des agents pathogénes ou des corps étrangers, ou des blessures
(Freire and Van Dyke,2013),

L’apoptose est la mort cellulaire programmée qui est un terme collectif désignant divers
processus provoquant un suicide cellulaire étroitement induit et étroitement contrélé (Daneva
et al., 2016)

L'inflammation pourrait étre due a la sénescence cellulaire (Franceschi and Campisi,
2014).

Le suppresseur de la signalisation de cytokine3 (SOCS3) est un membre important de la
famille des inhibiteurs de la voie de signalisation des cytokines et la molécule la plus critique
dans la régulation négative de la voie de signalisation JAK / STAT3. La régulation de
I'expression de SOCS3 peut inhiber I'activation d'une série de cytokines comprenant JAK et
STAT dans la voie de signalisation JAK / STAT (Liu et al. 2019)

SOCS3 joue un réle essentiel dans la régulation de la réponse inflammatoire par l'inhibition

de STATS3 qui induit a la supprimassions des cytokines liée a IL6 (Kubo et al., 2003)

Il joue aussi un autre rdle de régulation dans la processus apoptotique par l'inhibition de la
voie de signalisation JAK2 / STAT3 qui induit a 'augmentation de I'inflammation qui favorisé

I'apoptose et amélioré aussi leur une régulation dans le corps humain (Liu et al. 2014)

La PCR est une technique biologique moléculaire puissante qui permet une détection
sensible, spécifique et précise des espéces ou groupes microbiens souhaités dans un
échantillon environnemental, indépendamment de la subculture (Rinttila et al., 2020).Ainsi
elle consiste a utiliser ,de maniéré répétitive ,'une des propriétés des ADN polymérases
celle de ne pouvoir synthétiser un brin complémentaire d’ADN qu’a partir d’'une amorce qui
est une petite séquence d’ADN utilisé pour démarrer la réplication de I'ADN lors de la PCR
c’est donc une séquence complémentaire a une région situé au début de 'ADN que l'on

veut amplifier, il faut bien choisir 'amorce pour que I'efficacité de la PCR soit optimal



Introduction

L’objectif de notre travail était de concevoir des amorces du géne SOCS3 par Primer
BLAST afin de pouvoir étudier son role dans la régulation de la réponse inflammatoire et le
processus apoptotique.
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Chapitre 1. Revue de la littérature
1 Réponse inflammatoire et processus apoptotique :
1 1 Généralité:

L'inflammation représente une réponse fondamentale aux blessures microbiennes,
chimiques et physiques. La production de meédiateurs inflammatoires dépend d'une
signalisation intracellulaire étroitement régulée par des facteurs de transcription sensibles au
stress en tant qu'activateurs positifs du programme génétique pro-inflammatoire (Jo et al.,
2005)

C’est une réponse biologique du systéme immunitaire qui peut étre déclenchée par
divers facteurs notamment des agents pathogénes, des cellules endommagées et des
composeés toxiques. Ces facteurs peuvent induire des réponses inflammatoires aigués. Elle
agit en supprimant les stimuli nuisibles et en initiant le processus de guérison. L'inflammation

est donc une mécanisme de défense indispensable a la santé (Chen et al., 2018).

I'apoptose ou bien La mort cellulaire programmée c’est un terme générique désignant
diverses formes de suicide cellulaire génétiquement codé et contrblé activement qui
présentent généralement un avantage sélectif pour un organisme (Daneva et al., 2016),
cette mort cellulaire régulée est classiqguement appelée la mort cellulaire programmée en

raison de son exécution a travers un ensemble défini de mécanismes génétiguement codés.

L'apoptose est la forme de mort cellulaire programmée la plus étudiée et elle est
essentielle au développement de l'organisme. Dans I'apoptose, la mort est exécutée par des
programmes moléculaires intrinséques dans la cellule pour s'assurer gu'il n'y a pas d'impact

sur les cellules vivantes environnantes (Kesavardhana et al., 2020).

L'inflammation pourrait étre due a la sénescence cellulaire (Franceschi and Campisi,
2014).

2_Réponse inflammatoire :
2 1 Définition :

La réponse inflammatoire est une composante clé de I'immunité innée antivirale ou les
Troubles inflammatoire détériorent la santé des victimes et entrainement la mort dans de

nombreuses maladies virales (Liu et al., 2019b).
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Cette réponse inflammatoire se fait par une libération de médiateur inflammatoire et le
recrutement des leucocytes circulants qui s’activent au site inflammatoire et libérent d’autre
médiateurs (White et al., 2011).

Elle désigne la capacité de la composante innée du systeme immunitaire a réagir a
une contamination ou a une infection. Une réponse cellulaire et biochimique orchestrée du
corps aux blessures ou aux infections. Elle se divise en deux class aigué et chronique. La
réponse se compose de composants cellulaires et exsudatifs. Ceux-ci impliquent le
mouvement des globules blancs et des protéines contenant des fluides et des anticorps dans

le tissu pour réparer les dommages et inactiver un agent étranger (Whiteetal.,2011).

Ces réactions inflammatoires étaient phénoménologiqguement décrites dans les temps

anciens (Kuprash and Nedospasov, 2016)
2 2 Composants de la réponse inflammatoire :
Une réponse inflammatoire elle se compose en quatre composants :

Les inducteurs inflammatoires.
Les capteurs qui les détectent.

Les médiateurs inflammatoires induits par les capteurs.

SNEENEE NN

Les tissus cibles qui sont affectés par les médiateurs inflammatoires (Medzhitov,
2010).

2 3 Lestypes delaréponse inflammatoire :

L'inflammation aigué, l'inflammation chronique et la réaction de corps étranger sont
généralement considérées comme des événements précoces survenant dans la réponse

immunitaire innée (Netea et al.,2017).
2 4 Effet de laréponse inflammatoire :

La réponse inflammation elle se caractérise par des rougeurs, des gonflements, la
chaleur, de la douleur et une perte de la fonction tissulaire, qui résultent des réponses

cellulaires immunitaires, vasculaires et inflammatoires locales a infection ou a la blessure.

Les événements microcirculatoires importants qui se produisent pendant le processus
inflammatoire comprennent les changements de perméabilité vasculaire, le recrutement et

accumulation de leucocytes et la libération de médiateurs inflammatoires (Chen et al., 2018).
2 5 Les voies principales dans la réaction inflammatoire :

La réponse inflammatoire est souvent importante dans la progression pathologique

d’'une maladie organique. Trois voies principales, NF-kB, MAPK et JAK-STAT, jouent un role



Chapitrel. Revue de la littérature

majeur dans inflammation, et une dérégulation une ou plusieurs de ces voies peut entrainer

une maladie associée a 'inflammation (Chen et al., 2018).
2 5 1 Voie JAK-STAT :

La voie JAK-STAT implique diverses cytokines, facteurs de croissance, interférons et
molécules apparentées, telles que la leptine et hormone de croissance, et constitue un
mécanisme de signalisation par lequel des facteurs extracellulaires peuvent controler
expression des genes Les JAK associés aux récepteurs sont activés par des ligands et se
phosphorylant les uns les autres, créant des sites accueil pour les STAT, qui sont des
facteurs de transcription latents cytoplasmiques. Les STAT cytoplasmiques recrutés sur ces
sites subissent une phosphorylation et une dimérisation ultérieure avant la translocation vers
le noyau La phosphorylation de la tyrosine est essentielle pour la dimérisation de STAT et la
liaison & ADN. Par conséquent, la signalisation JAK / STAT permet la traduction directe d’'un
signal extracellulaire en une réponse transcriptionnelle. Par exemple, la liaison des membres
de la famille IL-6 aux récepteurs de la membrane plasmique active les protéines JAK-STAT.
Les protéines STAT transloquées dans le noyau se lient aux régions promotrices du géne

cible pour réguler la transcription des génes inflammatoires (Chen et al., 2018).
2 6_Mécanisme de laréponse inflammatoire

La réponse inflammatoire est l'activation coordonnée des voies de signalisation qui
régulent les niveaux de médiateurs inflammatoires dans les cellules tissulaires résidentes et

les cellules inflammatoires recrutées dans le sang (Lawrence, 2009).

Bien que les processus de réponse inflammatoire dépendent de la nature précise du
stimulus initial et de sa localisation dans le corps, ils partagent tous un mécanisme commun,

qui peut se résumer comme suit ((Chen et al., 2018) :

Les récepteurs du modéle de surface cellulaire reconnaissent les stimuli nuisibles.
Les voies inflammatoires sont activées.

Les marqueurs inflammatoires sont libérés.

P N PR

Des cellules inflammatoires sont recrutées.
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Figure.1l: mécanisme de laréponse inflammatoire (Netea et al., 2017)

Les voies inflammatoires agissent sur la pathogenése d'un certain nombre de maladies
chroniques et impliquent des médiateurs inflammatoires et des voies de régulation courants.
Les stimuli inflammatoires activent des voies de signalisation intracellulaires qui activent
ensuite la production de médiateurs inflammatoires. Les stimuli inflammatoires primaires, y
compris les produits microbiens et les cytokines tels que [linterleukine-13 (IL-1B),
l'interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale-a (TNF-a), méditent I'inflammation par
l'interaction avec les TLR, IL -1 récepteur (IL-1R), récepteur IL-6 (IL-6R) et récepteur TNF
(TNFR) (Chen et al.,2018).

L'activation des récepteurs déclenche d'importantes voies de signalisation
intracellulaires, y compris la protéine kinase activée par un mitogéne (MAPK), le facteur
nucléaire kappa-B (NF-kB) et la transducteur de signal et l'activateur des voies de

transcription (STAT) du facteur nucléaire kappa-B (NF-kB) (Hendrayani et al., 2016).

3_Processus apoptotique :
3 1 Définition :

L’apoptose ou bien la mort cellulaire programmée est un mécanisme de suicide

physiologique dépendant du signal qui préserve I'hnoméostasie en maintenant I'équilibre
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Délicat entre la prolifération cellulaire et la mort cellulaire. En plus de servir tous ces divers
spectres de fonctions, il sert comme un mécanisme de défense contre les virus et
probablement d'autres agents infectieux, tels que les bactéries intracellulaires et les
parasites (Srivastav et al., 2014).

Cette mort cellulaire contrdlée par les propres mécanismes de la cellule. la description
de L'apoptose a une fonction régulatrice importante pour le développement et le maintien de
I'organisme. Le but de ce processus pour tuer tout les cellules indésirables et inutiles dans le
corps peut étre physiologique dans les situations suivantes : développement et homéostasie,

mécanismes de défense et vieillissement cellulaire (Baum, 2018).

Cette dernier elle ce caractérisée par un retrait cellulaire, une condensation nucléaire
avec fragmentation de I'ADN, une hémorragie membranaire et une décomposition en corps

apoptotiques rapidement phagocytés (Bidere et al., 2006)

L’apoptose limite les réponses immunitaires par des médiations cellulaires (Jeremias et al.
2000).

3_2 Les Types de la voie d’apoptose :
C’est Deux voies d'apoptose sont :
3 2 1 Lavoieintrinseque:

Egalement appelée la voie mitochondriale, opére dans l'apoptose contrlée par le
développement et Médie par un agent génotoxique est régulée par les membres de la

famille Bcl-2
3 2 2 Lavoie extrinséque :

Elle est déclenchée par des facteurs de mort de la famille TNF (FasL, ligand Fas; TNF-
a. Ces facteurs sont synthétisés sous forme de protéine membranaire de type deux avec
une structure homotrimérique et peuvent étre clivés de la membrane pour générer une

forme soluble.(Nagata,2018)
3_3_Les phases de I’apoptose :

Le processus d'apoptose peut étre divisé en 4 phases : stimulation, détection,

activation et dégradation.

La stimulation de I'apoptose peut également étre exogene stimulateurs endogénes
(par exemple ligand Fas ou CD 95, TRAIL, TNF une, Des poisons, des radiations, des
médicaments, des lymphocytes T cytotoxiques) sont déclenchés. Dans la deuxiéme phase,

la détection, I'apoptose est induite par ce signal de stimulation ou I'état métabolique modifié.
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La troisieme phase lactivation est caractérisée par la spécification d'activation des
mécanismes de destruction des cellules. Cela exclut spécifiquement I'activation des enzymes
(par exemple caspases) ainsi que leurs composants régulateurs (par exemple Bcl-2). La
cellule est déja morte dans la quatrieme phase. La condensation et la dégradation de 'ADN
est caractéristigue de cette phase. Dans cette phase, la cellule apoptotique est déja
reconnue et éliminée par d'autres cellules capables de phagocytose (Baum, 2018), et alors
'apoptose a une morphologie de la mort cellulaire programmée et donc un Changements

structurels dans la cellule mourante (Cohen et al., 1992)
3_4 Mécanisme d’apoptose :

L’apoptose est un mécanisme intrinséque de mort cellulaire silencieuse qui a évolué
pour effectuer le démantélement programmé des composants cellulaires pour 'homéostasie
cellulaire. Les caspases sont au cceur de ce processus et hydrolysent systématiquement les
protéines cellulaires clés dans une cascade complexe d'événements cellulaires. Parce que la
protéolyse médiée par la caspase est un événement irréversible, les caspases sont
synthétisées comme précurseurs monomeres inactifs. Les stimuli pro-apoptotiqgues amorcent
les cellules a initier la cascade de caspases, ce qui entraine l'activation induite par la
proximité des caspases initiatrices , cela active protéolytique ment les caspases effectrices, ,
le saignement membranaire, et la libération de corps apoptotiques et aboutissant finalement
a l'apoptose et a I'élimination des cellules mortes par phagocytose .Divers événements de
signalisation en amont tels que I'engagement des récepteurs de la mort (extrinséque) ou le

stress cellulaire (intrinséque) conduisent a des ensembles distincts de mécanismes

d'apoptose induisant la mort (Kesavardhana et al.,2020).

La voie de signalisation qui est activée dans la cellule pour s'autodétruire par apoptose
est complétement présente dans toutes les cellules du corps et conduit a la mort cellulaire en
guelques minutes ou quelques heures, c'est-a-dire que la majorité des protéines sont
présentes dans la cellule sous forme inactivée et n'ont qu'a toujours étre activé. Le Chemin
du signal est divisé en trois parties. Dans la phase initiatrice, la cellule regoit le signal de
mourir. Dans la deuxieme phase, les systemes effecteurs sont activés, qui sont contrélés par
des protéines régulatrices et provoquent la mort cellulaire. Dans la derniére phase, les
résidus cellulaires sont finalement phagocytés par les cellules voisines (Jeremias et al.,
2000).

4 Le SOCS3:
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4 1 Geénéralité:

Les cytokines sont des responsables clés de la régulation des processus biologiques
importants par l'intermédiaire de l'activation des récepteurs de la membrane plasmatique.
Une fois les cytokines se lient a leurs récepteurs membranaires spécifiques, la plupart d'entre
eux recruter la Janus kinase / transducteur de signal et activateur de la voie de transcription
(JAK / STAT), qui contréle la transcription de nombreux génes et régule ainsi la prolifération
cellulaire, la différenciation et I'apoptose des processus .la signalisation cytokine est modulé
par des protéines de la famille des suppresseurs de signalisation des cytokines (SOCS)
(Pedroso et al.,2019).

La famille SOCS de protéines structurellement apparentées est principalement sont
connues comme des régulateurs principal de rétroaction négative de la signalisation du
facteur de croissance et de linflammation (Stahl et al.,, 2012), ces protéines SOCS sont
induites par des cytokines et d'autres stimuli par exemple comme l'insuline, et fonctionnent
comme des inhibiteurs de rétroaction négative de la signalisation des cytokines(Rossa et al.,
2012). , ils assurant l'activation de la voie pour les processus cellulaires essentiels dans le
temps contrdlé pour éviter la pathologie. La famille SOCS se compose de huit protéines
structurellement similaires SOCS1 ; SOCS 2, SOCS3, SOCS4, SOCS5, SOCS6, SOCS7 et
CIS (protéine SH2 cytokine inductible)(White and Nicola, 2013).

L'importance de ces protéines SOCS dans la régulation de type | IFN production est en
partie reflétée par le fait que certains virus ciblent les protéines de SOCS pour atténuer

l'immunité antivirale de I'héte (Yu et al.2018).
4 2 Définition :

Le suppresseur de signalisation de cytokine 3 est un régulateur négatif de la
signalisation JAK-STAT (Ehrentraut et al. 2013), et 'un des régulateurs physiologique clé de
immunité innée et adaptative qui contréle plusieurs maladies immuno-inflammatoires et

régulateur de plusieurs voie de signalisation (Cheng et al., 2015).

SOCS3 est un membre important de la famille des inhibiteurs de la voie de
signalisation des cytokines et la molécule la plus critique dans la régulation négative de la
voie de signalisation JAK / STAT3. La régulation de I'expression de SOCS3 peut inhiber
I'activation d'une série de cytokines comprenant JAK et STAT dans la voie de signalisation
JAK / STAT (Liu et al., 2019a), elle a été caractérisé comme I'un des régulateurs négatifs les

plus cruciaux dans la voie de signalisation JAK2 / STAT3(Liu et al., 2019a).

4 3 Structure :


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/signal-transduction
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Les socs en générale sont des protéines qui ont un domaine SH2 central et un court
domaine C-terminal. Elles agissent comme des adaptateurs de substrat (Carow and
Rottenberg, 2014), se sont des protéines avec une organisation structurelle similaire qui
comprend un domaine N-terminal de 12 acides aminés appelé région inhibitrice de kinase
(KIR), qui est essentiel pour linhibition de la kinase JAk2. un domaine SH2 central
responsable de la liaison aux résidus de phosphotyrosine dans diverses protéines cibles et
également de la stabilisation de SOCS3 et un domaine C-terminal de 40 acides aminés
appelé boite SOCS qui est responsable de I'assemblage d'un complexe protéique qui forme
une ubiquitine ligase E3 fonctionnelle et cible son partenaire de liaison pour la dégradation

induite par l'ubiquitaire(Rossa et al., 2012)

Figure.2 : structure tridimentoinnel de SOCS3. (Chikuma et al., 2017)

SOCS3 est un protéine contenant SH2 qui se lie a la boucle d'activation des Janus
kinases, inhibant l'activité kinase et supprimant ainsi la signalisation des cytokines(Marine et
al., 1999)

4 4 L’Expression du géne SOCS3 :

L'expression de SOCS3 dans différentes populations de cellules myéloides et
lymphoides ainsi que dans diverses cellules non hématopoiétiques (Carow and Rottenberg,
2014).
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L'expression de SOCS3 peut étre observée dans les cellules endothéliales, les
macrophages, les CD, les lymphocytes, les neutrophiles et dans diverses cellules
épithéliales dans une large gamme de tissus humains normaux (White et al.,2011).

L'expression de la protéine SOCS3 par les leucocytes et d'autres types de cellules
dans des coupes tissulaires pourrait étre un marqueur utile de cellules subissant une

stimulation aigué ou chronique par des cytokines in vivo(White et al., 2011).

4.5. Rble de SOCS3:

v SOCS3 est un protéine essentielle pour réduire l'activité de cytokines inflammatoires
(Pedroso et al.,2019).

v' Régulation négative des cytokines qui signalent par voieJAK/STAT.

v"Inhibe de la transduction du signal des cytokines en se lient aux récepteurs de la tyrosine
kinase,notamment les récepteurs de la gp130.IL12 et deleptine.

v' La liaison a JAK2 inhibe son activité kinase.

v" Régule la signalisation de IL6in vivo (Duncan et al.,2017).

v SOCS3 est impliquée dans la régulation de la signalisation JAK-STAT induite par I'lL6
(Khan et al.,2019).

v' SOCS3 pourrait fonctionner comme gene suppresseur de la tumeur(Rossa et al.,
2012)(tableaul).

Tableaul : la protéine SOCS et ces principales fonctions (Duncan et al.,2017).

La protéine SOCS Fonctions

Régule l'activation des macrophages M1 en
inhibant la voie JAK2 / STAT1 induite par
SOCS1 l'interféron gamma et la signalisation TLR /
NF-kB

Polarisation M2 et limite la polarisation M1 et
SOCS2 Inhibiteur de rétroaction de I'activation
induite par le TLR dans lescellules

dendritiques

Régulation négative des cytokines qui

signalent par la voie JAK /STAT
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Inhibe la transduction du signal des
cytokines en se liant aux récepteurs de la
tyrosine kinase, notamment les récepteurs
SOCS3 gpl130, LIF, érythropoiétine, insuline, 1L12,
GCSF etleptine.
Régule I'apparition et lemaintiendes
réponses allergiqgues médiées par les
cellules T helper detype2.
Supprime I'érythropoiése dufoiefoetal.
Régule [l'apparition et le maintien des
réponses allergiqgues médiées par les
cellules T helper de type 2.
Régule la signalisation de I'lL-6 in vivo (par
similitude). Composant de reconnaissance
de substrat probable d'un complexe ECS de
type SCF (Elongin BC-CUL2 / 5-SOCS-box
protein) E3  ubiquitine-protein  ligase
complexe qui médie l'ubiquitination et la
dégradation protéasomaleultérieure des

protéinescibles

Régule la signalisation du facteur de
SOCS4 et SOCS6 croissance épidermique(EGF).

Régule les cascades de signalisation
probablement par ubiquitination et /ou

séquestration des protéines.
SOCS7 Fonctions de signalisation de l'insuline et de
I'hnoméostasie du glucose par
l'ubiquitinationde [I'lRS1 et la dégradation
duprotéasome

consécutive.

Régulation négative des cytokines qui
CIs signalent parla voie JAK / STAT5comme

I'érythropoiétine.
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4 6_Mécanisme de la signalisation de SOCS3 :

SOCS3 est un régulateur a la baisse de plusieurs voies de signalisation dans plusieurs
types de cellules (Riehle et al., 2008), le réle principal de SOCS3 résulte de sa liaison a la
fois & la kinase JAK et au récepteur de cytokine, ce qui entraine l'inhibition de l'activation de
STAT3. Les données disponibles indiquent également que SOCS3 peut réguler la
signalisation via d'autres STAT que STAT3 et contrdle également les voies cellulaires non
liées a l'activation de STAT. SOCS3 pourrait soit agir directement en entravant I'activation de
JAK, soit en médiant l'ubiquitination et la dégradation subséquente du protéasome du
récepteur de cytokine / facteur de croissance / hormone. L'inflammation et l'infection (Carow
and Rottenberg,2014).

SOCS3 régule la signalisation des cytokines ou des hormones (Carow and Rottenberg,
2014), SOCS3 est induits par plusieurs cytokines (STAT1 ou STAT3) est probablement
impliqguée dans cette induction. puis se lient directement aux kinases JAK, inhibant ainsi

I'activité de la kinase (Yasukawa et al., 2000).

Les cytokines induisent la dimérisation de leurs récepteurs apparentés, ce qui conduit a
la juxtaposition et a l'activation des Janus kinases (JAKS). Les JAK phosphorylent les
domaines cytoplasmiques des récepteurs, créant des sites d'accueil pour les protéines
cytoplasmiques telles que les transducteurs de signaux et les activateurs de transcription
(STAT). Apres la phosphorylation par les JAK, les STAT forment des diméres et migrent vers
le noyau pour activer les génes cibles, y compris ceux qui codent pour les suppresseurs de
la signalisation des cytokines (SOCS). Une fois produits, les membres de la famille de
protéines SOCS (y compris SOCS-1, SOCS-3 et CIS) réagissent sur la voie JAK-STAT pour

tempérer la transduction du signal.(Kile et al.,2002).
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Cytokine _ O

Figure 3 : mécanisme de signalisation de SOCS3 (Shi et al., 2020).

SOCSL1 et SOCS3 exercent leur rétroaction négative via plusieurs mécanismes distincts :
blocage des interactions domaine catalytique JAK-substrat protéique STAT pour terminer la
propagation du signal. inhibition compétitive de la liaison de JAK et STAT aux sites
d’ancrage a base de phosphotyrosine sur des récepteurs de cytokine activés (White et al.,
2011)

4 7 SOCS3 et larégulation de la réponse inflammatoire :

L'inflammation représente une réponse fondamentale aux blessures microbiennes,
chimiques et physiques. La production de médiateurs inflammatoires dépend d'une
signalisation intracellulaire étroitement régulée par des facteurs de transcription sensibles au
stress en tant qu'activateurs positifs du programme génétique pro-inflammatoire. (Jo et al.,
2005).

SOCS et la protéine SH2 inductible par les cytokines sont des régulateurs
physiologiques clés du systeme immunitaire. Principalement, SOCS3 régule les cellules T
ainsi que les cellules présentatrices d'antigéne, y compris les macrophages et les cellules
dendritiques. Nous passons ici en revue la fonction SOCS3 dans limmunité innée et
adaptative. .(Kubo et al., 2003)SOCS3 régule plusieurs voies de signalisation des cytokines,
il peut étre une cible thérapeutique utile pour les maladies auto-immunes. L'expression de

SOCS3 est augmentée dans les tissus enflammeés par rapport aux tissus normaux (Cheng et
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al., 2015), l'expression de SOCS3 est augmentée aux sites d'inflammation aigué et
chronique (Chen et al., 2019).

SOCS3 régule les maladies inflammatoires ou bien les réponses inflammatoires en
supprimant les cytokines liées a I'lL-6. La fonction des cytokines et des principaux
participants dans les modeles de polyarthrite rhumatoide est montrée. Dans les cellules T,
SOCS3 inhibe le biais de TH1 en supprimant la signalisation d'IL-12 et d'IL-6, ce qui entraine
la suppression de la production de TNF et d'IFN. Dans les cellules épithéliales et les
fibroblastes synoviaux, SOCS3 inhibe la signalisation IL-6-gp130-STAT3. Cela entraine la
suppression de I'hyperplasie tissulaire par inhibition de la production d'IL-6 autocrine et de la
production de facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), et la suppression de la
Fibrose par l'inhibition de la production de TGF et de la production de l'activateur du
récepteur du ligand NF-B (RANKL). Les chimiokines sont également des promoteurs de
l'inflammation. La production de ces cytokines et chimiokines inflammatoires est directement
ou indirectement stimulée par STAT3. Dans les macrophages SOCS3 fonctionne comme un
médiateur pro- inflammatoire en supprimant la signalisation de I'lL-6-gp130. . Etant donné la
preuve que I'expression forcée de SOCS3 peut inhiber I'activation de STAT3 médiée par IL-
6, il semble probable que SOCS3 est un régulateur négatif des maladies inflammatoires, en
particulier dans les maladies associées a une production élevée d'lIL-6.(Kubo et al., 2003)

Lymphocyte T ( (;) [ . <( TQ‘ o TNNFF_C:,

SOCS3 —
IL_6,IL_12
PDGF Prolifération
/"
» TGF R —_— Fibrose
_ lésions
T osseuses
. [ S
Synoviocyte RANKL d'activation
ostéoclastes
SOCs3 Chimiokines » Inflammation
4 R
¢R Chimiokines,
< 2 » Inflammation
e § IL_1,IL_6, >
Macrophage L L, IL_12, TNFo

Figure 4 :SOCS3 régulateur des maladies inflammatoires ou bien les réponses

inflammatoires (Kubo et al.,2003)
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SOCS3 régule les maladies inflammatoires ou bien les réponses inflammatoires en
supprimant les cytokines liées a I'lL-6. La fonction des cytokines et des principaux
participants dans les modéles de polyarthrite rhumatoide est présentée. Dans les cellules T,
SOCS3 inhibe le biais de T 1 en supprimant la signalisation de I'lL-12 et de I'lL-6, ce qui
entraine la suppression du TNF et de I'lFN- y production. Dans les cellules épithéliales et les
fibroblastes synoviaux, SOCS3 inhibe la signalisation IL-6 — gp130 — STAT3. Cela entraine la
suppression.(Kubo et al.,2003)

4 8 SOCS3, régulation de la réponse inflammatoire et processus apoptotique :

La voie de signalisation JAK / STAT, un moyen important de la transduction du signal des
cytokines, est étroitement liée a l'inflammation et I'apoptose, SOCS3 est impliqué dans la
régulation de la rétroaction négative de la voie de signalisation des cytokines JAK2 / STAT3.
Des études antérieures ont montré que SOCS3 joue un rdle important dans l'affection anti-
tumorale et favorise l'apoptose cellulaire en inhibant la phosphorylation de STAT3 et les
facteurs en aval, ce qui affecte directement les mécanismes moléculaires de I'apoptose. La
restauration de l'expression de SOCS3 dans les cellules qui est renversée pour SOCS3
pourrait bloguer la phosphorylation de STAT3 et inhiber la prolifération excessive de cellules.
Nous avons trouvé que l'expression forcée SOCS3. SOCS3 a favorisé l'apoptose et
l'inflammation via l'inhibition de la voie de signalisation JAK2 / STAT3 (Liu et al., 2015).

Socs3 a inhibé la voie de signalisation JAK2 / STAT3 et amélioré l'effet que SOCS3 a
favorisé I'apoptose. Ceux-ci ont confirmé que la voie de signalisation JAK2 / STAT3 était
nécessaire pour la fonction SOCS3, et que la surexpression de SOCS3 pouvait favoriser la

processus apoptotique en inhibant la voie JAK2 / STAT3 (Liu et al., 2014).

le blocage de la signalisation JAK2 / STAT3 peut considérablement atténuer les
réponse l'inflammatoire et I'apoptose car le SOCS3 est un régulateur de la rétroaction
négative du signal qui est induit par JAK2 / STAT3 (Jiang et al., 2020).
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Figure 5 :SOCS3 régulateur des maladies inflammatoires ou bien les réponses

inflammatoires

SOCS3 affecte l'inflammation et I'apoptose dans les cellules : la surexpression du géne
SOCS3 favorisé linflammation en augmentant I'expression de I'lL-6 et du TNF- tout en
inhibant la leptine. Le TNF a accéléré la cascade de caspases, y compris Caspase9 et
Caspase3. Ensuite, ils ont tous contribué a induire I'apoptose en inhibant I'activation de la
voie de signalisation JAK2 / STAT3 (Liu et al., 2014, 2015)

5 Technique de laréaction de polymérisation en chaine :
5 1 Définition :

La réaction de polymérisation en chaine quantitative en temps réel est un outil d'une
rare qualité qui, de maniére évidente, va bouleverser le domaine du diagnostic utilisant des
sondes nucléigues. Cette technique peut étre considérée comme une technique de clonage
moléculaire, en tube et trouve a ce titre de trés nombreuses proposes en recherche

fondamentale (Larzul, 1989).

Ainsi que la PCR est une stratégie de la biologie moléculaire puissante qui permet une
détection sensible, spécifique et précise des espéces ou groupes microbiens souhaités dans

un échantillon environnemental, indépendamment de la subculture (Rinttila et al., 2020).

Le développement de la PCR permit une véritable quantification des acides nucléiques
cibles hors du laboratoire de recherche pure et dans le laboratoire de diagnostic.(Mackay,
2002).par contre il y a des pieges qui compliquent la réaction produisant des résultats

erronés. Lorsque la PCR échoue, il peut conduire & de nombreux produits
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D’ADN non-spécifiques de différentes tailles qui apparaissent comme une échelle ou un

frottis de bandes sur des gels d’agarose (Lorenz,2012).
5 2 Principe:

Chaque essai de PCR oblige la présence d’ADN matrice, d'amorces, de 20 nucléotides
et d'’ADN polymérase. L'ADN polymérase est I'enzyme clé qui relie les nucléotides individuels
ensemble pour former le produit de PCR. Les nucléotides comprennent les quatre bases —
adénine, thymine, cytosine et guanine (A, T, C, G) qui se trouvent dans I'ADN.

La PCR est une technique trés sensible qui permet une amplification rapide d'un
segment spécifique d'ADN.

La PCR produit des milliards de copies d'un fragment d'ADN ou d'un gene spécifique,
ce qui permet la détection et l'identification de séquences géniques a l'aide de techniques
visuelles basées sur la taille et la charge.

Des versions modifiées de la PCR ont permis des mesures quantitatives de
I'expression Génique avec des techniques appelées PCR en temps réel (Garibyan and
Avashia, 2013)

5 3 Application delaPCR:

La PCR est devenue la méthode de choix pour la détection d’ADN et la RT-PCR pour
détecter 'ARN. Ces deux réactions ont révolutionné la génétique. En outre, la PCR a de
nombreuses applications diverses dans le diagnostic des maladies infectieuses pour la
détection de virus ou de bactéries, en médecine légale, tests de paternité, applications de
sécurité et une myriade d’autres fonctions commerciales comme la détermination du
nombre de copies transgéniques et les études de pharmacothérapie (Yuan et al., 2006) ;
(Ahrberg et al.,2016).

5 4 Les étapes de PCR:

L'ensemble du processus technique de PCR par plusieurs cycles, un cycle se compose de 3

étapes :

» La premiére étape est la dégénérescence continue de la matrice d'’ADN dans des
conditions de température élevée, a savoir 'ADN matrice a 93 - 94 °C dans la situation
de la chaine de dénaturation.

» La deuxiéme étape consiste a recuire 2 amorces Oligo nucléotidiques synthétiques et

la chaine d’ADN matrice 3. A la fin du refroidissement & 55 °C d'hybridation.
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>

La troisieme étape consiste a étendre, qui existent en méme temps dans 4 types de
substrat d NTP, a l'aide de I'ADN polymérase Taq, d'amorces en chaine le long de la
direction 5'-3 'et d'une nouvelle chaine de matrice complémentaire. Aprés ce cycle,
une nouvelle chaine est synthétisée qui peut étre poursuivie comme matrice d'ADN et
ainsi recyclée. (Jolly et al.,1975).

5 5 Lestypes de PCR:

>

YV V V V V

by

PCR a large spectre (amplification en chaine par polymérase) suivie d’un
séquencage.

DGGE (électrophorése sur gel a gradient dénaturant) ou électrophorése sur gel a
gradient de température(TGGE).

PCR suivie par T-RFLP (polymorphisme de longueur des fragments de restriction
terminaux) pour analyser la communauté microbienne via la technique de I'empreinte
digitale.

RT-PCR (reverse transcriptase -PCR).

PCR a amorcage arbitraire(AP-PCR).

PCRimbriquée.

PCRmultiplexe.

PCR en temps réel (Garibyan and Avashia,2013).
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Problématique

SOCS3 est 'une des protéines qui chez 'homme est codée par le géne SOCS3. Ce géne
code pour un membre de la famille de I'inhibiteur STAT. C’est 'un des membres de la famille
SOCS qui sont des régulateurs négatifs inductibles par les cytokines de la signalisation des
cytokines

Le suppresseur de signalisation de cytokine 3 est un régulateur négatif de la signalisation
JAK-STAT. C’est I'un des régulateurs physiologique clé de I'immunité innée et adaptative qui
contréle plusieurs maladies immun-inflammatoires et régulateur de plusieurs voies de
signalisation

Le blocage de la signalisation JAK2 / STAT3 atténue considérablement la réponse
inflammatoire et 'apoptose

Objectif

Concevoir des paires d'amorce du géne SOCS3 par primer blast

But

Obtenir une bonne paire d’'amorce de gene SOCS3 par la technique PCR pour qu’il puisse
nous permettre d’étudié le rble du géne au cours de la réponse inflammatoire et processus

apoptotique.
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Chapitre.2.matériel et méthodes

La conception des amorces pour la PCR:
La conception des amorces représente I'élément clé pour la réalisation d’'une bonne PCR, elle est
aussi utilisée pour trouver la position et la longueur de produit, ainsi que la température de la
fusion. Bien faite, elle permet de concevoir de bonnes paires d’amorce, par contre si il y'a une
amorce mal congue on aura un empéchement de la technique de la PCR, pouvant devenir

suffisamment compétitif pour inhiber la formation du produit.

La sélection des amorces:

Au cours du traitement de la PCR on a beaucoup de variables qui doivent étre prises en

considération :
La longueur des amorces:

Comme la spécificité, la température et le temps d'hybridation dépendent en partie de la longueur
de l'amorce. Ce parametre est essentiel pour le succés de la PCR. Une longueur des amorces
comprise entre 18 et 24 bases d’oligonucléotides est extrémement spécifique de la séquence, a
condition que la température d’hybridation soit optimale. La longueur de I'amorce est également

proportionnelle a I'efficacité de I'hybridation.
La température de fusion:

Se situe entre 56 et 62 °C et les deux séquences ne doivent pas différer de plus de 5°C.
La spécificité:

La spécificité de I'amorce dépend partiellement de la longueur de I'amorce. Les amorces doivent

étre spécifiques de la région qu’on veut amplifier.
Les séquences d’amorces complémentaires:

Pour les séquences d’amorce complémentaires, on doit éviter 'homologie intra-amorce car elle
meéne a la formation d’'un double brin en épingles a cheveux et elle provoque une perturbation de
I'hybridation des amorces et méme si il y'a une homologie dans I'extrémité 3'dans I'une des brins

d’amorce. Cette derniere provoque un arrét de la formation de produit.
La teneur enG/C
Le teneur doit étre compris entre 40-60%.

La séquence al'extrémité 3"
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Au cours d'une technique PCR la position terminal 3’est essentielle afin d’éviter les mésamorcage

et ainsi un arrét de I'état de réparation et d’'un autre coté augmente la température de fusion

3. Recherche de la séquence de géne socs3:

A partir du site « ensembl » on recherche la séquence de la référence du géene socs3. On
commence alors par une conception d’amorce qui débute par I'introduction du nom du géne socs3

dans le site « www.ensembl.org » avec une spécificité d’espéce humaine comme montré dans (la

figure6).
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Figure 6 : Site ensembl.org

Ensuite le site ensemble définit la séquence du géne humain de socs3 qui se trouve sous le nom

du ENSG00000484557 (figures 7, 8, 9, 10,11)
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Figure 7 : Description de géne socs3.

Le gene socs3 a partir de site ensembl.
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Figure 8 : Description de géne socs3.
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Figure 9 : La premiére partie de la séquence de socs3.
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FigurelO : Deuxieme partie de la séquence de socs3.
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Figurell : Troisiéme partie de la séguence de socs3.

Puis notre séquence est copiée dans un fichier Word et la séquence d’intérét est encadrée comme
montré dans la (figure12)
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Figure12 : La séquence d’intérét qui se trouve dans I’exon 2 de géne socs3.

4. Le design de primer :
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A l'aide des ressources du National Center For Biotechnologie Information (NCBI) nous avons

utilisé le logiciel Primer blast sur le site (www.ncbi.nlm.nih.gov) afin de concevoir les bonnes paires

d’amorces (figure13 etfigure14)
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Figure14 : L’outil primer blast.

Définition :


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

Chapitre2. Matériel et méthodes

Primer blast est un outil public & usage général qui aide les utilisateurs a concevoir des amorces
spécifiques a une cible. Primer-BLAST offre une flexibilité pour répondre aux différents besoins de
conception d'apprét. Les utilisateurs peuvent soit concevoir de nouvelles amorces, soit vérifier la
spécificité des amorces préexistantes. Notamment, Primer-BLAST incorpore un mécanisme
d'alignement global et est congu pour étre tres sensible dans la détection de cibles potentielles
d'amplification Enfin, il a la capacité de placer des amorces en fonction des limites exon / intron et

des emplacements SNP (Ye et al., 2012).

Les étapes suivantes expliqguent le démarrage de primer blast.

La premiére étape consiste a copier la séquence d’intérét dans le primer blast et il faut éliminer les

espéces entre les bases (figurel5)
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Figure15 : La séquence d’intérét dans le site primer blast.

Elle est suivie par la sélection de quatre lignes avant I'exone 2 pour obtenir le forwarde primer

comme le montre la figure suivante (figure16)
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Figurel6 : Le forwar primer

Puis on prend deux lignes pour la réverse primer (figurel7)
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Figurel? : Lareverse primer.

D’autre part dans des cadre spécifiques pour les deux amorces forwarde et réverse on écrit les

nombre des bases pour chacune (figurel8)
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Figurel8: Laréverse et le forward primer.

Alors on doit choisir un génome pour certains organismes et organismes homo sapiens, par la

suite on clique sur afficher dans une autre fenétre et puis le « get primer »(figure19)
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Figure19 : Paramétres de vérification de la spécificité des paires d’amorces.

Par la suite on clique sur soumettre (figure20) et aprés quelque secondes on obtient les dix paires

d’amorces suivantes (figure21)
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Figure 20 : Le bouton soumettre
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Figure 21 : Les dix paires d’amorces.
5. Analyse des résultats du primer blast:
Quand on doit choisir une bonne paire d’amorce, il faut qu’on réponde aux critéres suivants :

- Choisir le couple d'amorces qui donne le moins de produits aspécifiques, afin de n‘amplifier que

le produitétudié.
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- Les températures d'hybridation des deux amorces doivent étre le plus proches possibles, car la
température d'hybridation lors d'une PCR est programmée en une seuletempérature.

- Lateneur en GC doit étre proche de40%

- Ignorer les produits aspécifiques de plus de 1000 Pb, car lors d'une PCR il est moins probable
d'amplifier une séquence de plus delkb
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Chapitre3.résultats

Résultats de la conception des amorces :

>

>

Sur « primer blast »on obtient dix paires d’amorces dont une qui présente les
meilleures caractéristiques d’amorce.(figure22)

La paire d’'amorce numéro 3 est la bonne paire d’amorce utilisable pour la PCR avec
un seul produit spécifique a 502pb et des produits aspécifiques supérieurs a 1000pb
ainsi qu’'une température de fusion de 60°C et une longueur de 18 a 24 basse
(figure22)

La longueur d’'amorce est de 20 bases, en sachant que les oligonucléotides entre 18-
24 sont extrémement spécifiques de notre séquence, a condition que la température
soit optimale.

La longueur doit étre proportionnelle a l'efficacité d’hybridation, plus I'amorce est
longue moins I'hybridation est efficace

La teneur en GC est de 60% (doit étre comprise entre 50% et 70%)(figure22)
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Sequence (5'>3) Template strand Length  Stat Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3’ complementarity
Forward primer GCCTTTCTCTGCTGCGAGT Plus 19 183 201 6038 5789 500 3.00
Reverse primer GAAAAGCTCCCGGGACTGAG Minus 20 634 665 6039 60.00 800 300
Product length 502
Products on potentially unintended templates
>NC_000017.11 Homo sapiens chromosome 17, GRCh38.p12 Primary Assembly

28/07/2020

Figure22 : Résultats de primer Blast.

Confirmation des résultats:
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Nous avons réalisé une analyse de confirmation de nos résultats de primer Blast

grace au sitehttps://genome.ucsc.edul/.t (figure23)
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Figure23 :Le site https://genome.ucsc.edu/.t

A partir de la PCR In silico nous avons copié la séquence forward et la réverse dans la PCR

in silico et on clique sur soumettre(figure24)

€ (6) Facebook X \ & Outil de conception d'apprét X | 2 Primer-Blast results x B Pcrin-silico UCSC X 4+ = X

& C {} @& genomeucscedu/cgi-bin/hgPcr B % DHE» o 5

i Applications M Gmail @ Maps G & Tumorimm:

¥ Téléchargements Citez cetarticle @

() Génomes Navigateur de génome Outils Miroirs. Téléchargements Mes données Projets Aidez-moi A propos de nous

PCR in-silico UCSC

Génome Assemblée: Cible Amorce avant: Apprét inverse:
[Humain v| [Décembre 2013 (GRCh38/ hg38) v | [ du génome v | [ | [ | [ soumettre

Taille maximale du produit: 4000 | Match parfait minimum: [15 | Bon match minimum: [15 | Flip Reverse Primer: [J

A propos de la PCR In-Silico

In-Silico PCR recherche une base de données de séquences avec une paire d'amorces PCR, en utilisant une stratégie d'indexation pour des performances rapides. Regardez un
exemple de vidéo sur notre chaine YouTube.

Options de configuration

Genome and Assembly - La base de données de séquences & rechercher.

Cible - Si disponible, choisissez d'interroger les séquences transcrites

Forward Primer - Doit avoir au moins 15 bases de longueur.

Amorce inverse - Sur le brin opposé de 'amorce avant. Longueur minimum de 15 bases

Taille maximale du produit - Taille maximale de la région amplifiée

Min Perfect Match - Nombre de bases qui correspondent exactement a I'extrémité 3 'des amorces. La taille minimale de match est de 15
Min Good Match - Nombre de bases a I'extrémité 3 'des amorces ol au moins 2 bases sur 3 correspondent

Flip Reverse Primer - Inversez l'ordre de séquence de 'amorce inverse et complétez-le

Production
En cas de succés, la recherche renvoie un fichier de sortie de séquence au format fasta contenant toutes les séquences de la base de données qui se trouvent entre et incluent la paire

d'amorces. L'en-téte fasta décrit la région dans la base de données et les amorces. Le corps fasta est en majuscule dans les zones ou la séquence d'amorces correspond & la séquence
de la base de données et en minuscules ailleurs. Voici un exemple de I'homme:

27. 21000581 1 21AA1000 TAACAGATTAATAATACATAAAATY oo

R Taper ici pour rechercher

Figure 24 : forword et réverse primer dans la PCR in silico.
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Notre résultats confirment la localisation chromosomique du produit qui situé sur le

chromosomel7 (figure25) ce qui est valide la spécificité de notre bonne paire d’amorce.
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Figure25 : Confirmation des résultats par le site UCSC in sillico PCR.
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Chapitre 4 : conclusion

L'inflammation représente une réponse fondamentale aux blessures microbiennes,
chimiques et physiques. C’est est une réponse biologique du systéme immunitaire qui peut
étre déclenchée par divers facteurs notamment des agents pathogénes. La production de
médiateurs inflammatoires dépend d'une signalisation intracellulaire étroitement régulée par
des facteurs de transcription sensibles au stress en tant qu'activateurs positifs du programme

génétique pro-inflammatoire.

L’apoptose ou bien la mort cellulaire programme .c’ est un processus par lequel de cellule
déclenchent leur autodestruction en réponse a un signal. C'est lI'une des voies possibles de
la mort cellulaire, qui est physiologique .génétiguement programmée, nécessaire a la survie

des Organismes multicellulaires.

Le SOCS3 est un régulateur négatif de la signalisation JAK-STAT. C’est I'un des
régulateurs physiologique clé de limmunité innée et adaptative qui contrdle plusieurs

maladies immun-inflammatoires et régulateur de plusieurs voies de signalisation.

Ce dernier joue un r6le majeur dans la régulation de réponse inflammatoire et processus
apoptotique .par l'inhibition des voies de cytokines STAT3 médies par I’ IL6 et par I'inhibition
de voie de signalisation JAK2/STAT3 qui induit a I'activation de capasse 9 et 3 .L'utilisation
de la technique de la PCR devienne nécessaire pour étudier de le role de socs3 au cours la

régulation de ces processus.

La PCR C’est une technique trés sensible qui permet une amplification rapide d’un
sagement spécifique a '’ADN et pour arrive a la réalisation cohérent de cette méthode une

bonne paire d’amorce pour géne SOCS3 d’étudier.

Il est bien de concevoir les amorces avant tout manipulation .a partir de l'outil de
conception (NCBI) nous avons obtenir facilement notre paire d’amorce du géne SOCS3 qui
située sur le chromosome 17et présenté par la paire d’'amorce numéro 3 par le primer Blast
ce dernier subit une conformation par la PCR in Silico qui va générer d’énorme avantage de

diverse étude.
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