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Résumé i

Résume

Introduction : l'immunité anti-infectieuse est un systeme complexe qui participe
dans le maintien de lintégrité en assurant la défense contre les agressions grace a
la détection et la mise en place de mécanismes protecteurs par des acteurs
cellulaires tel que les macrophage qui joue un rdle essentiel dans [linitiation d'une
réponse innée par la reconnaissance des pathogénes via des récepteurs
membranaires de type Toll notamment les TLR4 qui reconnaissent une large

variété des ligands microorganismes tel que les LPS des bactéries gram négatif.

Objectif : de concevoir une amorce spécifique qui encadrent le géne TLR4 a laide

de logiciel primer-blast

Matériel et méthodes : Les séquences des génes TLR4 ont été obtenues grace a
la base de données Ensemble.Org le logiciel Primer-Blast a été utilisé pour

concevoir des amorces spécifiques pour le produit amplifie

Résultats : des amorces aspécifiqgues ont été obtenus, ce qui nous a obligés a
changer la séquence a amplifier. Les amorces obtenues sont spécifiques des
transcrits des genes TLR4 et présent des caractéristigues optimales pour le bon

déroulement d’'une PCR.

Conclusion: nous avons pu dans cette étude de concevoir des amorces
spécifiques encadrant les transcrits de géne TLR4 afin d’évaluer Pour cela il existe
plusieurs outils de la bio-informatique qui permettent de retrouver les séquences de

référence de n'importe quel géne.

Mots clés : immunité anti-infectieuse, Macrophage, TLR4



Abstract iv

Abstract
Introduction:

anti-infectious immunity is a complex system which participates in the maintenance
of integrity by ensuring defense against aggression through the detection and
implementation of a protector mechanism by cellular actors such as macrophages
which plays an essential role in the initiation of an innate response through the
recognition of pathogens via toll-type membrane receptors , notably TLR4 which
recognize a wide variety of microorganisms such as the LPS of gram-negative
bacteria.

Objective: to design a specific prime that frame the TLR4 gene using primer-blast

software.

Materiel and method: TLR4 gene sequences were obtained using the
Ensemble.Org database. And the primer -blast software was used to design
specific primers for the amplified Product.

Result: a specific primers were obtained, which forced us to change the sequence
to be amplified, the primers obtained are specific for TLR4 genes transcripts and

have optimal characteristics for the proper conduct of a PCR.

Conclusion: IN this study we were able to design specific primers framing the
TLR4gene transcripts in order to evaluate the effects of the PCR on the product.
For this purpose there are several bio-computing tools that allow us to find the

reference sequences of any gene.

Keyword: Anti-infectious immunity— macrophage- TLR4



Alaagl aum plindl glaia A e ddlll e Lléall 8 aaly  28aa pldad & (g g2 all aliadl) Alaaal)
G Al i) ey (o8 Ll 1y 50 s ) oo Sl Ay gl gl 8 il g il oLy L) iy
(e de sile Ao oy i pail Al TLRE Larn Alde COE v 335k e Gl pa¥) Gl e oyl P

LPS ¢ 5i o b Sl s e 52a siall 81 dall S

el i) el pAiWUTLREA (s Jamy (3l 23ne jay g Jlo Jeanll 1idagd)
el et s Ensembl.Org clily saeld Jomd TI R4 Glin Jdid e Jganll o -kl g Jilew sl
i) aitall 3adae clial aeail Primer-Blast

Jsmanl) a3 ) LAl dmdal ol yall Joalid yaad e U jaal) Las saras e @il e Jguaall o5 ailadl)
PCRU il Juseall 43lbia (ailiad Ll g tlrd oty dals Lelle

Alia 13l arill Ja) W TLR4A Al o saill s sarae ol apenal (o LSS Al jall 0da (-8 14adal)
A se Y A el cOluludll e ) giall (Saal) (e Jrad 3 & giald) Ale slaall <5l (e 3]l

5 saall Baliaal) Al I-TLRA- ae Sl rdpwlud) cilals



Remerciement Vi

REMERCIEMENT

Au nom de Dieu qui a repéré les cieux et la terre, au nom de Dieu, I’amour et I’intention de Dieu, nous
louons notre seigneur pour toutes les bénédictions qu’Il nous a accordées d’un esprit réfléchi et d’une

langue parlante pour exprimer tout ce que nous recherchons et existons dans notre esprit.
« Chaque pas est une victoire »  Lao-Tseu

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de biologie moléculaire appliquée et immunologie
(BIOMOLIM), université de Tlemcen, sous la direction du professeur Mourad Aribi qui a tout mis
pour que les entraves disparaissent devant notre chemin, je vous adresse mes plus sincéres

remerciements, que ce travail soit le ttmoignage de ma reconnaissance et de mon profond respect

En premier lieu, je tiens a remercier mon encadreur monsieur SMAHI Mohammed Chams Eddine
pour sa disponibilité malgré ses nombreuses charges, ses conseils scientifique judicieux et son bon sens

de gouvernance afin que nous réalisions ce projet.

Je tiens aussi a adresser toute ma gratitude au Docteure Wafa Nouari pour son soutien, son dynamisme,

et ses précieux conseils.

Je tiens a remercier les membres de jury, d’avoir accepté de juger ce travail, malgré leurs obligations

professionnelles

Je ne saurais terminer sans remercier I’ensemble des enseignantes a qui revient le mérite de notre
formation et a tous ceux et celles, qui sont dans I’ombre et qui ont permis par leurs conseils et leur

compétence la réalisation de ce mémoire.
Ainsi que ma famille qui m’a beaucoup soutenue

Mes remerciements vont également a toutes mes amies et camarades de promotion pour ces deux

années passées ensemble dans les meilleurs moments
A toutes les personnes qui de prés ou de loin, ont contribué a la réalisation de ce travail

C’est au terme d’un voyage de 5 ans que je souhaite remercier toute les personnes qui ont partagé avec

moi cette aventure



Dédicace

Dédicace

Je dédie ce mémoire spécialement :

A ma chere mere la lumiére de ma vie et ma raison d’étre qui a sacrifié sa vie pour ma reussite

et éclairé mon chemin, pour son amour, son soutien moral. Jespére gue Dieu lui préte bonheur
et longue vie.

A mon pére qui m’a toujours encouragé a aller si loin dans mes études, ma source inépuisable
de motivation, j’espere que tu es fier de moi

A mes adorables sceurs, Amel, Raounek, Samah, Souhila et Salsabil que je leur souhaite une
vie pleine de bonheur et de succes et que dieu, le tout puissant, les protége et les garde

A toutes mes familles, Mokhfi pour avoir partagé cette immense joie avec moi et d’étre présent
a toutes les occasions

Mes chéres amis et je regrette de ne pas pouvoir citer tous leur nom de m’avoir supporté et de
leur soutien morale inlassable, sans oublier tous les personnes que j’estime.

Merci infiniment 11!

« Le bonheur est parfois caché dans I’inconnu »Victor- Hugo



Table de matiére vii

Table de matiéere

Résumé iii
Abstract iv
Résumé en Arabe %
Liste des figures vii
Liste de tableaux iX
Liste des abréviations X
Introduction 1
Chapitre 1. ReVUE de HTEIatUre ceueueieeeieieiieeiiierreeeteeceeeeceseeseioasesansessssesansscnsasansnsnssns 2
1 IMMUNIté anti-INfECHIEUSE. it s s s s s a e e 2
1.1 DEfiNItioN cooeiiiiiiieiee e Erreur ! Signet non défini.2
1.1.1 IMMUNItE INNEE......cceiiiieee e, Erreur ! Signet non défini.2
1.1.2 Immunité adaptative......cccceeeveeeeiiieiiicee e, Erreur ! Signet non défini.2
1.1.3 Immunité et iNfection ..., 3

1.2 MACTOPNAGE e 4
121 DETINITION oo 4
1.2.2  Origine des MacCrOPNAgES ......couuuieiii i e e e et e e e e e aanees 5
1.2.3  Sous population des Macrophages ...........uuuuururmummmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiinie. 6
1.2.4  Polarisation des MacCrOpPhagesS.....ccccceeiiiiiiiiiiii et e e e aaeees 7
1.25 ROIE dES MACIOPNAGES ..vvueii e e 8
1.2.6 Macrophages dans 1es iNfeCtiONS ..o 9

0 T I I . Erreur ! Signet non défini.10
1.3.1 LocaliSation .....ccooeeiiiiiiiiiieee e, Erreur ! Signet non défini.11
1.3.2 SEIUCTUIE A€ TLR oo e e e e e e e e e e eeanees 13
1.3.3 L PSP 14
1.3.4  TLRATrécepteur au LPS.. ... 15
1.35 TLR4 €t MACrOPNAQge ouvuuiii it 15
1.3.6  SIQNAIISAIION ettt 17

R e 0 P 19
14.1 DEfINILIONS oo 19
1.4.2 PN G P 19
1.4.3 =TSR oo ] K=Y L (U= g | 20
O = Tox o o1 o L= 20
145 = R 1= T [ Lo S 22

i T N 1 410 ] o] =2 T PP PTRPPRT 22
15.1 DEfINITION ..o, 22
1.5.2 Conception d’amorce par PCR.................uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiiieeeenenennens 22

Chapitre2.partie expérimentale............ccooeiiiiiiiiiiii e 21



Table de matiére vii

P C 1= = I U PUPPRP 24
2.1 Recherche delaséquence de référence du géne TLR4 .........ccooviiiiiiieiiennnnnnnns 25
2.2 Séquence du gene TLRA .. 26
2.3 LedéSIgNe de PriMEr ..ot e e e e e e e e eaane 26

3 Analyse des Résultats du Primer Blast @ ... 29

4 Les amorces encadrent le transcritde gene TLR4 ... 33

Chapitre3.RESUNAtS. ..o s e r e n s 34

Chapitre5.conclusion et PErSPECHIVES. it iiiiiirieirirr e e s saannr e 35

Références et bibliographiques..........ccooiiiiiiiiic e e e 36



Liste des figures viii

Liste des figures

Figure 1.1 : origine et différenciation a partir des monocytes

Figure 1.2 : localisation anatomique des sous —population tissulaire de macrophage
Figure 1.3 : sous population de macrophage et leurs marqueurs

Figure 1.4 : les étapes clé du phagocyte

Figure 1.5 : macrophage répond a l'infection par sécrétion des cytokines inflammatoire
Figure 1.6 : le processus inflammatoire du macrophage dans l'infection

Figure 1.7 : localisation et ligands des TLRs

Figure 1.8 : structure de TLR

Figurel.9 : lafixation des LPS par TLR4 dans les macrophages induit I'activation NFkB et
la synthése des cytokines inflammatoire.

Figure 1.10 : signalisation de TLR4

Figure 1.11 : voie de signalisation dépendent de MyD88
Figure 1.12 : voie de signalisation indépendante de MyD88
Figure 1.13 : élément de base d’amplification d’un produit
Figure 1.14 : les étapes cruciales d’amplification d’un produit
Figure 1.15 : étape d’élongations

Figure 1.16 : polymérisation a 'aide de taq polymérase

Figure 2.1: Plateforme de la base de données Ensembl.

Figure 2.2 : Introduction du geneTLR4 dans la base de données ENSEMBL
Figure 2.3 : code donnée pour le géne TLR4

Figure 2.4. La séquence du transcrit de TLR4 est ensuite copiée dans un document Word
afin de faciliter son utilisation

Figure 2.5 : Plateforme de la banque de donnée du NCBI

Figure 2.6 : interface de logiciel primer-blast

Figure 2.7 : séquence du géne TLR4 prise depuis la base de données Exemple
Figure 2.8 : copier la séquence de produit amplifié dans la base de données
Figure 2.9 : statistique d’'une séquence de produit amplifie

Figure 2.10 : représentation graphique de 10 paires d’amorces encadrent le transcrit de
géne TLR4

Figure 2.11 : les paires d'amorces obtenue avec l'outil primer- blast, encadrent une partie du
transcrit du gene TLRA4.

Figure 2.12 : Analyse de la séquence d’intérét par le primer Blast.



Liste des figures viii

Figure 2.13 : Résultat de primer.

Figure 2.14 : confirmation des résultats par le site UCSC in sillico PCR



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau 1.1 : les pathogéne exploitent divers compartiment du corps qui sont protégeé de
maniére difféerent

Tableau 1.2 : agoniste des TLRs



Liste des abréviations

Liste des abréviations

A
Arg: arginine

C
CFU: cloning forming unit of myeloid and lymphoid cell
CFU-GM: granulocyte macrophage colony stimulating factor

CRP : C-réactive protéine

DNTPs : DésoxyNucléotides-Tri-Phosphates

IFN : interféron
IL : interleukine
IRAK : interleukinel associe aux kinases

ILC : cellule lymphoides innées

LPS : lipopolysaccharide

LRR : leucine Riche récepteur

MA : macrophage alvéolaire

M; : macrophage classique

M. : macrophage alternative

MMP : métallo protéase matricielles

MyD88 : géne de réponse primaire de différenciation myéloide 88

NO : monoxyde d’azote
NOS : monoxyde d’azote synthase
NLR : récepteur de type NOD

NF-kB: facteur nucléaire kB

=}

PRR : récepteur de reconnaissance de motif moléculaire



Liste des abréviations

PNN : polynucléaires neutrophiles
PAMP : motif moléculaire associe aux pathogenes

PCR : polymérase Chain réaction

TNF : facteur de nécrose tumorale

TLR : récepteur de type Toll

TGF : facteur de croissance transformant

Th: T helper

TIR : récepteur Toll-interleukin-1

TRIF : adaptateur contenant un domaine TIR induisant un IFN —3
TRAF6 : facteur 6 associé au récepteur du TNF

TRAM : molécule adaptatrice liée au TRIF

TF : température de fusion

ROS : récepteur tyrosine kinases.



Introduction

Introduction

L’hote exposée a different  agents pathogéne plus de 750.000cas chaque
année correspondant a 2-11% de lI'ensemble des hospitalisations répond avec des
outils transcription elle communs appelé: réponse a linfection agissent par les
deux mécanismes qui sont [limmunité innée et adaptative, la réponse anti-
infectieuse dépende de la  nature de pathogene (virus, bactérie, champignons,
parasite) , les macrophage inducteur d’inflammation sont les premiers acteur
essentiel de la défense anti-infectieuse par la reconnaissance d'une grand majorité
des motifs antigénique trés conserve via les récepteurs de surface PRR de type

Toll notamment les TLR4.

TLR4 est un récepteur membranaire impligué dans la réponse inflammatoire
qui reconnait et activé par le lipopolysaccaharide bactérien (LPS), qui est le

principal composant moléculaire de la paroi cellulaire des bactéries & Gram-négatif.

Plusieurs études ont signalé que les analyses PCR jouent un réle crucial

dans l'association génétique a la maladie infectieuse

L’interaction pathogéne réceptrice de surface des macrophages induits
lactivation d’'une voie de signalisation qui permet la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires pour la guérison d’infection.

Dans cette optique .nous avons essayé de montrer l'association de géne
TLR4 a [limmunité anti-infectieuse pour se faire nous somme basés sur la
conception des amorces spécifigue encadrent une partie du transcrit du gene TLR4

grace au logiciel en ligne primer-blas
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1. Immunité anti-infectieuse

1.1 Définition

L'’ensemble des différents types de cellules et des multitudes molécules qui
forment un systéme complexe participe dans le maintien d’intégrité en assurent les
défenses d’organisme contre les agents pathogénes telles que: les virus, les
bactéries, les parasites ou contre certaines molécules étranger toxique, il est aussi
capable de détruire les cellules transformées ou modifie. |l s’agit donc d'un systéme
de surveillance, d’identification et d'élimination des microorganismes et de

reconnaissance des motifs antigénique.

La défense anti infectieuse de l'organisme fait appel a la fois a l'immunité innée et

limmunité adaptative. (Peter, 2015)

1.1.1 Immunitéinnée

Réponse constitutive non spécifique de l'agent pathogéne, premier linge de
défense empéche la plus part des infections de se propage. Ne nécessitent pas de
réarrangement des genes mais constituent des molécules performées. Elle utilise
des barrieres physique telles que: la peau, les muqueuses, les larmes qui contient
des enzymes comme les lysozymes. Elle comporte non seulement des acteurs
cellulaire comme les cellules dendritiques, les NK, des cellules dotées de Ila
capacité de phagocytes (les macrophages, les PNN) les cellules lymphoides innée
(ILC) régulatrice de [l'état inflammatoire de l'organisme ainsi des molécules telles
que les interférons, les facteurs des compléments, des agents microbiennes
synthétises par I'héte Ces molécules permet au systéme immunitaire de distinguer
le soi de non soi. (John et al. 2017). Limmunité innée est capable de reconnaitre
groupes des molécules retrouves sur certaine pathogéne via des récepteurs PRR,
de recruter les cellules immunitaire effectrice, d’induire une réponse inflammatoire

et d'initier une réponse adaptative.
1.1.2 Immunité adaptative

Second voie de réponse permet déliminer la majeure partie des agents
infectieux ayant échappé a la réponse immunitaire innée, elle nécessite que
lantigéne soit traite et reconnu pour engendre des réponses médiees par les
lymphocytes T  activée qui devise en des cellules auxiliaire et cytotoxique et la
production relative des cellules thl et th2 effectrices et de cellules TCD8 dépend de

la nature D’infection ,et des cellules B produisent des molécules effectrice y
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compris les anticorps spécifique au antigéne, protége contre d'une réinfection a

courte terme ,confere une immunité a long durée contre le pathogene (Peter,2015)

1. Immunité et infection

de pathogéne de [I'homme: virus, bactéries,

types
champignons et parasite .les trois premier correspond a un taxonomigue de micro-

I existe quatre
organismes et dernier désigne des organismes eucaryotes. Dans le contexte de
défense de I'héte on distingue deux types d’infection extracellulaire qui proliferent
les cellules, les formes extracellulaire des pathogénes sont

dans [l'espéce entre

accessibles aux molécules solubles du systéeme, ces pathogénes s’étendent a
d’autres tissus par transport dans la lymphe et le sang. L’autre c’est les infections
intracellulaire causées par des pathogénes multiplient dans les cellules humaines
et colonisent le noyau ou le cytosol tandis que d’autre pathogénes se multiplient
dans les vésicules liées a la membrane et dérivées des endosmoses (Peter, 2015)

(Tabl.1)

Tableau 1.1 les pathogenes exploitent divers compartiments du corps qui sont protégés de

maniéres différente
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Presque tous pathogénes passent par un stade extracellulaire au cours de leur
cycle de vie. Pour certains, tous les stades se déroulent dans [Iespéce
extracellulaire tandis que dautre es exploitent les sites intracellulaires pour se
reproduire et proliférer. La guérison des infections nécessite I'élimination de I'agent
infectieux par une réponse immunitaire de telle nature. Les mécanismes de
limmunité innée entrent en jeu aprés la pénétration du pathogéne a travers la
barriére épithéliale dans les tissus ce qui induire l'activation d’'une composent sert a
détruire les pathogénes invasif ces derniers sont les cellules phagocytaire deux
types cellulaire les neutrophiles et les macrophages possédent propriétés distinctes

et des fonctions complémentaire (Peter, 2015).

1.2 Macrophage
1.2.1 Définition

Les macrophages dont le nom dérive du grec «gros manger » (Makros =
grand, phagein = manger) sont des cellules hématopoiétiques tres hétérogenes, de
durée de vie relativement longue s’adaptant a leur environnement local. Ce nom fut
employé a la fin de 19%esiécle pour la premiére fois par Eli Metchnikoff pour
d’écrire la présence des cellules appartenant a la lignée myéloide capable de
phagocyter les pathogenes et assurer la surveillance immunitaire. Les
macrophages sont la forme mature des monocytes circulant qui ont quitté le flux
sanguin pour résider au sein des tissus ou ils subissent une augmentation de la
taile et de leur teneur en lysosomes pour devenir des macrophages. lls sont
impligués dans les réactions inflammatoires et anti-infectieuses ainsi dans le
maintien de I'homéostasie tissulaire, ainsi la sécrétion des fractions du complément

et des cytokines. (Fang et al. 2017).

Les macrophages ont un large panel de génes qui leur conférent une
spécialisation fonctionnelle en fonction de leur localisation dans les différents tissus
de lorganisme ou ils se différencient aprés leur rencontre avec un antigéne
(BERNARD, 2011).

1.2.2. Origine des macrophages

Aprés coloration supra-vitale, les macrophages sont tirés a partir de
monocytes. Les macrophages ont pour origine le CFU-ML (coloning forming unit of
myeloide and lymphoide cell) qui sous [linfluence des cytokines et de facteurs de

croissance comme le GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor)
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précurseur des granulocytes et des macrophages et sous [I'action combinée du
facteur de croissance M-CSF /GM-CSF et du CFU-GM (coloning forming unit of
granulocyte and macrophage cells), se différencie en CFU-M (coloning forming
unite of macrophage),(Geissmann et al. 2010).

Le processus de différenciation se poursuit avec les monoblastes, qui se
différencient en pro-monocytes pour finalement devenir des monocytes. (Stein et
al., 1992; Mills et al., 2000; Martinez et al., 2006; Jaguin et al., 2013; Martinez et al.,
2013; Gundra et al.,, 2014; Iltaliani et al., 2014; Xue et al.,, 2014) Ces monocytes
quittent la moelle pour aller dans la circulation sanguine puis quittent le sang migrer
vers les tissus qu’ils se différents en macrophage (figure.1.1).

Celyle souche héamatopowtique

\§__;;/

\' ) Progemiture myelodde comrmmn CFL
\ g-b GEAMM

e

+ Moslle cuewse
Ugnae granuicoytare

Progenture granuooyte/monocytes CFU-GM

« Propdsause mondcytare CFUM

l:-\ /}‘ z I . : - f ‘ Monocyte

i Pro monocyves =
Meoaoblastes ‘

Macrophage

Figure 1.1 : Origine et différenciation des macrophages a partir des monocytes (Gordon, 2003)

1.2.3. Sous population des macrophages

Les Macrophages sont divisés en sous-population en fonction de leur

localisation et leur phénotype fonctionnel (Stout et al, 2004) (figure 1.2)
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Figure 1.2 : Localisation anatomique des sous-populations de macrophage tissulaires (Murray et al,
2011a).

1.2.4. Polarisation des macrophages

Deux facteurs modulent I'état de polarisation des macrophages, avec une
orientation des macrophages vers le phénotype M1 par le GM-CSF et M2 par le M-
CSF (Vogel et al. 2014).

1.2.4.1. Macrophage M1

lls sont dits classiques, ils interviennent dans les réponses inflammatoires
ainsi dans la résistance de I'hdte aux pathogénex intracellulairex. lls sont activés
lorsqu’ils sont stimulés par IFN-y, TNFa ou par des composants tels que LPS.
(Cheshire et al, 1997 ; Schroder et al, 2004). Ces macrophages ont une forte
capacité a présenter les antigénes, a produire I'lL12 et IL23 et par conséquent a
polariser la réponse vers la voie TH1. |lls expriment le complexe majeure
d’histocomptabilit¢ de classe |Il, et produisent le monoxyde dazote (NO) par
activation de I'NOS (inductible nitrique oxide synthase) (Chavez-Galan et al. 2015;
Verreck et al. 2004). La polarisation M1 favorise la phagocytose des pathogenes
opsonines via les récepteurs pour la partie FC des immunoglobulines (FcR) et les
récepteurs pour le complément comme CR3. lls vont produire de I'lL-1, de I'lL-6 et
de [IlL-23. L'IL-23 active les cellules Th17 impliqué dans [linflammation. Ainsi les
chemokines produites sont essentiellement de type CC (CCL2, CCL3, CCL4,
CCL5, CCL8, CCL19, CCL20) mais [I'IFN-y augmente également la production de
CXCL10 et CXCL13 permettant la mise en place d'une réponse compléte de type
1(Chawla, Nguyen, et Goh 2011).
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1.2.4.2. Macrophage M2
Dits alternatifs, ils ont une activité modulatrice et interviennent dans les

phénoménes de réparation, [lallergie ainsi que dans la résistance contre les
parasites. (Fairweather et Cihakova 2009) Ils sont associés a la réponse TH2,
(Martinez, Helming, et Gordon 2009). Ces macrophages sont subdivisés en trois
classes : i) I'exposition a I'lL-4 ou [lIL-13 induit une polarisation dite M2a intervenant
dans les processus de réparation tissulaire, ii) l'induction des ligands des TLR ou
du IL-1R aboutit & wune polarisation M2b produisant essentiellement CCL1
permettant une réponse immunorégulatrice avec le recrutement de LT régulateurs ;
iii) M2c par linduction de [PIL-10, (Benoit, Desnues, et Mege 2008) TGFB ils
produisent également des PGE2, ce est qui retrouvé dans la phase de résolution
de Tlinflammation. Une forte expression d’arginase-1, Yml de type chitinase
(Chi313), les M2 produient des chimiokines telles que CCL1, CCL13, CCL18,
CCL22 et CCL24, et exprimént une variété de molécules de surface, telles que les
récepteurs du mannose (MRC1/CD206), les récepteurs scavenger B-1, CD163,
CCR2, CXCR1let CXCR2. (Fairweather et Cihakova 2009)(figure 1.3).
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Figurel.3 : Sous populations de macrophages et leurs marqueurs (Benoit et al, 2008).

1.2.5. Réle des macrophages

Les propriétés fondamentales des macrophages sont leur mobilités, leur
pouvoir phagocytaire des particules ou bactéries opsonines lie a la présentation
antigénique et leur capacité sécrétrices (Green berg, et al.2002) ont un rdle dans le
maintien d’homéostasie tissulaire, ainsi sécrétion des fractions du complément, des
facteurs hématopoiétique, I'élimination des cellules sénescente et dans remodelage

et la réparation des tissus apres une blessure ou une infection. (Pipy 2012) Il
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posséde des récepteurs pour lier les portions FC des immunoglobulines, il produits
des agents telles que les NO, des métabolites d’oxygene, des enzymes lysosomes

permet de tuer les microorganismes phagocytés.

lIs sont participés aux défenses immunitaires via la reconnaissance de grand
majorité des pathogéne grace a la présence des récepteurs a la surface de
macrophages  peuvent reconnaitre des motifs moléculaire  associés  aux
pathogenes, (Taylor et al. 2005)qu'on appelle les récepteurs PRR (Pathogene
Récognition  Récepteurs). Ces motifs sont composés par exemple des
lipopolysaccharides  bactériens appelés aussi LPS, de la flagelline, du
peptidoglycane, des motifs particuliers d'acides nucléiques Ces motifs moléculaires
sont absents chez I'humain ce qui permet aux macrophages distinguer les cellules
de l'organisme des microorganismes étrangers grace a ces récepteurs PRR. On

regroupe les PRR sous plusieurs familles. (Taylor et al. 2005).
Sont de 3 types suivant leur localisation :

* Les PRR solubles comme protéine CRP, ou PRR sécrétés, se situent dans

les fluides corporels.
*PRR membranaires :
a. Les récepteurs au mannose
b. Les récepteurs scavenger
*PRR endocytique, se situent a la surface des cellules.

*PRR cytoplasmique, ou PRR de signalisation tell que les TLR, se

situent dans le cytoplasme.

1.1.3 Macrophages dans les infections

1.2.6.1. Phagocytoses

Aprés la reconnaissance dun motifs antigénique PAMP sur les paroi
microbienne par les récepteurs de phagocytose PRR présente a la surface , ces
récepteurs entrainer la captation et la fixation d’antigéne , le processus
d’internalisation initie par la formation de pseudopodes qui englobant Ila particule ,

en induisent lingestion par une vésicule appelée phagosome dans le cytoplasme
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du macrophage ,la fusion de ces vésicule avec des lysosome forme une veésicule
acide appelée phagolysosome contenant de petites molécules toxique et d’enzyme

hydrolytique qui tuent et digerent la bactérie (Murray et al., 2011a).(figure 1.4).

receptors

$’® phagosome
phagocytpsis 4 e

phagolysosomes

TS

$olubte debris

Figure 1.4 : Les étapes clé de la phagocytose.
1.2.6.2. Reconnaissance des molécules étrangeres

L’élimination des pathogéne s’accompagne par une réaction inflammatoire
elle permise par des nombreux récepteur qu’ils soient localises a la surface, dans le
cytoplasme ou a la surface de endosome ceux ces sont capable dinteragir avec
des structures moléculaire conservées et induire ['activation de voies de
signalisation du macrophage conduisent a la production de la cytokine et de

médiateur nécessaire la réponse inflammatoire (Peter.2015).

1.2.6.3. Inflammations

Les macrophages ont une réponse inflammatoire comprend quatre étapes, la
reconnaissance de linfection par des récepteurs de formes PRR, le recrutement de
monocytes et ou in situ prolifération des macrophages dans les tissus infectés
locaux, élimination des agents pathogéne et conversion en cellules suppressive,

donc restauration de 'homéostasie cellulaire. (Chawla, Nguyen, et Goh 2011).

a

Aprés linfection, les macrophages activés a phénotype pro-inflammatoire
produisent divers médiateurs pro-inflammatoires, dont le TNF-a, IL-1, IL-6 et IFN-I,

Y

(Kim et al. 2017) qui participent a l'activation de divers mécanismes microbicides et
contribuent a la clairance, ils possedent plusieurs substances peuvent tuer les
bactéries, notamment le ROS, diverses protéines antimicrobiennes comme Ila
défensine ,le NO augmente la sensibilité des macrophages activés par TLR4 a la
propagation de Monocytogenes en les favorisant a s'échapper des vacuoles

secondaires dans les cellules réceptrices et en retardant la maturation des
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phagosome,l’élastase des macrophage connue sous le nom de MMP12 tue a la
fois les bactérie gram-négatives et gram-positive dans les macrophage (Pipy 2012)
la MMP12 intracellulaire est mobilisée vers les phagolysosomes des macrophages
apres ingestion de bactéries puis adhére aux parois cellulaire bactériennes qui
perturbent les membranes et entrainent la mort bactérienne .les macrophages
peuvent également Médie la réponse immunitaire adaptative suivante contre une
infection sévere en produisant IL-12 et IL-23 pour favoriser la polarisation des
cellules Thl et Thl1l7 respectivement, ou en produisant IL-4 et IL -13 pour soutenir
la différenciation des cellules Th2 avec linfection de  micro-organismes
extracellulaires.la destruction des pathogénes: elle se fait par Des réactions en
chaine a lintérieure du phagolysome grace a des enzymes: la NADPHoxydase et
myélopéroxyase la dégradation de Il'agent pathogéne abouti a la production de
dérivés réactifs del'oxygéne : péroxyde d’hydrogéne H»0,, anion super oxyde O2,
acide hypochloreux.la destruction de la paroi du pathogéne par des peptides
antimicrobiens (defensines), des enzymes protéolytique (lysozyme,elastase,efc...).
(Zhang et Wang 2014)(Figure 1.5).
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Figure 1.5: Macrophages répond a linfection par sécrétion des cytokines

inflammatoire (Peter, 2015).
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1.2.6.4. Activité anti-inflammatoire et réparation tissulaire des macrophages

Apres infection une fois que les agents pathogénes envahisseurs ont été
complétement effacés, la réponse inflammatoire anti-infectieuse doit étre arrétée et
les tissus endommagés doivent étre réparés, et les macrophages participent
également aux processus les macrophages pro-inflammatoires Milpeuvent eux-
mémes se transformer en macrophages anti-inflammatoire M2, avec une activité
anti-inflammatoire puissante et des rbles importants dans la guérison des tissus.
L’'arginase 1dérivée des macrophages M2 protége les hoétes contre les Iésions
tissulaires. Les macrophages M2 jouent non seulement un role anti-inflammatoire
pendant et / ou aprés linfection ,mais contribuent également a la réparation des
tissus aprés [linfection ,une caractéristique pathologique de la plupart des maladies
inflammatoire chroniques qui finissent par entrainer un dysfonctionnement des
organes et la mort.de plus ,labsorption des neutrophiles apoptotiques par les
macrophages aprés linfection reprogramme les macrophages vers un phénotype
de résolution M2,qui est un événement clé pour restaurer 'homéostasie tissulaire(
David Dong et al., 2009; Murray et al., 2011a)(figure 1.6).
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Figure 1.6 : le processus inflammatoire des macrophages dans l'infection. Aprés que des agents
pathogene étrangers ont envahi I'héte, le processus inflammatoire des macrophages a quatre étapes

ordonnées et interdépendantes.

1.3. TLR
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Il a fallu attendre la fin des années 1990 pour que soit identifié une famille de
récepteurs membranaires capable d’induire une cascade de signalisation
intracellulaire en réponse a la détection du micro-organisme. Ce sont des
récepteurs de type péage impliqués dans limmunité immédiate (Jakka et al. 2018).
Découverts chez la drosophile, ces récepteurs peuvent reconnaitre des motifs
moléculaires conservés associés aux pathogénes qu'on a appelé PAMP
(Pathogene Associated Moléculaire Patterns) (Mogensen, 2009). Leur partie
extracellulaire contient des domaines répétés riches en leucine appelés LRR
(Leucine-Rich Repeat) Ces domaines sont directement impliqués dans la

reconnaissance des pathogenes.

De légeres variations entre les domaines LRR des différents TLRs permettent
de discriminer entre différents pathogénes. Le répertoire toll est variable selon les
cellules engagées dans la réponse immunitaire : les TLR 1 et TLR 6 exprimées
dans tous les types cellulaire, TLR2-4-8 dans les monocytes, TLR 9-10 dans les
cellules B, et TLR3 sélectivement par les cellules dendritique. Le TLR2 est celui qui
reconnait le plus grand nombre de molécule associées aux pathogene (Cook,
Pisetsky, et Schwartz 2004), TLR4 reconnait les LPS, TLR3 a pour ligand 'ARN
double brin, TLR5 a pour ligand la flageline des bactéries gram+, et TLR9
reconnait des structures présente dans I'ADN des myocytes. Les TLRs font partie
de la superfamille TIR (Toll/IL-IReceptor). lls ont un domaine intracellulaire TIR, et
tout comme le récepteur de [IlL-1declenchent des voies de signalisation
intracellulaire induisant [lactivation des facteurs de transcription tels que NF-KB,
AP-1et les facteurs de régulation de linterféron IRF. (West et al. 2008b).

1.3.1 Localisation

Les TLR sont exprimés sur des cellules immunitaires comme les
macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes B et T, les neutrophiles,
les cellules tueuses naturelles (NK), les monocytes, les éosinophiles et sur des
cellules non immunitaires comme les fibroblastes, les kératinocytes, les cellules
épithéliales des tractus intestinal, respiratoire et urogénital( Polycarpou et al. 2016)
Les TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10, identifié¢s chez la souris et I'homme,
sont exprimés sur la membrane plasmique cellulaire dautre que les TLR3, TLR?7,
TLR8 et TLR9 sont exprimés sur la membrane de I'endosome chez la souris et
'homme, par contre, TLR11, TLR12 et TLR13 sont des récepteurs endos maux

spécifigues de la souris. (West et al. 2008a)chaque récepteur a une agoniste

12
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microbien spécifique qui entre en interaction avec lui pour lindiction d'une réponse

cellulaire.(tableau 1.2).

Tableau 02 : agonistes des TLRs (Bauer et al, J. Allergy Clin. Immunol., 2012)

TLR1 Triacyl lipopeptide

TLR2 Lipoproteine
Peptidoglycane
Lipoarabinomannane

TLR4 Lipopalysaccharide({Lps)

TLRS Flagelline

TLRG& Diacyl lipopeptide

TLR11 Protéine de bactérie uropathogénes

Protéine profiline

Bécapteur mangthranaire

- Bécapteur ssdososaial

1.3.2 Structure de TLR

Glycoprotéines transmembranaires composées de trois domaines :

v Domaine extra membranaire avec des répétitions riches en leucines
(LRR).

v D’'un domaine transmembranaire.

v' D'un domaine cytoplasmique comprenant une séquence Toll/IL-1

receptor (TIR)

TLR forment des homodiméres aprés linteraction avec leurs ligands, d’autres
comme TLR2, TLR1, TLR6 et TLR10, s’associent en hétérodiméres pour leur
activation (TLR2/TLR1, TLR2/TLR6 et TLR2/TLR10). La dimérisation des TLR peut
étre de deux types. Pour les hétérodiméres de TLR2, ainsi que TLR5 et TLRS3, la
fixation du ligand nécessite le recrutement physique du second TLR pour permettre
lactivité biologique. Pour d’autres récepteurs (TLR7, TLR8 et TLR9), le dimére est
préformé au cours de la synthése des TLR, et la détection du ligand permet un
réarrangement conformationel qui active le complexe ce qui permettre le

rapprochement des domaines TIR puis 'induction d’une signalisation. (Figure 1.7).

13
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Figure 1.7 : Localisation et ligands des TLRs (Bauer et al, J. Allergy Clin. Immunol., 2012).
1.3.3TLR4

Nommé CD284 est un récepteur membranaire a été le premier TLR a étre
identifie comme orthologue de drosophila Toll membre de la famille TLR son poids
moléculaire est de 95kDA et son gene est le TLR4 situé sur le chromosome 9
humaine. Le TLR4 fut dabord décrit comme le récepteur essentiel du
développement dorso-ventral de I'embryon avant d'étre identifi€ comme inducteur
de genes impliqués dans la réponse inflammatoire qui reconnait et est activé par le
lipopolysaccaharide bactérien (LPS), (Rogero et Calder 2018)qui est le principal
composant moléculaire de la paroi cellulaire des bactéries a Gram-négatif (Ulevitch
et Tobias 1999)aussi impliqgué dans la reconnaissance des molécules endogénes
libérées par des émissions et des cellules nécrotique blessées. (Mobarak et al.
2018) Le récepteur de type péage 4(TLR4) exprimé sur les cellules dérivées de
myéloides, y compris les macrophages et les cellules dendritique, et sur certaines
cellules épithéliales et endothéliales et est une composante essentielle de la

réponse immunitaire innée. (Van der Mark, et al.2017).(figure 1.8).
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Figurel.8 : structure de tir4(Carpenter et O’'Neill 2009 ).

1.3.4 TLR4 récepteur au LPS

limmunostimulation par les LPS ou endotoxine pro-inflammatoire, est une
protéine constitutive de la paroi des bactéries Gram-négatif (qui est connue pour
jouer un roOle prépondérant dans l'apparition et le développement d’'un état de choc
endotoxine lors d’infections a ces bactéries. la liaison du LPS/TLR. est assisté LBP
(LPS binding protéine) Agit comme transporteur en se liant au lipide A du
LPS(Schoeniger, Fuhrmann, et Schumann 2016) Et par leur corécepteur CDis qui
contient des domaines LRR tout comme celle des TLR et ancre a la membrane par
une queue GPlI ne permet pas de transmettre un signal intracellulaire. Alors Le
complexe LBP-LPS s'associe CDis ce qui forme un complexe stable. (Latz et al.
2002) Le CD14 transmet alors le LBP-LPS au TLR4, le TLR4 associé a la protéine
MD2 qui interagit avec TLR4 via son domaine LRR .le complexe TLR4-MD2 permet
de lier LPS et le rapprochement et la liaison de deux chaine de TLR4(dimérisation)
dont le domaine intra- cytoplasmique réagissent donc la transmission de signal a la
cellule et [linitiation dune cascade de signaux déclenchent le processus
inflammatoire ,Les LPS stimule les macrophages pour produire des médiateurs
cytotoxique et pro-inflammatoires tels que l'oxyde nitrique, le TNFa ,les lipides
bioactifs et les cytokines .les LPS active les récepteurs des macrophages ,ce signal
est propagé a traverse la membrane a traverse le cytoplasme et finalement au
noyau ou la transcription des génes des médiateurs pro-inflammatoire . (Guijarro-
Mufioz et al. 2014).

1.3.5 TLR4 et Macrophage
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Etant donné le role du TLR4 dans lactivation de la réponse pro-inflammatoire
pendant [linfection(Blasi et al. 2005), les macrophages peuvent détecter des
signaux de danger via le TLR4 ces signaux comprennent les modelés associés aux
pathogéne et les modéles associe aux dommage , aprés la reconnaissances des
micro-organismes par ces récepteurs, les macrophages répondent par voies
transcriptional des géne responsable de production des cytokines inflammatoire |
les TLR4 reconnu les lipopolysaccharides bactérien un composant externe des
bactérie gram-négative (Mantovani et al.,, 2004; Benoit et al.,, 2008; Martinez et al.,
2008; Mosser et al., 2008) les macrophages se lient aux bactérie avec leur
récepteur de phagocytes .lorsque les LPS est libere des surfaces bactérienne il est
lié par une protéine a la surfaces des macrophages appelée CD14 qui agit comme
un corécepteur du TLR4.peut étre capté par une protéine de liaison au LPS
solubles dans le plasma et délivre au CD14a la surface du macrophage .le dimere
TLR4 s’associes a une protéine appelée MD2 et ensemble elle forment un
complexe avec CD14 et LPS (Peter,2015) ce qui induisent linduction de facteur
NF-kB répondent en sécrétant des cytokines inflammatoire telle que les interférons,

I'oxyde nitrique ainsi le facteur de nécrose tumorale (figure 1.9).
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Figurel.9: la fixation des LPS par TLR4 dans les macrophages induit
l'activation de NF«kB et la synthése des cytokines inflammatoire. (Peter.2015)
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1.3.6 Signalisation

TLR4 présent a la surface des cellules hématopoiétique et non
hématopoiétique compose d'un domaine extracellulaire de 608 résidu et dun
domaine intracellulaire de 187 résidus, l'association d'un TLR4 avec un MD2 est
nécessaire pour [lactivation induit par le ligand .MD2 s’associe de maniére non
covalente avec le domaine extracellulaire de TLR4 par interaction avec LPS
forment un complexe TLR4/MD2 cette complexe est assiste par une molécule
accessoire LBP qui permet le transfert des monomeéres LPS en interaction avec
CD14 vers TLR4/MD2(Guijarro-Mufioz et al. 2014).aprés la liaison du LPS ,une
démerisation de complexe puis un changement des conformation de TLR4 ce qui
permet le recrutement de protéine adaptatrice contient des domaine TIR ,une biais
d’interaction homophiles entre le domaine TIR dans la queue cytoplasmique de
TLR4,quatre protéine adaptatrice implique dans deux voie de signalisation (Tugal et
al., 2013)(figure 1.10).
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Figure 1.10 : La signalisation LPS / TLR4 peut étre séparée en voies dépendantes de MyD88 et
indépendantes de MyD88, qui medient I'activation des cytokines pro - inflammatoires et des génes
d' interféron de type I.

1.3.6.1 Voie MyD88 dépendante

Régulée par deux protéines associées a [I'adaptateur:le géne de réponse

primaire de différenciation MyD88 et la protéine adaptatrice contenant le domaine
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TIR(TIRAP).TIRAP-MyD88 régule lactivation précoce de NF-kB et la production de
cytokine pro-inflammatoire(Kuzmich et al. 2017) ,telles que [I'lL12 .la signalisation
MyD88 implique Il'activation de kinases associées au récepteur de I'lL1(IRAK) et du
facteur 6 associé au récepteur de TNF (TRAF6) induit l'activation de TAK1 qui
conduit a Tlactivation de cascades MAPK et de IKK (kinase IKB).la voie de
signalisation d’IKK conduit a [liduction du facteur transcription NF-KB ,tandis que
lactivation d’'un autre facteur AP-1.les deux jouent un role dans I'expression des
cytokines pro-inflammatoire .I'activation de NF-KB par TAK-1 et commence par
lassemblage dun complexe protéique appelé signalosome ,constitue d’une
protéine d’échafaudage appelé IKKa et IKKB .lajout d’'une protéine régulatrice au
signalosome appelée ubiquitine ,qui déclenche la libération de la protéine NF-KB
qui coordonne la translocation dans le noyau des cytokines pro-inflammatoire.
(Aerbajinai, al.2013a)(Figure 1.11).
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Figure 1.11 : La voie dépendante de MyD88. MyD88 active les IRAK / TRAF6 ainsi que les facteurs
de transcription NE-k B , AP-1 et IRF-5 plus en aval. Ces facteurs de transcription induisent
I'expression de genes de cytokines pro - inflammatoires.

1.3.6.2 Voie MyD88 indépendante

Des études utilisant des macrophages déficients en TRIF démontrent que le
TRIF joue un r6le clé dans lactivation du facteur de transcription IRF3 et dans

l'activation en phase tardive de NF-kB et MAPK

18


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/myeloid-differentiation-factor-88
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nf-kappa-b
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/interferon-regulatory-factor-5
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proinflammatory-cytokine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proinflammatory-cytokine

Chapitre 1. Revue de la littérature

Voie de TRIF impligue le recrutement de protéines adaptatrices TIR-domain-
containing adaptator containing interféron-B  (TRIF) et la molécule adaptatrice
apparentée au TRIF(TRAM).les signaux TRAM-TRIF activent le facteur de
transcription interféron régulateur factor-3 (IRF3) via TRAF3 .lactivation d'IRF3
induit la production d’interférons de type1. Et de génes inductibles par linterféron
est importante pour les réponses antivirales et antibactériennes (Molteni et al.
2016)(figure1.12).
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Figure 1.12 : La voie indépendante de MyD88. TRIF signale l'induction d' interférons de type | en
recrutant TRAF3 et RIP1 pour activer le facteur de transcription IRF3 , ainsi que_NF-kB et AP-1.

1.4. PCR
1.4.1 Définitions

Polymérase chaine réactions ou réactions de polymérisations en chaine est
technique de biologie moléculaire permet d’amplifier a partir déchantillons
complexe et peu abondant dimportantes quantités d’'un fragment d’ADN spécifique

et de longueur définie (water, 2014).

1.1.4 Principe

Technique décrit en 1985 découvert par KaryMullis (Mulliset al. 1987) Permet

d’amplifier de maniére la quantité d’ADN in vitro par voie enzymatique, basée sur
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une répétition de cycle de transition de température, chaque cycle contient trois

étapes.
1.1.5 Les constituants
» ADN Matrice : séquence d’ADN a amplifier.
» Des amorces : de 15 & 30 nucléotide de long.
» Une ADN pol : taq poly extrait de la bactérie thermus aquaticus.

» Les nucléotides dNTPs (Désoxy Nucléotides-Tri-Phosphates): dATP, dCTP,
dGTP, dTTP.

Qui sont les éléments de base utilisés par la Tag Pol pour synthétiser les
brins d'ADN complémentaires.(figure 1.13).

Taqg polymeéress] polymerse

ADM de 1'dchamnilion & active a des femperature
rasrer Elevdes )
VAR ‘
)
yd .
",
yd Y
™,
/ -,
"
/ .
",
' L T L I J i coigpde 4 anies ' L ] ' Mombreus
spécifique de 12 séquence G ddanmyribonucliotides

4 I IR
B o’ ADM recherchée pmisem

L) e de nombveun exemplaires W
- ".‘ .l.

Figure 1.13 : éléments de base utilisés pour amplification d’'un produit.

1.1.6 Technique

Cette technique impose de connaitre la séquence des régions qui délimitent
le segment d’ADN a amplifier ==> synthése de [Ioligo-nucléotide complémentaire
qui auront 2 fonctions (Water, 2014)(figure 1.14) :

¢ Permettent de repérer la partie d’/ADN a amplifier.
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e Serviront d'amorce a I'ADN pol Des cycles successifs sont entrepris

Chaque cycle comprenant :

La dénaturation: (92° a 95°C): séparation des deux brins de I'ADN qui

peuvent étre copié par ’ADN pol.

L’hybridation : des amorces= amorcage (50 a 55°C) : lI'une des amorces se

fixe sur un brin d’ADN et la 2éme sur 'autre.

Séquence recherchée a amplifier

B [T FEELET LU

Deinaturacion di I'ADN siparation dis 2 brins _,'__ Chamflage (%5°¢)

YUUVOUuygyguy "| JWUE
MEH VEHEMEMEE MW EWEE

Dinminwtion de la température [ emtre 40
et 657 en fonction de la bengueor i de
la séqmemes des ansorcis)

Hybridation dex amorces

: !
"W]HHHTD" YUVIVUVUY

RTTTTLI el 1 FITTe

Figure 1.14 : les étapes cruciales d’amplification.

L’élongation :(70° & 72°C) : extension des amorces avec ADN Pol, la durée de cette

étape dépend de la longueur de 'amplicon (figure 1.15).

Huvosue die [ temnpéramure (72°C tempdratnnes pour

Elnngatinas des brins 4" ADN grice 4 [a Tag polyméras: X .
U'acrion de Tag polvendraes]

a partir des dew amerces - -

Wy UIW"L:J A L) e | A0
; +—ﬂ S
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Figure 1.15 : Etape d’élongations a 'aide de Taq polymérase.

1.1.7 La Taq pol

ADN pol non inactivée par la chaleur, lIsolée dune Bactérie thermophile
adaptée a la vie dans des sources deau chaude: Thermus aquaticus, Il est
possible maintenant d’automatiser ces réactions grace a des Cycleurs thermiques

(programmable en t° et en tps)(figure 1.16).

Polymérisations i

S T TR TR
TR CEL [

[+

Figurel. 16 : polymérisation a 'aide de taq polymérase.

1.5. Amorces
1.5.1. Définition

Les Oligonucleotides d’ADN monocaténaire ont une longueur de 16-30
nucléotides, ces amorces initient travail de la Taq Pol utiliser pour la réplication
d’ADN lors de la PCR, leur température d’hybridation est 5°c plus bases que la

température de fusion.

1.5.2. Conception d’amorce par PCR

Une amorce mal congue peut empécher le fonctionnement de la réaction
PCR, leur séquence d’amorces détermine la position et la longueur du produit, sa
température de fusion peut conduire a une production faible en raison d'une
amplification spécifique qui peuvent devenir suffisamment compétitif qui inhiber la

formation de produit amplifier

1.5.3. Sélection d’amorces

Selon plusieurs variables :
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e Longueur d’amorce

e Température de fusion

e Spécificité

e Séquences d’amorces complémentaires

e Teneur en G/C et suites polypyrimidine (T, C) ou polypurine (A, G)
e Séquence a I'extrémite

Problématique

Immunité anti-infectieuse c'est la réponse de [I'héte aux agressions
pathologique qui impligue des réponses immunitaire innées et adaptative
caractérise principalement par une réponse a macrophage plusieurs étudies
signalé le réle de TLR4 comme inducteur d’inflammation en réponse a linfection en

induisent la sécrétion des cytokines inflammatoire.

Objectif de cette étude est de concevoir des amorces spécifigue pour le géne

TLR4 a l'aide de logiciel primer blast.

But : utilisation des amorces dans les analyses a PCR dans les futures

études d’association génétique de géne TLR4 aux maladies infectieuse.
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Matériel et Méthodes

2.Géne TLR4

Le gene TLR4 2965 Pb contient une cadre de lecteur ouvert de 2526pb
codant 841 acides aminés 470pb 5 non traduits (UTR) et 743pb 3’ UTR .Ce géne
se localise dans le Chr9 humain codée pour la protéine de membrane de famille
des récepteur TLR qui contient un domaine comprend une peptide signal, un
domaine d’hélice transmembranaire, 3 sortes de domaine de réplication riche en
leucine (LRR, LRR-TYP ,LRR -CT) et un domaine de résistance a [linterleukine
1(TIR) reconnais une large variété des motif antigénigue PAMP ainsi implique dans
les évenements de transduction de signaux induits par LPS et [lactivation de

limmunité innée.

La séquence du geéne TLR4 a été introduite dans la base de données
ensemble (www.ensembl.org) en inscrivant le nom du géne et spécifié I'espéce

humaine (figure 2.1).

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog + Search Human...

1 Human (GRCh38 p13) ¥

Search Human (Homo sapiens)

Search ..

e.0. BRCAZ or 17:63992802-64038237 or rs699 or osteoarthritis

Genome assembly: GRCh38.p13 (GCA_000001405.28) Gene annotation

B g A Pax6 INS

0 More information and statistics g E What can | find? Protein-coding and non-coding genes, splice variants, cDNA and BRCA2
H H protein sequences, non-coding RNAs

&1 Download DNA sequence (FASTA) View karyotype 0 More about this genebuild Example gene

\\ ST R E e B A = —— &'I Download FASTA files for genes, cDNAs, ncRNA, proteins

L : ] . ¢
a DiE R EReTE &'I Download GTF or GFF3 files for genes, cDNAs, ncRNA, proteins e 'l
4] ;

Example region ‘\ Update your old Ensembl IDs Example transcript

| GRCh37 Full Feb 2014 archive with BLAST, VEP and BioMart v\m

Comparative genomics Variation

o ATCGAGCT
What can | find? Homologues, gene trees, and whole genome alignments across a What can | find? Short sequence variants and longer structural variants; disease and ATCCAGCT
multiple species "y other phenotypes ATCGAGAT
0 More about comparative analysis Example gene tree 0 More about variation in Ensembl Example variant
ey Dovnload alignments (EMF) by Download all variants (GVF) BN

Figure 2.1: Plateforme de la base de données Ensembl.
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2.1 Recherche de la séquence de référence du géne TLR4

La plateforme de la base de données montre ou la séquence complete du
géne peut étre trouvée sous le code ENSG00000136869. (Figure 2.2).

lon sécurisé | ensembl.org/Multi/Search/Results?gq= ;site=ensembl_a
&« Cc @ N Ecurisé bl.org/Multi/S: h/Results?q=TLR4;si bl_all

TLR4-202 (Human Transcript)

Toll like receptor 4 [Source: HGNC Symbol:Acc:HGNC:11850]

R-HSA-166016 (Reactome record; description: Toll Like Receptor 4 (TLR4) Cascade) is an external
reference matched to Translation ENSPO00D0377997

Layout: Location = Extemnal Refs. « cDNAseq. « Exons = \arantiable « Protein seq. = Population = Protein summary

apiaiy Table TLR4-201 (Human Transcript)
ENSTO00000355622 9:117704403-117724735:1
Tip: Toll like receptor 4 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:11850]
You can use wildeards in vour R-HSA-166016 (Reactome record; description: Toll Like Receptor 4 (TLR4) Cascade) is an external
searches. reo would match RHO reference matched to Translation ENSPO0000363089
RHOC {:RHO + Zero or more Location = Extemal Refs. » cDNAseq. = Exons = Variant isble « Protein seq. = Population = Protein summary

characters); rio? would match .
e - TLR4-203 (Human Transcript)
RHOC, RHOB (RHO + one ENSTO0000472304 5:117704175-117714952:1
character) Toll like receptor 4 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC: 11850]

Locstion » Extemal Refs. » cDNAseq » Exons  \riantisble » Proteinseq. = Population = Protein summary

TLR4-204 (Human Transcript)
ENST00000490685 9:117708197-117703979:1
Toll like receptor 4 [Source: HGNC Symbol:Acc:HGNC:11850]

Location « Extemnal Refs. « cDNAseq. « Exons = ‘ariant table « Population

Tird (Mouse Gene, Strain: reference (CLS7BLE))
ENSMUSGO00000039005 4:56827584-569302384.
Toll-like receptor 4 [Source:MGI Symbol Acc:MGI:96824]

R-MMU-166016 (Reactome gene record; description: Toll Like Receptor 4 (TLR4) Cascade,) is an
external reference matched to Gene ENSMUSG00000039005

‘ariant table = Phenstypes » Locstion = Extemal Refs. » Regulation s Orthologues » Gene free

Tir4-202 {Mouse Transc
ENSMUSTO0000107365 4.668278 0.
Toll-like receptor 4 [Source:MGI Symbol Acc:MGI:965824]

Tir4-004 (Vega transcript) is an external reference matched to Transcript ENSMUSTO0000107365
Location = Extemnal Refs. « cDNAseq. « Exons = \arantiable « Protein seq. = Population = Protein summary

Strain: reference (CL57BLE))

Tird 04 Mdraiea Tranarring Cheaine rafarnnen (01 E700 £1

Figure 2.2 : Introduction du géneTLR4 dans la base de données ENSEMBL.

I existe 4 pseudo genes apparentés: TLR4-201, TLR4-202, TLR4-203,
TLR4-204(figure 2.3).

Login/Register
BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog €]~ Search all species. Q
Human (GRCh38p13) v
bcation: 9:117,704,175-117,724,735 e LERIN3Z]
ene-based displays
Summary Gene: TLR4 EnsG00000136869

Splice variants
Transcript comparison Description toll like receptor 4 [Source:HGNC Symbol Acc:HGNC: 1185067

Ssﬁjg:ci"g'% Gene Synonyms ARMD10, CD284, TLR-4, hToll

L Secondary Structure Location Chromosome 9: 117.704,175-117,724 735 forward strand

Comparative Genomics GRCh38:CM000671 2
Genomic alignments
Gene tree About this gene This gene has 4 transcripts (splice variants), 158 orthologues, 22 paralogues, is a member of 1 Ensembl protein family and is fated with 1
Gene gainfloss tree phenotype.

Orthologues Transcripts 9 "
Paralogues P Hide transcript table
Ensembl protein families

Ontologies
E GO: Cellular component

GO: Biological process

GO Molaular function Name Transcript ID bp Protein ~ Biotype CCDS UniProt RefSeq Match Flags
v
Phenotypes TLR4-201 | ENST00000355622.8 | 12677 83%aa | Protein coding CCDSEB18% 00020667 | NM_1385545¢ | (TSL1 GENCODEbasic 'APPRISP1 ' MANE Selectv0.7
GE\?etjc \tf?ri;tiuﬂ TLR4-202 | ENST00000394467 5| 4048 79%aa || ng - 000206 - TSL'1  GENCODE basic
ariant table
E\,ariammage TLR4-203 | ENST000004723042 | 2955 32aa | Protein coding - ADAZREYTPA®G - TSL1  GENCODE basic
Structural variants TLR4-204 ENST000004906851| 538 | No protein | Processed transcript - - - TSL3
Gene expression
Pathway
Regulation Summaryﬂ
External references
ﬁ;r‘gmiﬂg svidence Name TLR4e (HGNC Symbol)
listor
L Generﬁistmy Cccos This gene is a member of the Human CCDS set: CCDS6818.1

Figure 2.3 : code donnée pour le géne TLRA4.
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2.2 Séquence du géne TLR4 :
Nous avons situé, ensuite, notre paire d’amorces dans la séquence du

transcrit du gene TLR4 montré dans la figure 2.4.

1w Tsiory
L Gene history

Exons TLR4 exons All exons in this region

Markup  loaded

TAGCTTCCTCTTGCTGTTTCTTTAGCCACTGGTCTGCAGGCGTTTTCTTCTTCTAACTTC
CTCTCCTGTGACAAAAGAGATAACTATTAGAGAAACAAAAGTCCAGAATGCTAAGGTTGC
CGCTTTCACTTCCTCTCACCCTTTAGCCCAGAACTGCTTTGAATACACCAATTGCTGTGG
GGCGECTCH CAGTGCCTCAGAAACTGCTCOGTCAGACGOTGATAG

CGAGCCACGCATTCACAGGGCCACTGCTGC TCACAGAAGCAGTGAGGATGATGCCAGGAT
GATGTCTGCCTCGCGCCTGGCTGEGACTCT

Wl scrtion  Conception  Miscenpage  Références  Publipostage  Révision  Affichage  Zotero  Aide Rechercher des outils adaptés

£ Rechercher

N A
Calibri (Corp |11 VK K Aa- A 2 8L | aaebcene| AsBbCeDe AaBbCe assbcer AQB <

= L5 TNormal | TSansint..  Titre 1 Titre 2 Ttre

2 Remplacer

. z L aby .
¥ Reproduire lamise enforme | © 1 S e x| AW - A [ Sélectionner-

Presse-papiers ] Police = Paragraphe = Styles = Edition
\-Z-\‘1-\-3-\‘1-\-1‘\-3‘|‘4‘|‘5‘|‘6‘\‘7-\-8‘\-9‘|‘10‘\-ll‘l‘ll‘l‘l]-\‘14‘|‘15-\‘a-\-17‘\‘l.ﬂ‘|
TGTCCTTATARGAAGGGGAGATTAGAAT TCAGACACACTTGCTGACACCTTGAGTTCAGA
CTGGAAGCCTCTAGAATTGTGAGARRATGARTGTCTGTTGTTTARGCCACCCAGTCTGTG

GTATTTCCTTATGGCAGCCCCAGCAAACTAATACAAATAGTGTTTCCACAGCTGAAACAA

AATTGGAAAATCACCGTCATCCT TTAC GGCTATTTTAATAGAACCTGATTG

TTTTCCTAAATTCACCAAGCCCAGGCAGAGGTCAGATCACTAATTGGGATAAAAGCCAAC

TAGCTTCCTCTTGCTGTTTCTTTAGCCACTGGTCTGCAGGCGTTTTCTTCTTCTAACTTC

CTCTCCTGT:! ARA ACTATTAGAGAAACAAAAGTCCAGAATGCTAAGGTTGC

CGCTTTCACTTCCTCTCACCCTTTAGCCCAGAACTGCTTTGAATACACCAATTGCTGTGG
GGCGGCTCGAGGAAGAGAAGACACCAGTGCCTCAGAAACTGCTCGGTCAGACGGTGATAG
CGAGCCACGCATTCACAGGGCCACTGCTGCTCACAGAAGCAGTGAGGATGATGCCAGGAT
GATGTCTGCCTCGCGCCTGGCTGGGACTCTGATCCCAGCCATGGCCTTCCTCTCCTGCGT
GAGACCAGAAAGCTGGGAGCCCTGCGTGGAGCTATCTECCTCGAGTCAGCTCCTCTGARD
TTTCCCTCACTTCTGCCCAGAACTTCTCACTGTGTGCCCTGGTTTGTTTATTTTTGCARA

12 3&3mots [[7 Francais France) E2 B - ] +

Figure 2.4. La séquence du transcrit de TLR4 est ensuite copiée dans un document Word afin de
faciliter son utilisation.

2.3 Le désigne de primer
L'outil primer -blast Nous permet une conception damorces les plus

spécifiques de la séquence que l'on veut amplifier, est retrouvé dans la base de

données (ncbi) (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Les figures suivantes représentent les étapes a suivre dans l'utilisation de cet

outil (figure2.5).
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Resources ™ How To ¥ Sign in to NCBJ

8NCBI All Databases v

National Center for
Biotechnology Information

|

COVID-19 is an emerging, rapidly evolving situation.
Get fhe Iatest public health information from CDC: hifps-/fwww.coronavirus gov .

Get the latest research from NIH: https:/fwww nih.govicoronavirus.

NCBI Home Welcome to NCBI Popular Resources
Resource List (A-Z) The National Center for Biotechnalogy Information advances science and health by providing access to PubMed
AR biomedical and genomic information. Baokshelf
Chemicals & Bioassays About the NCBI | Mission | Organization | NCBI News & Blog PubMed Central
Data & Software BLAST
DNA& RNA Submit Download Leam Nucleotide
Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a Genome
Genes & Expression into NCBI databases computer class or watch a tutorial SNP
Genetics & Medicine Gene
Genomes & Maps Protein

PubChem
Homology
Literature
Proteins NCBI News & Blog
Sequence Analysis Develop Analyze Research Conserved Domain Database (CDD) v.
Taxonom 3.18 s now available

y Use NCBI APls and cods Identify an NCBI tool for your Explore NCBI research and 01 Apr 2020
Training & Tutorials libraries to build applications data analysis task collaborative projects The latest version of the Conserved
i Namain Natahass rontaine 2 198 new ar

Variation

Announcing NCBI Datasets — try it outl

Figure 2.5 : Plateforme de la banque de donnée du NCBI.

& NCBl  Resources ) How To %) Sign in to NCBI

c
<"_'3 NCBI All Databases 7| | |

Mational Center for
Biotechnology Infermation

NCBI Home AllResources

Resource List (A7) J All | ‘ Databases | ‘ Downloads | ‘ Submissions | ‘.ﬁ.‘ | How To |

All Resources

Databases
Chemicals & Bioassays
Data & Software Assembly - . ot ;

A database providing information on the structure of assembled genomes, assembly names and other meta-data, statistical reports, and links to
DNA & RNA genomic sequence data

Domains & Structures

BioProject (formerly Genome Project)

Genes & Expression A collection of genomics, functional genomics, and genetics studies and links to their resulting datasets. This resource describes project scope,
material, and objectives and provides a mechanism to retrieve datasets that are often difficult to find due to inconsistent annotation, multiple
independent submissions, and the varied nature of diverse data types which are often stored in different databases.

Genetics & Medicine

Genomes & Maps

Homology Mp\_e ) L o . ) .
The BioSample database contains descriptions of biological source materials used in experimental assays.

Literature

Proteins BioSystems
Database that groups biomedical literature, small molecules, and sequence data in terms of biclogical relationships.

Sequence Analysis

Taxonomy Bookshelf
o : A collection of biomedical books that can be searched directly or from linked data in other NCBI databases. The collection includes biomedical
Training & Tutorials textbooks, other scientific titles, genetic resources such as GeneReviews, and NCBI help manuals
Variation
ClinVar

A resource to provide a public, tracked record of reported relationships between human variation and observed health status with supporting evidence.
Related information in the NIH Genetic Testing Reqistry (GTR). MedGen, Gene, OMIM, PublMed and other sources is accessible through hyperlinks on
the records.

ClincialTrials nov
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& ncbinim.nih.gov/guide/all/ B

OSIRIS

A public domain quality assurance software package that facilitates the assessment of multiplex short tandem repeat (STR) DNA profiles based on
laboratory-specific protocols. OSIRIS evaluates the raw electrophoresis data using an independently derived mathematically-based sizing algorithm. It
offers two new peak quality measures - fit level and sizing residual. It can be customized to accommodate laboratory-specific signatures such as
background noise settings, customized naming conventions and additional internal laberatory controls.

Open Reading Frame Finder (ORF Finder)
A graphical analysis tool that finds all open reading frames in a user's sequence or in a sequence already in the database. Sixteen different genetic
codes can be used. The deduced amino acid sequence can be saved in various formats and searched against protein databases using ELAST.

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

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

Primer-BLAST
The Primer-BLAST tool uses Primer3 to design PCR primers to a sequence template. The potential products are then automatically analyzed with a
BLAST search against user specified databases, to check the specificity to the target intended.

ProSplign

A utility for computing alignment of proteins to genomic nucleotide sequence. It is based on a variation of the Needleman Wunsch global alignment
algorithm and specifically accounts for introns and splice signals. Due to this algerithm, 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 accessed using either standard URLs or via SOAP.

PubChem Standardization Service
Standardization, in PubChem terminclogy, is the processing of chemical structures in the same way used to create PubChem Compound records from
contributors’ eriginal 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 guery input by PubChem Compound Identifier (CID),

.Ce Logiciel (Primer3) (Ye et al, 2012) est retrouvé en ligne en libre-service,
dans la banque de données (ncbi) (www.ncbi.nim.nih.gov). Il présente une interface

facile a utiliser (figure 2.6)

m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Bictechnology Information SignintoNCBI

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

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

Resetpage Save search paramelers Relrieve recentresults  Publication  Tips for finding specific primers
PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) &) Clear Range
From To
Forward primer © Clear
y Reverse primer
Or, upload FASTA file Choisir un fichier |Aucun fichier choisi
Primer Parameters
Use my own forward primer @ Ch
(53" on plus strand) - =
Use my own reverse primer (%] Clear
(53" on minus strand) - -
Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10
Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures | |57 50.0 63.0 3 (]
(Tm)
Exon/intron selection A refseq mRNA sequence as PCR template input is required for options in the section &)
Exon junction span No preference e
Exon junction match Min 5'match ~ Min 3 match  Max 3' match
7 4 §

Figure 2.6 : interface de logiciel primer-blast.
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3. Analyse des Résultats du Primer Blast :

Le couple d'amorces choisi doit répondre aux criteres suivant :

» Choaisir le couple d'amorces qui donne le moins de produits aspécifiques, afin

D’amplifier que le produit étudié

» Les températures d'hybridation des deux amorces doivent étre le plus
proches

Possibles, car la température d'hybridation lors d'une PCR est programmeé en une
Seule température.

» Lateneur en GC doit étre proche de 40%
» lgnorer les produits aspécifigues de plus de 1000 Pb, car lors d'une PCR Il

est moins probable d'amplifier une séquence de plus de 1kb.

Inserfion  Conception ~ Miseenpage  Références  Publipostage  Révision  Affichage  Zotero  Aide ) Rechercher des outils adaptés

‘-D CourerNew \[95  ~/| A &7 Aa- f¢ | IZ-iS-5nc E232 MW 2L 9| aoepoenc] asBbooe AaBbCo AsBbcel AAQB af Rechercher -
Coller 6 I S -abex, x MA-W-.A- S===.|1=-|&-" s L | " Remplacer
- ¥ Reproduire la mise en forme d = = £ === = INormal ] 1Sansint..  Titrel fitre 2 e 52| L Sélectionner -
Presse-papiers [} Police [} Paragraphe I} Styles m Edition ~
L \-l-l-l‘l-g‘\‘l-||_-2-|-JL|-4‘\‘I_S-l-é-L-T‘\-!I_‘\‘9‘\‘_1C--|-11‘|_\‘12‘\‘E‘\\M\ll_-l!‘\‘al;\‘ﬂ‘\‘l_w-l n ®
w CTGGAAGCCTCTAGAATTGTGAGAARATGARTGTCTGTTGTTTAAGCCACCCAGTCTGTG

GTATTTCCTTATGGCAGCCCCAGCARACTARTACARAATAGTGTTITCCACAGCTGARACAR

TAGCTTCCTCTTGCTGTTTCTTTAGCCACTGGTCTGCAGGCGTTTTCTTCTTCTAACTTC

o CTCTCCTGTGACAAAAGAGATAACTATTAGAGAAACAAAAGTCCAGAATGCTAAGGTTGC

CGCTTTCACTTCCTCTCACCCTTTAGCCCAGAACTGCTTTGAATACACCAATTGCTGTGG

GGCGGCTCGAGGAAGAGAAGACACCAGTGCCTCAGAAACTGCTCGGTCAGACGGTGATAG

CGAGCCACGCATTCACAGGGCCACTGCTGCTCACAGAAGCAGTGAGGATGATGCCAGGAT

GATGTCTGCCTCGCGCCTGGCTGGGACTCTGATCCCAGCCATGGCCTTCCTCTCCTGCGT

7 GAGACCAGAAAGCTGGGAGCCCTGCGTGGAGCTATGTGECTGCACTCAGCTCCTCTGARAC

- TTTCCCTCACTTCTGCCCAGAACTTCTCACTGTGTGCCCTGGTTTGTTTATTTTTG!

Pageisuriz  3&3mots (2 Francais (France) £ B - ¥ + 130%

L s d - 1412
ﬂ yel Taper ici pour rechercher ~ WD g FRA 03/04/2020 %

Figure 2.7 : séquence du géne TLR4 prise depuis la base de données Exemple. Cette
séquence est copiée dans un document Word, et la séquence d'intérét est encadrée.
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rechnology Information

Primer-BLAST Atool for finding specific primers

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

Resetpage Save search parameters Refrieve recentresults Publication  Tips for finding specific primers

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferrad) &) Clear Range

CTGGAAGLCTCTAGAAT TGTGAGAAAATGAATGTCTETTET TTAAGCCACCCAGTCTGTGGTATTTCCTTATGGCAGCECE
AGCARACTAATACAAATAGTGTTTCCACAGC TGAARCAARAT TGGARAATCACCETCATCC TAGAGAGTTACAAGEGC TAT From To

TTTAATAGAACCTGAT TGTTTTCCTAAATTCACC AAGCCCAGGCAGAGGTCAGATGACTAAT TGGGATAAAAGCCAAC Forward primer @
TAGCTTCCTCTTGCTETTTCTTTAGCCACTGETCTRIAGRCATTTTCTTCTTCTAACTTCE TCTCCTGTEACAAAAGAGAT T . -
AACTATTAGAGAAACARAAGTCCAGAATGCT ARGETTEL y Reverse primer

Or, upload FASTA file

Clear

Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Primer Parameters

Use my own forward primer ) Cl
(5->3' on plus strand) - e
Use my own reverse primer (7] Clear
(5'->3' on minus strand) B -

Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10

Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 570 60.0 63.0 3 ]

(Tm)

Exonintron selection A refseq mRNA sequence as PCR template input is required for options in the section &)

Exon junction span No preference v e
Exon junction match Min 5'match ~ Min 3'match ~ Max 3 match
7 4 i

Minimal and maximal number of hases that must anneal to exons at the 5 ar 3' sida nf the iunction &

Figure 2.8 :copier la sequence dans l'interface de base de donnee.

Insertion Conception Mise en page Références Publipostage Révision chage  Zotero  Aide Q Rechercher des outils adaptés

5 ESim impl v 5
ictionnaire des synonymes [@ 8z SB[ Marques simples G #
- o [ afficherles margues © , i
‘atistiques Vérifier Langue Mouveau Suivi des . Accepter Comparer Protéger Entré
I'accessibilité - commentaire [ Afficher les commentaires modifications * [T5] Valet Vérifications ~ - -:Dj o - manusc

irification Accessibilité Commentaires Suivi 2 Modifications Comparer

[ -l-\-g‘|-1‘||_-2‘|-3L|-4‘|-|_5‘|‘S‘L‘?‘|‘SI_‘|‘9‘|L10-|‘11-|_|‘11-|‘E-|‘14-\L-li-\-ﬁﬂ\-ﬂ-\-l_m- o

CTGGAAGCCTCTAGAATTGTGAGAARATGAATGTCTGTTGTTTARAGCCACCCAGTCTGTG

GCTATTTCCTTATGGCACC C CUNALSC=A 7 TR TR C* 7 A A ST AR SR (ST R R

Statistiques ? b

AATTGGARAATCACCGTCAT Statistiques : e

Pages 1
TTTTCCTAAATTCACCAAGO Mots il

Caractéres [espaces non compris) 646
TAGCTTUC'I'CTTGCTG'L'I'I'“ Caractéres [espaces compris) 646

Paragraphes 10

Lignes il

CTCTCCTGTGACBAAAGAGJ

CGCTTTCAC'ITCCTCTCBCq

Inclure les zones de texte, les notes de bas de page et les notes de fin

LU

GGCGGCTCGAGGAAGAGAAGACACCAGTGCCTCAGAAACTGCTCGGTCAGACGGTGATAG

CGAGCCACGCATTCACAGGGCCACTGCTGCTCACAGAAGCAGTGAGGATGATGCCAGGAT

GATGTCTGCCTCGCGCCTGGCTGGGACTCTGATCCCAGCCATGGCCTTCCTCTCCTGCGT

GAGACCAGAAAGCTGGGAGCCCTGCGTGGAGCTATCTGGCTGGAGT CACCTCCTCTEARD

TTTCCCTCACTTCTGCCCAGRACTTCTCACTGTGTGCCCTGETTTGTTTATTTTTGCRAR

ARRARARRACGAGTTARATTACCTTARRAGACTCAAGAAGCCACAGAGATCARATAATTCAT
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Insel

8 +
ictionnaire des synonymes Ijé By

Vérifier Langue Nouveau Suivi des Accepter 2 Comparer | Protéger Entr
¥ =

atistique:

irification

rtion Conception Mise en page Publipostage Affichage Zatero Q Rechercher des outils adap

[)‘;{“ Marques simples A

B Afficher les marques ~

< . L
l'accessibilité M commentaire [Z] Afficher les commentaires modifications = [[%] Volet Verifications ~ -

Accessibilité Commentaires Suivi = Modifications Comparer

Vo2t -E-l‘l-\ul‘ S3 A S e 6 T B e % e 10 0 s 12 0 P s e g 15 e A 1T

CTGGAAGCCTCTAGAATTGTGAGARARAATGARTGTCTGTTGTTTAAGCCACCCAGTCTGTG

ETATTTCCTTATCCCACCC (OAC AR A AAMALMA A AN ~CMAMOMAN R AR CATOR AR S
Statistiques ? X

AATTGGAARATCACCGTCAT

1]

Statistiques :

Pages 1
TTTTCCTARATTCACCAAGH Mots 4 £
Caractéres [espaces non compris) 209
TACCTTCCTCTTCCTCTTT Caractéres (espaces compris) 209 C
Paragraphes 3

Lignes 4
CTCTCCTGTGACAAAAGAGE
Inclure les zones de texte, les notes de bas de page et les notes de fin

CGCTTTCACTTCCTCTCACC

GGCGGCTCGAGGAAGAGAAGACACCAGTGCCTCAGAAACTGCTCGGTCAGACGGTGATAG

CGAGCCACGCATTCACACCGCCACTGCTGCTCACACAAGCAGTGAGCATCGATCCCAGGAT

GATGTCTGCCTCGCGCCTGGCTGGGACTCTGATCCCAGCCATGGCCTTCCTCTCCTGCGT

GAGACCAGAAAGCTGGGAGCCCTGCGTGGAGCTATCTGCCTGGAGCTCACCTCCTCTEAAC

TTTCCCTCACTTCTGCCCAGAACTTCTCACTGTGTGCCCTGGTTTGTTTATTTTTGCARAR

ARAARAAARCAGTTAAATTACCTTARAGACTCAAGAAGCCACAGAGATCARATAATTCAT

Figure 2.9 : statistique d’'une sequence de produit amplifier.

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

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

[t

Reset page Save search parameters Retrieve recent results Publication  Tips for finding specific primers

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) @& Clear Range
CTGGAAGCCTCTAGAATTETGAGAAAATGAATGTCTET TET TTAAGCCACCCASTCTETGETATTTECTTATEGCAGCCCS

AGCAAACTAATACAAATAGTGTTTCCACAGC TEAAACAAAATTEGAAAATCACCETCATCC TAGAGAGT TACAAGGECTAT From To
TTTAATAGAACCTGATTGTTTTCCTAAATTCACCAAGCCOAGGCAGAGETCAGATGACT AATTEGEGAT AAAAGC CAA Forward primer |1 209 @  Clear
TAGCTTCCTCTTECTETTTCTTTAGCCACTEGTCTGCAGECGTTTTCTTCTTCTAACTTCCTCTCCTETGACAAAAGAGAT 7 . -
AACTATTAGAGAAALARAAGTCCAGAATGC TARGGTTEL Reverse primer |646

Or, upload FASTA file

Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Primer Parameters

Use my own forward primer o

Cl

(53 on plus strand) B =
Use my own reverse primer 2]} Clear
(5'-=3" on minus strand) -

Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10

Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures 57.0 50.0 63.0 3 ]

(Tm)

Exon/intron selection A refseq mRMNA sequence as PCR template input is required for options in the section &

Exon junction span No preference Y@
Exon junction match Min 5" match  Min 3' match  Max 3" match

7 4 8

Minimal and maximal number of bases that must anneal to exons at the 5' or 3' side of the junction &)
Intron inclusion Primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA &)
Intron lenath range Min Max
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@ @ nchinlmnihgov/tools/primer-blast/ B & =
Intron inclusion Primer pair must be separated by at least one intron on the coresponding genomic DNA &
Intron length range Min Max
1000 1000000 | &

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

Specificity check | Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template &)

Search mode Automatic T8

Database Genomes for selected organisms (primary reference assembly only) ¥ | &

Exclusion Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) /| Exclude uncultured/environmental sample sequences &
Organism Homo sapiens

Enter an organism name (or organism group name such as enterobacteriaceae, rodents), taxonomy id or select from the suggestion list as you type. @
Add more of ggnisms
Entrez query (optional) @

Primer specificity stringency | primer must have 2t least |2 ¥ | total mismatches to unintended targets, including

atleast| 2 v | mismatches within the last| 5 ¥ |bps atthe 3 end. &

Ignore targets that have | 6 ¥ | or more mismatches to the primer. &

Max target size 4000 @
Allow splice variants Allow primer to amplify mRNA splice variants (reguires refseq mRNA sequence as PCR template input) &
{ Get Primers | ¥/ Show results in a new window ¥/ Use new graphic view &)
p Advanced parameters Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

JIH U_S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

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

Input PCR template Icl|Query_1
Range 1-780

Your PCR template is highly similar to the following sequence(s) from the search database. To increase the chance of finding specific primers, please review the list below and select all
sequences (within the given sequence ranges) that are intended or allowed targets

Select Al None Selected:0

Accession Title Identity Alignment length Seq. start Seq. stop Gene
NC_000009.12 Homao sapiens chromosome 9, GRCh38.p13 Primary Assembly 100% T80 117703935 17704714 TLR4
Submit Show results in 2 new window

3LAST is a registered trademark of the National Library of Medicine Support center  Mailing list E

icBl * ) —
) - ! 110N m) -/(f; USA.gov
Jational Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine IBRARY OF 'ﬁ? )

3600 Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 USA

%olicies and Guidelines | Contact
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\IIH US. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

Making primers specific to your PCR template. more...

Status Running Check  Cancel
Current time 03 April 2020, 08:20:12
Time since submission 31 sec

Progress Message

BLAST is a registered trademark of the National Library of Medicine Support center  Mailinglist

NCEI » Ny

o [ (L Tsrg
Naticnal Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine T ~ B
8600 Rockville Pike, Bethesda MD, 20894 USA

Policies and Guidelines | Contact

3.1.Les amorces encadrent le transcrit de gene TLR4 :

10 couples d’amorces hautement spécifiques ont été obtenus. Les résultats

sont représentés dans les figures cidessous .

.IIH U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Informaticn

Primer-BLAST » 108 i0:TowqscFWzp7rwNbF26Xy866-48WMIYjQ

Primer-BLAST Results &

Input PCR template Icl|Query_1

Range 1-780
Specificity of primers Primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Genome database (reference assembly only) for selected species (Crganism
limited to Homo sapiens)...help on specific primers
Other reports PSearch Summary

®Graphical view of primer pairs

2 Query 1+ | Find: P =N=JN=N @ m = FeTools~ | LFTracks - 2 P~
(U) Primer pairs for job TORQscFWzPT7rwNbF26Xy96G-4ZWMrfiYiQ » 5%
Priner 1 =, =
Priner 2 = —
Frimer 3% %
aner‘i% %
Frimer sf;, \;E
Priner sg §
Prlmer?E E
Priner a§ §
Priner 9 s, —_—
Priner 10 s |
B [zm [4p |ee jse e [i20 |40 160 [190 |20 |aze |24b [26e |20 [308 |320 (340 (360 [3m [40@ [420 |4d0 [45@ 490 See [s2p 540 S50 [5Em |60 |52 |sde |sem [see [Tee |Fae [T4p | 7ed
Query_1: 1..780 (780 nt) " £ Tracks shown: 2/6

Figure 2.10 : représentation graphique de 10 paires d’'amorces encadrent le transcrit de géne TLR4.
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Par la suite pour faciliter la recherche des amorces spécifiques de ce géne,
une séquence du géne TLR4 qui comporte lintron et I'exon plus précisément I'exon

1 a été copié et collé dans un document Word.

ALALALVORALDL UL TRAL cm ARLLLWBPOALVIRLOALL DL AL AL DGARDARSR A L. o

SAAATROU AL IARDO LALHAL OGRS LRI S RLCO D il Ul A s L0O

T 1 rnoe 1% >, & =4 -Js'/‘\a - - i ' _l\—t rs ¢ = r3y N X
MGCCTTIACGANTS CNOATENICICIGTIGCI I AN ;. AGICIC
STATTTOCTT ATGGCAS GCAAACT AR T ACANATAGTGTT ITCACASTT GARACAA
Exonl
AL AR I LA T AT I ARG AG A TTACARG GO CTAI T AR TAGARCCIGATIG
I e AR T AL ARG OO OA GO A GAGS T CAGRIOACTART ICOGATARRALCCCENC /

TACCTTCCTCTTEC T OTTTCT TTACCCACTOOTCTOCAGCCOTTTTCTTCTTCTAALTTC. —
CTCTOCTOTOACAAAAGAGAT AACT AT TAGAGAAAL JAAAGTOCAGAAT GCTAALGTTOL
O T T AT T T CTCAC OO TTTAGC CCAGAACTUCT TTGRATACACCAATTGCTUTUG
GOOGACTCGAGCGAAGABAAGACACCAGTOOC T CAGAAACTGCTCOGTCAGACGOTGATAG
COACOCACOCATTCACAGGOCCACT OCTCCTCACACAACCAOTOAGOATGATGOCACOAT

GATGTC TGO TCOC GO TGO TOUGAC TCTCATCCCAGOCAT GGOCTTCCTCTOCTGOGT

GAGACCAGAAAGCT O00AGCCCTOCOT O0ABG TA TG TG G TOGAGT CAGCT IO TCTSAAC ——

T AT O GO CA AN TT CT CACT G TG TG OCCT GGTT IS T TTATTT TT G0 ARA
A AR ARG AG TT A TT AL ST TRARGA T CAA GG A AGAGA TCAMA T AR TT T
IO T TACIG S AT AGAGGIASCCATT GGG TT IO 1T COAT TIGSAMITTTGASTGCT
AR CAGGGGUATGAGATARC AT AGRT CT GCTTARGGT CCCTGLT TACCTTGIG

A R RAASEAA A LA S I G L AR L S Al A SR AAEAGRA I ALAAL

La conception d’amorce du géne : AL160272.2
Code : ENSG00000285082, Chromosome 9: 117,704,157-118,072,314

Figure 2.11 : les paires d’amorces obtenue avec I'outil primer- blast, encadrent une partie du transcrit
du gene TLR4.
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RESULTATS:
Les résultats de conception d'amorce du géne TLR4 de l'exon 1 cest la

premiére paire d’'amorce qui se représente dans la figure suivant :

Primer-BLAST A ol lur finating specilic pramens

§ iy prvmme s e b gres TUN Seemtte bneng M T assd TLANTL

TAME Leie ALRLC T Isxrew] fEwaumax s 'aii B A A e TNl
F53 Dy

T een et gl TAVIA sopns - Heey
¥ Ow
Ox vpmnd FASTA b [ S [ T——
e e ey
Tee g cwn rwed p—
Y 2Y o0 phos svans) ~1
s Rttt ol - [T,
(%8 ew vt awal)
- -
PUR putac bite -
O -t b -
- N - e 1o oM o
e s s e s 3 -
e
[srvem iy WV A e 0 PN e e S et e e .
L e ol b prwtewery e
Them b St e ® Y w7 - o T et
‘ '
~eote e o S Tt vl e Wy e T - v
e - —— O —. — — '~ o
L - o
o ool |

Figure 2.12 : Analyse de la séquence d’intérét par le primer Blast.

110 pogmrty * e

~Graphical view of primer pairs

= Detalled primer reports

Peimer pair ¥
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Tormen § povnns 1GAAATODCAGAS T TTICAAT e . 1 mn TR .
bereve po. CAOCTITEYOOTE YO YR " I N6 s '
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-
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Figure 2.13 : Résulta de primer Blast.
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Le logiciel Primer-Blast présente les résultats pour chaque paire d’amorces

incluant :
» les longueurs d’amorces respectives.
» leur température de fusion (Tf).
» leur pourcentage en GC.
» lalongueur du produit amplifié.

Toutes les paires damorces obtenus sont spécifiques de la séquence du
géne TLR4 et amplifierait des séquences da taille allant de 551pb a 2965 pb.

Au cours de ce travail nous avons choisis la deuxiéme paire d’amorces pour
les raisons suivantes :

Les températures d'hybridation des amorces est de 60°C, cela est en faveur
d’'un choix d’une température intermédiaire a inscrire dans l'étape d’hybridation des
amorces dans le thermocycleur.

Les longueurs des amorces sont 20 nucléotides dont les oligonucléotides

entre 15 et 20 bases sont extrémement spécifiques de la séquence.

La teneur en GC est de 55% et 45pour lamorce sens et anti sens
respectivement.L, lorsque la teneur en GC d'une amorce doit étre comprise entre

40 et50%. Ce qui renforce notre choix pour cette deuxieme paire.

Confirmation de résultats

Une analyse de confirmation qui se fait par le site http/génome.ucsc.edml, les
résultats de cette confirmation ont donné le produit situé sur le chromosome 9,
Donc ces résultats nous confirment la fiabilité et la spécificité des amorces que
nous avons congues.(figure 2.14).

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

UCSC In-Silico PCR

>Chro:117784095+117784645 551bp TTGGCCCAGTACTCTGAAGC CGAACTTCCGGACATTGAGGA
TTGGCCCAGTACTCTGAAGCCaca acttgtgcaggcttggagatt
2 acace & ctgaa

‘tttagggctactaagttc
gagcttgtttttctcttc
ctccaggagttgtta
gcctcctgctaacag
tacgagagtcaggas
csgtatgasttiggg

aatttgees
atttgactgggtetgttaatgtotttgtagteattagaccgctttaagag
actgaggasagctaggtacttttacty CGGAAGTTC
G

Primer Melting Temperatures

Forward: 60.4 C ttggcccagtactctgaage

Reverse: €4.6 C cgaacttccggacattgagsa i . X

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

Figure 2.14 : Confirmation des Résultats par le site UCSC in sillico PCR
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Conclusion

Au cours de ce travail, nous avons pu accéder aux séquences génomiques

des génes codant TLR4 ainsi qu’aux séquences de leur transcrits.

Ainsi nous avons pu concevoir des amorces spécifiques encadrant une partie
du transcrit du géne TLR4 grace au logiciel en ligne Primer-Blast. La séquence de
lamorce Forward (sens) : 5TGAAATCCCAGACTTTTCCCAT3 Et la séquence de
'amorce Reverse (antisens) : CCCAGCTTTCTGGTCTCACG?Z

Ces deux couples d’amorces ont une température d’hybridation optimale pour
le bon déroulement d'une PCR, ont un pourcentage en GC supérieure a 40% et les
séquences damorce sont compatibles entre elles, réunissant ainsi de bonnes

conditions pour leur utilisation ultérieure.

Ces amorces seront utilisées pour I'amplification des transcrits cités afin de
détecter leur présence ou absence, d'une part, et rechercher des mutations ou de

variations de séquences d’autre part.

Ainsi ces amorces seront utilisée lors d'une PCR sert a quantifier TADN de
gene de TLR4 et analyser leur niveau de régulation dans les cas ayant des

infections.

Cette étude nous permet de reconnaitre et d'utiliser des outils de la
bioinformatique tel que la recherche des séquences dans les bases de données, et
de connaitre toutes les caractéristiques essentielles au bon choix d’amorces
spécifiques et compatibles entre elle pour un bon déroulement d’une amplification
en PCR.
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