/ : @15_2;} UNIVERSITE ABOU BEKR BELKAID-TLEMCEN }
\k\"‘(‘c/_y Faculté SNV-STU : )
H_\;;E(! Département de Biologie B | DmOI Im

Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée et immunologie W0414100

Mémoire
Présentée par
SEDJAI Dounia
En vue de I'obtention du Diplome de MASTER
En Immunologie
Sous la direction du Professeur
ARIBI Mourad

Soutenu le 20/ 09 /2020

Intitulé :

NF-KB molécule clé du processus inflammatoire

Devant le jury :

Pr. Chams Eddine SMAHI Professeur université de Tlemcen Président

Pr. Mourad ARIBI Professeur université de Tlemcen Encadreur

Dr. Nabila BRAHAMI Maitre universitaire de conférence A université de Tlemcen Examinatrice

Septembre 2019/ 2020



,/ : @jé@;} UNIVERSITE ABOU BEKR BELKAID-TLEMCEN }
\k\"‘(“c/_y Faculté SNV-STU . )
“_\QOJ; Département de Biologie B | OmOI Im

Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée et immunologie W0414100

Mémoire
Présentée par
SEDJAI Dounia
En vue de I'obtention du Diplome de MASTER
En Immunologie
Sous la direction du Professeur
ARIBI Mourad

Soutenu le 20/ 09 /2020

Intitulé :

NF-KB molécule clé du processus inflammatoire

Devant le jury :

Pr. Chams Eddine SMAHI Professeur université de Tlemcen Président

Pr. Mourad ARIBI Professeur université de Tlemcen Encadreur

Dr. Nabila BRAHAMI Maitre universitaire de conférence A université de Tlemcen Examinatrice

Septembre 2019/ 2020



Résumé

Résumé

Introduction: Le processus inflammatoire est défini comme une réponse

cellulaire multiphasique et multifactorielle a une variété de stimulants pathologiques.

Plusieurs cellules et molécules inflammatoires sont impliquées dans le processus
inflammatoire, parmi ces derniers le facteur nucléaire kappa B (NF-kB) qui joue un rble
majeur dans l'orchestration de la réponse inflammatoire, en raison de sa capacité d’induire
'expression d’'un grand nombre de génes qui participent dans la régulation de

'inflammation.

Objectif : Réalisation d’'une séquence d’oligonucléotides qui servira d’'une amorce pour une
PCR.

Matériel et Méthodes : Concevoir une amorce de I'exon 6 du géne NF-kKB1 a l'aide de

programme Primer- Blast via le site « www ncbi.nih.gov ».

Résultat : Le choix est porté sur la premiére paire d’amorce du géne NF-kB7 en raison des

critéres requis et des produits aspécifiques supérieur a 1000 paires de bases.

Conclusion : Dans cette étude, nous avons congus des amorces a l'aide de I'outil Primer-
Blast dans le but de réaliser ultérieurement une PCR et amplifier le géne NF-AB1, cette
étape est trés importante pour déterminer I'expression de ce géne dans le processus
inflammatoire, ainsi que pour développer des stratégies thérapeutiques spécifique et efficace

pour divers pathologies inflammatoires.

Mot clé : Processus inflammatoire, Géne NF-kB1, Conception d’amorce, Primer- Blast.
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Abstract

Introduction: The inflammatory process is defined as a multiphasic and multifactorial cellular

response to a variety of pathological stimulants.

Several inflammatory cells and molecules are involved in the inflammatory process, among
them the nuclear factor kappa B (NF-kB) which plays a major role in the orchestration of the
inflammatory response, due to its ability to induce expression a large number of genes involved in

the regulation of inflammation.
Objective: Realization of an oligonucleotide sequence that will serve as a primer for a PCR.

Materials and Methods: Design a primer for exon 6 of the NF-kB1 gene using the Primer-Blast

program via the site "www ncbi.nih.gov".

Result: The choice is made on the first primer pair of the NF-kB1 gene because of the required

criteria and non-specific products greater than 1000 base pairs.

Conclusion: In this study, we designed primers using the use of the Primer-Blast program in
order to subsequently perform PCR and amplify the NF-kB1 gene, this step is very important to
determine the expression of this gene in the inflammatory process, as well as to develop specific

and effective therapeutic strategies for various inflammatory pathologies.

Keyword: Inflammatory process, NF-kB1 gene, Primer design, Primer-Blast.
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Introduction

Introduction

Le processus inflammatoire est défini comme une réponse cellulaire multiphasique et
multifactorielle a une variété de stimulant pathologiques, afin de protéger les tissus de I'héte
(de Jests and Ramakrishnan, 2020). Ce processus est caractérisé par une dilatation
vasculaire, perméabilité accrue du capillaire, augmentation du flux sanguin, et le recrutement

de leucocytes vers le site enflammé (Freire and Van Dyke, 2013).

De plus, il stimule également 'activation de divers voies de signalisation qui régulent

'expression des médiateurs inflammatoires aux sein des cellules (Chen et al., 2018).

Ces réponses inflammatoires sont étroitement controlées et régulées afin de
maintenir 'homéostasie, cependant si linflammation persiste aprés ['élimination du
dommage ou de linfection, elle entraine le développement d’'une variété des maladies

inflammatoires et maladies auto-immunes chroniques (de Jesus and Ramakrishnan, 2020).

Donc la régulation et le contréle de l'inflammation sont nécessaires pour la santé de

'organisme.

A ce jour, plusieurs études montrent I'implication des génes NF-AB dans la régulation

du processus inflammatoire et dans la régulation de la réponse immunitaire.

Le NF-kB est un facteur de transcription inductible exprimé de maniére omniprésent
dans toutes les cellules du corps. Il est composé de cing sous unité protéique qui sont
RelA; RelB; ¢ Rel; p105 / p50 et p100 / p52 qui forment des homo et hétéro diméres
fonctionnelles (de Jesus and Ramakrishnan, 2020), chaque sous unité est codé par cinq
genes respectivement :les génes REL A, REL B, C REL et les génes NF-AB1 et NF-AB2.

Le géne le plus étudie dans ce processus cest le géne NF-AB1 en raison de sa
capacité d’induire I'expression de divers génes des chimiokines et des cytokines qui
contrble et régule les différents phases d’inflammation. Notre travail est basé sur I'implication
de conception d’amorce du géne NF-AB1 a l'aide de l'outil Primer-Blast. Afin d’amplifier la
séquence d’oligonucléotide qui participe dans le processus inflammatoire par l'intermédiaire

d’une PCR dans des future études.
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1.1. L’inflammation

1.1.1. Généralité

L’inflammation est un processus biologique complexe du systéme immunitaire qui

peut étre initié par divers facteurs : facteurs chimiques (acide alcalins), physiques (rayonnement,

ionisants, champ magnétique, onde ultrasmores) et biologiques (virus, bactéries, champignons,

exotoxines et endotoxine) (Sochocka et al., 2017).

L’objectif principal de I'inflammation est I'élimination des différents stimulants nocifs

et l'initiation de processus de guérison pour protéger le corps humain et maintenir lhoméostasie

(Chen et al. 2018). L'inflammation est une réponse protectrice indispensable a la santé et a la

lutte contre les maladies (Freire and Van Dyke, 2013) .

Tableau1.1: Classification de lI'inflammation en fonction de la cause (Hawiger and

Zienkiewicz, 2019).

Type d'inflammation

Cause de l'inflammation

Exemples de maladies médiées
par un type d'inflammation donné

Inflammation
microbienne

Bactéries, champignons, virus et
protozoaires

Abcés; Pneumonie; Etat septique;
Fiévre hémorragique Ebola

Inflammation auto-

Attaque auto-immune aberrante
par des auto-anticorps et/ ou des

Diabéte de type 1; Sclérose en
plaque; La polyarthrite rhumatoide;

immune cellules B et T autoréactives (F;_sor,ias_is;, Le lupus érythémateux
isséminé
Allergénes (Ex. Pollen, acariens, | Dermatite atopique / eczéma;
Inflammation squames animales, | Fiévre des foins; Asthme; Dermatite
allergique champignons, piqlres d’insectes |de contact; Anaphylaxie; Réactions
et pigares) d'hypersensibilité aux médicaments
Inflammation rﬁgf;bn;hjtlggo? ar i);zenfsllzee tdre Athérosclérose,Goutte;
métabolique d > P mple esters Phénylcétonurie
e cholestéryle ou acide urique)
Blessure post-traumatique;
Inflammation Traumatisme, brhlures ou | BrOlures chimiques, électriques et
physique rayonnement thermiques (brQlures); Blessures

dues aux radiations
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Au niveau des tissus linflammation est définie par quatre signaux: rougeur,
gonflement, chaleur, et douleur. Ce qui provoque par la suite la perte de la fonction tissulaire
(Freire and Van Dyke, 2013). Ces résultats correspond a I'activation d’'une cascade de réaction
inflammatoire qui affectent le tissus endommagé, ces réaction sont caractérisés principalement
par une vasodilatation, 'accumulation, et le recrutement des leucocytes avec des protéines
plasmatiques du sang vers le site d’infection ou la lésion tissulaire (Zhang and Sun, 2015).

L’activation des cellules résident des tissus endommagé vont déclencher
immédiatement lors du processus inflammatoire y compris les macrophages, les cellules
dendritiques et les mastocytes qui vont sécréter divers médiateurs tel que les chimiokines,
cytokines, les amines et les vasoactives qui ont la capacité d’amplifier I'inflammation et servirent

a I'extravasation des leucocytes vers le tissus Iésé (Gasparini and Feldmann, 2012).

1.1.2. Forme clinique de I'inflammation
L’inflammation est a l'origine de développement de plusieurs maladies, elle est
déclenché par divers agressions : microbiennes, allergiques, auto-immunité, métaboliques, et
physiques qui permettent d’impliquer différents types de réponse inflammatoire (Hawiger and
Zienkiewicz, 2019). Cependant, 'amplitude de la réponse inflammatoire dépend : l'intensité de
I'antigéne, types d’antigénes et son effet sur les tissus ce qui permettre de différencier deux types

d’inflammation : état inflammatoire aigué et état inflammatoire chronique (Sochocka et al, 2017).

* L’inflammation aigué

L’inflammation aigue est une réponse physiologique localisé dans les tissus
vascularisés, afin d’éradiquer le pathogéne et maintenir 'homéostasie (Freire and Van Dyke,
2013). L’apparition de la réponse inflammatoire aigué est provoqué immédiatement I'ors d’une
stimulation par un pathogéne ou d’une Iésion tissulaire (Eming et al., 2007). Ce mécanisme est
impliqué par trois phases: phase dinitiation (pro-inflammatoire), phase adaptation (anti-
inflammatoire) et une phase de résolution (restauration de 'homéostasie), ces derniers sont
contréler par une reprogrammation épigénitique qui dépend de I'activation de certains génes et la

suppression des autres génes (Gasparini;andFeldmann, 2012).

Habituellement lors d’'une inflammation aigué I'ensemble d’interactions moléculaires

et cellulaires contribuent a la réparation, le renouvellement et 'adaptation de nombreux tissus

(FranceschiandCampisi,2014).
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* Inflammation chronique

L’inflammation chronique partage de nombreux caractéristiques de linflammation

aigué, elle est généralement de base grade et persistante (Franceschi and Campisi, 2014).

Leur propriété principale est l'incapacité de I'élimination de déclencheur inflammatoire
et I'incapacité de I'élimination du cellules inflammatoires apoptotiques (Freire and Van Dyke,
2013). Cette état peut développer par divers mécanismes tel que les infections chroniques,
les lésions tissulaires non réparer, la persistance des allergénes ou les particules étrangers
(Gasparini and Feldmann, 2012), ou par la production successive des cytokines par les
réponses inflammatoires (Franceschi and Campisi, 2014).

En conséquence l'inflammation chronique est contribué a la dégénération des tissus

et au développement de divers maladies auto-immunes (Sochocka et al., 2017).

1.1.3. Acteur de Pinflammation
L’inflammation est une réponse trés complexe a une infection ou a une blessure (J.,
2013). Cependant le spectre de la réponse inflammatoire est impliquée a un réseau hautement
coordonnée de nombreux types de composants, parmi eux on distingue : les indicateurs
inflammatoires, les captures qui les détectent et les médiateurs inflammatoires (Freire and Van
Dyke, 2013).

* Polynucléaire

Les polynucléaires sont réparties de la ligne myéloide et représentent 1% des
leucocytes sanguin (Rostan et al, 2014). Il est bien établie que les polynucléaires jouent un réle
majeur dans la défense immunologique principalement dans les réponses inflammatoires, car ils
ont la capacité de migrer selon un gradient chimio attractant vers le site enflammé, ou ils sont
exerces différents fonctions immunologiques parmi eux : la libération d’'une grande variété du
médiateur tel que les cytokines, les chimiokines qui vont améliorer et amplifier les réponses
inflammatoires et qui peuvent servir du premier lien entre la réponse immunitaire innée et
acquise (Li et al., 2016).
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Inflammatory Pathway

Inducers Sensors Mediators Target tissues
7

TNF, IL+1, IL+6

(OL2, CXCLe

Mastcell — Dendritic cel

Histamine
Bradykinin

Elcosanolds

Tissue damage

Macrophage

Figurel.l.Acteurs de la voie inflammatoire: La voie inflammatoire se compose d’inducteur
inflammatoire, de capture, de médiateur inflammatoire et de tissus cible. Les indicateurs initier la réponse
inflammatoire et sont détectés par des captures tel que les récepteurs toll like ( TLR ) qui sont exprimés sur des
cellules sentinelles spécialisées ,telle que les macrophages , les cellules dendritiques et les mastocytes , ces dernier
induise la production de different médiateurs inflammatoires comme les cytokines , les chimiokines , les amines et les
eicosanoides par la suite ces médiateurs agissent sur divers tissus cibles (Medzhitov, 2010).

* Macrophage et monocyte

Les macrophages et les monocytes sont des acteurs essentiels de I'immunité innée
et de I'inflammation, car ils exercent nombreux fonctions immunologigues comme la phagocytose
et la présentation d’antigene (Eming et al., 2007). En plus ces cellules partagent de nombreux
récepteurs de reconnaissances antigéniques tel que les PRR qui vont connaitre les modéles
moléculaires associés aux dommages (DAMP), ces récepteurs ont plusieurs types parmi eux on
distingue : les TLR, les récepteurs RIGI , les NNR et les récepteurs lectine de type C, par la
suite ces récepteurs correspond a l'activation de plusieurs voies de signalisations (Liu et al.,
2017), qui stimulent la production de nombreux médiateurs inflammatoires amplificateurs
d’inflammation on indique :le TGFB , TGF a, facteur de croissance des fibroblastes , facteur de
croissance dérivé des plaquettes et le facteur de croissance endothélial vasculaire (Eming et al.,
2007).
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* Mastocyte

Les mastocytes forment une population supplémentaire de leucocyte résident dans le
tissus conjonctive et dans la peau (Eming et al., 2007). Ce sont des cellules effectrices qui
favorisent l'inflammation par la libération d’'une variété des médiateurs inflammatoires y compris
les cytokines, les chimiokines, I’ histamine, les protéases, les prostaglandines et les leucotriénes
(Chen et al., 2018). En plus les mastocytes ont également un rdéle important dans la réparation
des tissus (Eming et al., 2007) .

ecellules T

Les acteurs de 'immunité adaptative sont également impliqués dans l'inflammation,
notamment la sous population des cellules T auxiliaires, qui sont polarisées et activées en
différent sous population produisant divers cytokines (Zhang and Sun, 2015). La sous population
des cellules Thl caractérisent principalement par la production d’IFNy, IL2 et le TNFa. La sous
population des cellules Th2 vont produire essentiellement I1L4 , IL5 et IL10, ces cellules peuvent
participer dans divers processus y compris le remodelage tissulaire et dans les interactions
directe des cellules (Eming et al., 2007) .

e Médiateur inflammatoire

Les médiateurs inflammatoires sont les principaux acteurs qui vont médier les
réponses inflammatoires, ainsi ils assurent un réle majeur dans I'élimination du pathogéne, qui

sont sécrétés localement dans les tissus infectés (Freire and Van Dyke, 2013) .
lIs sont répartis en divers famille on peut citer :

- Les cytokines sont des molécules a faible poids moléculaire, ont une demi vie relative
courte entre minutes et heures (J., 2013), ils sont repartis en different classes (interleukines,
TNF, TGF et chimiokines) jouent un rbéle important dans le recrutement des leucocytes vers le
site d’infection, ou de blessure et dans la régulation des réponses inflammatoires (Chen et al.,
2018).

- Les protéines tel que : la protéine C réactive (CRP), I'haptoglobine, 'amyloide sérique A,
le fibrinogéne (Chen et al. 2018). En plus on distingue des enzymes tel que le cyclooxygénase
(cox), la NADPH oxydase (NOX) et la synthase inductible de I'oxyde nitrique (INOS), ces
médiateurs ont une fonction importante dans l'activation de plusieurs voies de signalisation et

ainsi ces molécules peuvent servir de bio marqueur inflammatoires (Chen et al., 2018).
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* Systéme de complément

Le complément est un ensemble des protéines circulaires dans le plasma, il peut
également exprimer sur les surfaces cellulaires fait partie de 'immunité innée, leur activation
dépend trois voies: la voie classique, voie alternative et la voie de lectine. Ces derniers
exercerent différent fonction au cours de linflammation principalement dans la régulation du

facteur tissulaire (J., 2013) .
1.1.4. Mécanisme de réponse inflammatoire

L’inflammation est largement connue comme une réponse protectrice de I'héte contre
divers pathogénes, cependant les mécanismes de réponse inflammatoire sont plus complexe en
raison de leurs implication d’'une variété de molécules immunologiques et divers mécanismes
physiologique (Netea et al., 2017). C’est une réponse en plusieurs étapes qui peut se résumer
comme suite : les récepteurs du modéle de surface cellulaire qui reconnait les different stimulant
nuisibles; I'activation du vois inflammatoire et le recrutement de cellules inflammatoires (Chen et
al., 2018).

Initiation de linflammation est médié par plusieurs récepteurs de reconnaissance
d’antigéne : les PRR et les récepteurs de type TLR qui sont exprimés par les cellules
immunitaires résident du tissus, via l'activation en aval de divers voies de signalisation qui
conduisent & la production de plusieurs médiateurs inflammatoires (Feehan and Gilroy, 2019).
Les voies de signalisation inflammatoire qui contrdlent et régulent linflammation sont
principalement : la voie MAP kinase, voie STAT / JAK et la voie de signalisation NF-kB, ces voies
ont un réle important dans la régulation de I'expression de nombreux genes inflammatoires : IL-
18, TNFa, IL-6, et les chimiokines qui correspond aux déclanchement de different phases
inflammatoires plus précisément la voie de NF-kB qui joue un r6le pivot dans la production des
cytokines pro-inflammatoires et dans la régulation de la mobilisation des cellules inflammatoires

vers le site enflammé (Chen et al, 2018).
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Ces médiateurs ont une fonction autocrine et paracrine qui changent le phénotype
des cellules résidents comme les macrophages, afin de renforcer la production des protéines et
des lipides inflammatoires et favorisent le recrutement des leucocytes vers le site d’infection
(Villeneuve et al., 2018).

Cytoplasm

MyDS88 ( TAM 7» D
TIRAP l / TRIF
TRAF6 l
\ IRF3
NFEF-xB MAPK
| |
+ + -
NF-xB AP-1 IRF3
7PV A7T QD Type 1 IFNs
\ Inflammatory cytokines Nucleus /

Figurel.2 .signalisation TLR ; La signalisation par TLR active la cascade de signalisation intra cellulaire
qui conduisent a la translocation nucléaire de AP-1 et NFKB ou IRF3 qui résulte la production d'une variété de
cytokines inflammatoire(Chen et al., 2018) .

De plus ces cytokines activent les cellules endothéliales pour faciliter I'extravasion du
polynucléaires et neutrophiles vers le tissus infecté (Netea et al.,, 2017), par la suite ces
neutrophiles fonctionnent principalement dans [I'élimination et la phagocytose des
microorganismes par plusieurs mécanismes notamment par la production des molécules
réactives de I'oxygéne (Ros) ou par la libération des molécules extracellulaire comme les NETS
(Feehan and Gilroy, 2019).
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Figurel.3. Mécanisme de réponse inflammatoire : Les mécanismes immunologiques conduisant &
I'induction d'une inflammation au cours des premiéres étapes de la défense de I'hdte contre les agents pathogénes
envahisseurs. al-antitrypsine (AAT), profils moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMP), peptides
antimicrobiens (AMP), modéles moléculaires associés au danger (DAMP), complexe d'attaque membranaire (MAC),
espéces réactives de l'oxygéne (ROS), protéine C réactive (CRP) , facteur de nécrose tumorale (TNF), interféron-y
(IFN-y), lectine de liaison au mannose (MBL), macrophage ou monocyte (M¢), CC Motif Chimiokine Ligand
(CCL).(Netea et al., 2017) .

Par ailleurs, les composants de l'immunité adaptative vont étre activer pour
renforcer les réponses inflammatoires notamment les cellules T auxiliaires de type 1 (Th1) qui ont
un réle crucial dans I'amplification des réponses du neutrophile par l'intermédiaire de I'lFNy et
encore la sous population du LTh17 qui vont agir sur les cellules épithéliales pour stimuler la
production des peptides microbiennes comme les défensine par I'intermédiaire de I'lL-22, en plus
ce microenvironnement inflammatoire stimule lactivation du systéeme de complément afin

d’induire 'opsonisation des pathogénes (Netea et al., 2017).

En conséquence, divers protéines de la phase aigué sont produites pour déclencher les
signes, les symptdomes inflammatoires et aussi servent comme marqueurs inflammatoires (Netea
etal., 2017) .
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1.2. Gene NF-kB
1.2.1. Généralité

L’abréviation de NF-kB signifie : facteur nucléaire de la chaine kappa dans la cellule B
(Mussbacher et al, 2019). Il a été identifié par Sen et Baltimore en 1986 (Fu et al, 2017), comme
un facteur de transcription qui assure la liaison avec I'élément activateur de la chaine léger
kappa de 'immunoglobuline dans la cellule B activé (Hoesel and Schmid, 2013).

Le NF-kB est une transcription pléiotropie crucial (Cabrera et al, 2014), qui régule
I'expression de nombreux génes impliquant dans different processus biologique: les réponses
immunitaires innée et adaptative, I'inflammation, la croissance cellulaire, la survie, 'apoptose et
méme dans le développement des cancers (Zhang and Sun, 2015).

Chez les mammiféres ils existent cing membres de la famille du NF-kB qui ont été
identifié : ¢ Rel; Rel B; p65 (Rel A); p50 / p105 et p52 / p100 (Fu et al, 2017), qui sont codées par
cing génes respectivement (C REL, RELB, REL A, NF-kB1, NF-kB2) (Dimitrakopoulos et al,
2018).

* Géne NF-AB 1
Le géne NF-AB1 humain couvrant 156 Kb est situé sur le chromosome 4¢23g24, est

composé de 24 exons introns variant entre 40000 et 323 pb de longueur (Kuba et al, 2020).
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Figure 1.4.Localisation du géne NF-kB1 selon NCBI.
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Le NF-AB1 code pour deux protéines (Kuba et al., 2020) :

- Une protéine de 105 KDa qui n'assure pas la liaison avec I'acide nucléique
désoxyribose.

- Une protéine cytoplasmique de 50 KDa qui correspond a I'extrémité N-terminal de
pl05 est liée avec 'ADN.

Au niveau du géne NF-kKB1 ont identifié plusieurs variantes les plus connus sont :
rs 7269119 (C>G), rs28362491 (- 94 insertion / délétion ATTG), rs468068 (A >G) et rs
12509517 (G> C); parmi eux le polymorphisme le plus étudié c’est le polymorphisme ATTG
d’insertion / suppression -94 du NF-AB1 (rs 28362491) (Dimitrakopoulos et al., 2018), car ce
dernier a lieu au promoteur du géne NF-AB1 qui est responsable a la production de la sous unité
p50/ p105 ce qui entraine la modulation de la transcription, la production et la fonction de cette
sous unité (Li and Zhang, 2019).

* Géne NF-AB 2

Ce gene est localisé sur le chromosome 10924 est codé pour la protéine (pl00) et la
protéine (p52) (Sun and Zhang, 2007).

* Géne RELA ou NF-AB3

Ce géne est cartographique sur le chromosome 11g12g13 est composé de 10 exons, il est
responsable a la production de la sous unité P65 (Sun and Zhang, 2007).

* Géne RELB

Ce géne est situé sur le chromosome 19 et code pour la production de la protéine Rel (Sun
and Zhang, 2007) .

* Géne C REL

Ce géne est cartographique sur le chromosome 2p13pl12 et code pour la sous unité ¢ Rel
(Sun and Zhang, 2007).

1.2.2. Protéine NF-kB

Le facteur de transcription NF-kB n’est pas un facteur unique comme leur nom indique
(Mussbacher et al, 2019), c’est un theme collectif désignant cing sous unités protéiques : P52 /
pl100, p50 / pl105, p65 (RelA), Rel B, ¢ Rel construisant un ensemble des homo ou hétéro
diméres (Jimi et al, 2019), qui ont un réle important dans la régulation d’une variété de processus

physiologiques et pathologiques (Wang et al, 2017).
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Dans les cellules en repos le NF-kB est séquestré dans le cytoplasme sous forme
d’un complexe inactive en association avec une famille de protéine inhibitrice appelé IKBS (Wang
et al, 2017). Cette derniére contient un ensemble de molécules inhibitrices qui sont IKBa, IKBp,
IKBy, IKBe (Jimi et al, 2019). Ces inhibiteurs sont caractérisés par des répétitions d’ankyrine qui

interagissent avec les domaines de la liaison de NF-kB a I'ADN afin d’empécher cette liaison
(Hoesel and Schmid, 2013).

Cependant, lors d’une stimulation le NF-kB est dissocié de I'lKBs et transloquer dans

le noyau ou il se lie aux régions promotrices des genes cibles afin de réguler leur transcription
(Wang et al, 2017).
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Figurel.5. les familles de NF-kB et IKB : Les cing membres de la famille NF-kB sont schématisé avec les
domaines principaux : le domaine Rel homologie (RHD ) qui assure la médiation des fonctions de liaison a 'ADN et de
diméirisation de transactivation ( TD ) qui est requise pour I'activation transrationnelle des génes cibles , tandis que le
motif leucine zipper est également impliqué dans la transactivation du génes cible . La famille IKB de la protéine
précurseur p50 et p105, IKBa, IKBB, IKBe sont caractérise principalement par la répétition d’ankyrine qui sont
nécessaire pour l'inhibition de NF-kB : le domaine de mort (DD) de p105 et p100 est également important pour les
fonctions de types IKB. La séquence de type PEST (proline, glutamine, sérine et thréonine ) de IKB a et IKBf
intervient dans le renouvellement des protéines (Zhang and Sun, 2015) .
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Les cing sous unités protéiques partagent un domaine commun appelé le domaine

d’homologie Rel (RHD) responsable a la dimérisation et a la liaison avec ’ADN.

Chaque sous unité entre eux héberge des domaines structurelles spécifigues (Zhang and
Sun, 2015).

Les deux sous unités protéiques de NF-kB1 et de NF-kB2 sont synthétisées en tant
que précurseur p105 et p100 et sont traitées protéolytiquement par des protéases en p50 et p52
respectivement (Hoesel and Schmid, 2013), elles possedent des domaines inhibitrices riches en
ankyrine qui bloquent la liaison a ’ADN et empéchent la translocation nucléaire, en plus ces deux

membres dépourvus des domaines de transe activation ce qui les permettre d’agir comme des

Répresseurs transcriptionnelles donc, ils doivent dimériser avec les autres membres de NF-kB
pour les activer (Mussbacher et al, 2019).

Les différents protéines Rel (Rel A, Rel B, Rel ¢) possédent un domaine trans-
activation au niveau de C- terminal qui est responsable a la transcription des genes cible avec

des molécules inhibitrices de p100 et p105 (Mussbacher et al, 2019).
1.2.3. Voie de signalisation de NF-kB

La voie de signalisation NF-kB est 'une des voies les plus importantes impliquées dans

la régulation de nombreuses réponses inflammatoires et immunitaires (Meng et al, 2020).

En réponse a de nombreux signaux de I'environnement (tel que les cytokines pro-
inflammatoires, les agents pathogéne, les dommages d’ADN et le stresse oxydative) les
protéines de NF-kB vont transloquer vers le noyau et déclencher la transcription de plusieurs
géenes (Zhao et al, 2018).

Depuis lors des études on classe I'activation de NF-kB : en voie canonique (classique),
voie non canonique (alternative) et des voies de signalisation atypiques (sont induit par des
dommages d’ADN) (Mussbacher et al, 2019). Ces voies sont différencie a la fois dans les

mécanismes de signalisation et dans I'effet biologique (Sun, 2017).
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* Voie canonique (classique)

L'activation de la voie canonique dépend de divers stimulant extracellulaire: les
composants microbiens LPS, les cytokines pro-inflammatoires(TNFa, IL-1B) (Mussbacher et al.,
2019), elle peut activer aussi par plusieurs signaux des récepteurs tel que TLR et PRR (Sun,
2017).

Aprés une stimulation, la voie canonique dépend l'activation de complexe kinase IKK
qui est composé de plusieurs sous unité ( IKKa, IKKB, IKKy / NEMO), la principale kinase qui
caractérise cette voie c’est la sous unité IKKB leur activation nécessite une phosphorylation
induite par une kinase 1 activé par TGFB (TAK1) un membre de la famille MAP kinase, ensuite
la sous unité IKKB sert a la phosphorylation de la sous unité IKBa ou bien phosphoryle la

protéine p105 au niveau de I'extrémité C- terminal (Zhang and Sun, 2015).

Ce qui provoque leurs dégradation par le systeme ubiquitine protéome (Jimi et al.,
2019), ce qui entraine une translocation nucléaire rapide des membres canoniques de NF-kB
particulierement les diméres p50 / Rel A et p50 / ¢ Rel (de Jesus and Ramakrishnan, 2020).

14



Chapitre 1. Revue de littérature

Ligaiiiv

- Receptor

TNFa, IL-18, LPS, RANKL e.t.c. CD4o0L, LTB, RANKL e.t.c.
Voie classique ~ Voie alternative
TAK1 D
Cytoplasm e.t.c.
IKKo l IKKB

o2

p50l p65

o
oREL
Expression des

genes pro P50/ P65
inflammatoire
et
Différentions et
activation des
LT
Maturation

~ I Pq=Te Gl 100

P52/|B Rel

Développement
des organes
lymphoides

périphériques

Maturation et le
survie du LB

Régulation de
la différentions

de la cellule du LT
dendritique

Figurel.6 : voie de signalisation de NFKB.La voie classique (canonique) (a gauche est activée par un
grand nombre d'agonistes, tels que le TNF-q, I'lL-1, le lipopolysaccharide et les récepteurs des cellules T. L'activation
de cette voie dépend du complexe IkB kinase (IKK) (IKKEMO), qui phosphoryle IkBa (Ser32, 36) pour induire une
dégradation rapide. Cette voie est essentielle pour les réponses immunitaires, l'inflammation, la tumorigenése et la
survie cellulaire. La voie alternative (non canonique) (a droite) est activée par un nombre limité d'agonistes, qui sont
impliqués dans l'organogenese lymphoide secondaire, la fonction des lymphocytes B matures et I'immunité adaptative.
Cette voie nécessite NIK et IKKa, qui induisent le traitement lent de p100 pour générer p52, résultant en la dimérisation
et l'activation de I'hétérodimére p52 / RelB. L'activateur du récepteur du ligand NF-kB (RANKL) active les voies
classiques et alternatives(Jimi et al., 2019) .

* Voie non canonique

La voie de signalisation alternative du NF-kB intervient dans I'activation du dimére p52
/ RelB, qui joue un réle majeur dans la régulation de plusieurs processus immunologiques
notamment dans le développement des organes lymphoides périphériques, la survie des
cellules B et la maturation des cellules dendritiques , la différenciation des cellules épithéliales
thymiques et enfin dans la régulation de la différenciation des lymphocytes T(Sun, 2012). La
stimulation de cette voie repose essentiellement sur un sous ensemble du ligand du membre de
la super famille du facteur de nécrose tumoral TNF notamment les lymphotoxine B; CD 40 L,
RANKL (Liu et al., 2017).

15



Chapitre 1. Revue de littérature

Ces diméres conduisant aux déclenchement d’'une cascade de signalisation dépend
principalement de la kinase inductrice (NIK) qui est activée et coopéré fonctionnellement avec le
IKKa pour induire la phosphorylation des résidus de sérine de I'extrémité C-terminal de p100, ce
gui provoque par la suite leurs dégradations a l'aide d’'une ligase d’ubiquine E3 menant a la

génération de la protéine 52 et la translocation nucléaire du dimere p52 / Rel B(Liu et al., 2017).

Tableaul.2 : Activateurs importants de NF-kB

Classe d'activateur Exemples
Cytokines II-18, TNFa, IL-12, IL-17, IL-33, Lymphotoxin-B, GM-CSF.
Ligands récepteurs CDA40L, BAFF, ligand CD4 [VIH-gp120, TRAIL ; FasL), BMP-2 et -4,

EGF, HGF, insuline.

Les bactéries Lipopolysaccharide [LPS)], flagelline, CpG-ADN, entérotoxines
Virus ARNdb via PKR, de nombreuses protéines virales
Parasites eucaryotes Candida albicans, Entamoeba histolytica, Leishmania
Produits de lyse cellulaire DAMPs [Motifs moléculaires associés au danger, HMGB1, ADN

extracellulaire, ARN extracellulaire

Stress physiologique Contrainte ER, écoulement turbulent (contrainte de cisaillement), pH

acide, stress oxydant hyperglycémie

Stress physique Rayonnement ionisant, lumiéere UV, froid.

Protéines modifiées Produits finaux de glycation avancée (AGE), LDL oxydé, fragments

de protéines amyloides
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1.2.4. NF-kB et I'inflammation

L’inflammation est un mécanisme de I'immunité innée en réponse aux différents
facteurs (physique, physiologique et oxydative); caractérisé par I'enchainement de multiples
réactions qui sont contrblées et régulées par divers voies de signalisation (Hoesel and Schmid,
2013).

D'une part, plusieurs études montrent le réle central de systéme NF-kB dans

'orchestration des réponses inflammatoires (de Jesis and Ramakrishnan, 2020), en raison a

Sa capacité d’induire I'expression d’'un large éventail des genes pro-inflammatoires dans les
cellules de I'immunité innée afin d’amplifier l'inflammation et encore ils sont constaté que la

signalisation de NF-kB sert a la régulation de plusieurs processus cellulaire

Tel que la survie, I'activation et la différenciation de hombreuses cellules pro-inflammatoires (Liu
et al, 2017).

1.2.4.1. Rble de NF-kB dans I’expression des génes pro inflammatoire

La signalisation du facteur de transcription NF-kB joue un rble majeur dans la
modulation de I'expression inductible des génes inflammatoires pendant la réponse immunitaire

pour maintenir I'équilibre et 'homéostasie immunitaire (Bhatt and Ghosh, 2014).

Ce dernier est obtenu grace aux réponses des cellules a une large gamme de
cytokine et d’autres stimulant qui vont déclencher une cascade de signalisation intra cellulaire qui
dépendent de [l'activation du facteur de transcription NF-kB qui assure sa liaison avec les
promoteurs des genes cibles (Bhatt and Ghosh, 2014).Ces genes codent pour plusieurs
cytokines pro-inflammatoires ( IL-1 , IL-2 , IL-6 , TNFa ) et des chimiokines (IL-8 , MIP1a ,
MCP1) (Yahfoufi et al., 2018), qui vont participer a la régulation de la phase effectrice de

l'inflammation et a 'amplification de I'activation du NF-kB (Mussbacher et al., 2019) .

Un autre ensemble des genes ciblés par le NF-kB : sont les molécules d’adhésion qui
vont permettre la transmigration et le recrutement des leucocytes vers les sites inflammatoires,
en outre le NF-kB stimule I'expression de divers enzymes qui peuvent amplifier I'inflammation: la
cyclooxygénases et la lipoxygénase catalysant la formation de nombreux médiateurs
inflammatoires comme les prostaglandines, leucotrienes et ainsi le NO synthése, ces derniers
jouent un réle majeur dans la régulation de la pression artérielle et la vasodilatation (Mussbacher
et al., 2019).
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Enfin le NF-kB participent a la régulation des genes anti-apoptotiques dans le

contexte du stress physiologique pour favorisent la survie cellulaire (Hoesel and Schmid, 2013).

Tableaul.3 : Génes cibles importants de NF-kB.

Classe d'activateur

Exemples

Cytokines, chemokines

IL-1a and -B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, TNFa, IFNB, IFNy, CCLS5,

Fractalkine, Gro.

Récepteurs immunitaires

CCR5, CCR7, CD3, CD23 (FceRIl), CD40, CD137, MHC |, Nod2,
TCR, TLR9, TNFR2, TREM-1

Autres récepteurs

A2A, récepteur d'adénosine ; a2B , EGFR , RAGE

Molécules d'adhésion

E-selectin, ICAM-1, fibronectin, P-selectin, VCAM-1

Proteins de phase ague

CRP, PTX3, serum amyloid A

Coagulation

Facteur tissulaire [F3, F VIII, uPA, PAI-1

Génes anti-apoptotiques

A20, Al Bcl-2, c-FLIP c-IAP1 and-2, BIRC3, XIAP, TRAF1 et
TRAF2

1.2.4.2 Activation de NF-kB dans les cellules inflammatoire

Les cellules de limmunité innées sont les principaux acteurs qui

médient

l'inflammation, car ces cellules expriment les differents recepteurs de reconnaissance d’antigéne

PRR (Liu et al., 2017). Lors de leur stimulation par des composants microbiennes ces recepteurs

déclanchent un evenement de signialisation commun des PRR ciblent I'activation de la voie

canonique du NF-kB pour induire I'expression de divers cytokines pro-inflammatoir: (IL-1, TNFa,

IL-6) qui sont responsable a la régulation de nombreux processus principalement dans la

transmigration des polynucléaires et dans I'activation et la differenciation de la population du LT

(Zhang and Sun, 2015).
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Figurel.7.Les genes cibles NF-kB impliqués dans le développement et la progression

de l'inflammation : NF-kB est un facteur de transcription inductible. Aprés son activation, il peut activer la
transcription de divers géenes et ainsi réguler 'inflammation. NF-kB cible I'inflammation non seulement directement en
augmentant la production de cytokines inflammatoires, de chimiokines et de molécules d'adhésion, mais également en
régulant la prolifération cellulaire, I'apoptose, la morphogenése et la différenciation (Liu et al., 2017).

Des études montrent que chaque type de cellule a une réponse spécifique a
l'activation de NF-kB, en raison de la signature épigénétique de la cellules (Gasparini and
Feldmann, 2012).

*Macrophage

Plus récemment il ont été révélé que le NF-kB renforce l'activité pro-inflammatoire du
macrophage par l'intermédiaire de I'activation de la voie de signalisation du récepteur TLR (Liu
et al., 2017), cette derniére découle I'activition de plusieurs protéines tel : que MYD et TRIR qui
vont stimuler I'activité de NF-kB, et résultent I'induction d’'un grand nombres du géne pro-
inflammatoires qui codent pour TNFa, IL-1B3, IL-12 p40 et la cyclooxygénase qui ont un réle

essentiel dans la polarisation du macrophage vers le profile pro-inflammatoire M1(Wang et al.,
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2014). Ainsi cette voie de signalisation résulte I'induction d’ IFN de type | (IFNa, IFNB) dans les
macrophages (Liu et al., 2017).

* Cellules dendritiques

Des études récent montrent 'importance des protéines du facteur de transcription
NF-kB et ses composants de signalisation (IKK2 , NIK) dans la production des différents
chimiokines et cytokines qui sont responsable de la migration des cellules dendritiques vers les
organes lymphoides secondaires (Gasparini and Feldmann, 2012). Dans le but de favoriser sa
maturation et pour stimuler les réponses inflammatoires du LT (Sun, 2017).

* Population du LT

Plusieurs chercheurs établaient le role du NF-kB dans l'activation des cellules T naive
par l'intermédiaire de leurs sous unité Rel A et la sous unité ¢ Rel qui exergaient une fonction
importante dans linitiation de la signalisation du TCR pour mener a I'activation du LT naive(Shi
and Sun, 2015).

De plus il a été montré 'importance de I'activité de NF-kB dans la différenciation du
LT CD4 en différent population (LTh1l et LTh17) par la production des cytokine IL-12 et IL-23
respectivement dans les cellules immunitaires pour favoriser leur différenciation et ainsi il a été
établie que le NF-kB stimule également l'induction de I'expression du géne qui code pour le
facteur de transcription de la ligne TH17 le RORy qui participe a la différenciation du LTh17
(Zhang and Sun, 2015).

Des travails ultérieurs montrent le réle de NF-kB particulierement la sous unité ¢ Rel
dans le développement du LT reg par I'induction du facteur de transcription FOXOP, en plus il a
constaté le réle de la sous unité p50 dans I'expression du facteur de transcription GATAS3 pour la
régulation des réponses du Th2 dans l'inflammation allergiques des voies respiratoires (Shi and
Sun, 2015).
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1.2.4.3 Lerdble du NF-kB dans la résolution de P'inflammation

Des recherches récentes ont découvert une autre facette de la NF-kB c’est la double
fonction dans la modulation a la fois I'inflammation et la résolution de I'inflammation, cette
double fonction s’assure par I'expression différentielle des sous unité de NF-kB dans les

différent phases d’inflammation (Muxel et al., 2016).

L’hétéro dimére P65 / P50 est la forme prédominant de NF-kB fonctionnellement active
dans les activités pro inflammatoires, en revanche I'hétéro dimére P50 / cRel ; P65 / cRel ou
I'homo dimére P50 / P50 ont exercé des effet anti-inflammatoires et pro résolution impliquant la
transcription des génes qui permettre la polarisation des cellules immunitaires vers le profile

anti-inflammatoires(Sugimoto et al., 2016) .

En plus 'homo dimére P50 / P50 est dépourvu du domaine de trans activation, il permet

de réprimer I'expression des géne pro-inflammatoire comme le TNF(Muxel et al., 2016).

En outre, il a été révélé que le NF-kB favorise l'induction de I'apoptose leucocytaire
pendant la résolution de linflammation par l'intermédiaire de I'expression des genes qui

codent pour les molécules pro-apoptotiques(Lawrence and Fong, 2010).

21



Chapitre 1. Revue de littérature

1.2.4.4 NF-kB et les maladies inflammatoires

Les polymorphismes qui encadrent le gene NF-kB sont a l'origine du développement
de plusieurs maladies inflammatoires notamment la colite ulcéreuse, la maladie de crohn,
polyarthrite rhumatoide, | diabete de type 1, sclérose en plaque ainsi que la sensibilité a

plusieurs cancers (Sun and Zhang, 2007).

Ces derniers sont caractérisés par une activation successive des voies de
signalisation de NF-kB dans les différents types des cellules immunitaires. Ce qui entraine
une production aberrante des chimiokines et des cytokines pro-inflammatoire qui favorise le
recrutement des cellules immunitaires et a 'amplification de I'inflammation, ce qui provoque
par la suite des Iésions tissulaires excessives qui conduit aux développements de drivers
maladies (Sun, 2017).

En outre, le déréglement du NF-kB dans les cellules T peut induire le développement
de diverses maladies auto immune (Sun et al, 2013).

1.2 .PCR (polymerase chaine reaction)
1.2.1. Définition

La réaction de polymérisation en chaine quantitative est connue par le nom PCR, c’est
une technigue biologique moléculaire sensible (Rinttila et al, 2020). |l a été décrit en 1985 par
Karl Mullis (Lorenz, 2012) .Elle sert & la synthese, la quantification et a la détection d’'un acide
nucléigue dans un échantillon considéré avec une rapidité et précision (Ahrberg et al, 2016). Ce
processus largement utilisé dans les domaines de diagnostic clinique: des agents pathogénes,

des maladies génétiques et dans les domaines de recherche (Mackay, 2002).

1.2.2. Principe

PCR est un ensemble de réaction chimique complexe qui permet de générer une
grande quantité d’'un segment spécifique d’ADN a partir d'une matrice d’ADN ou séquence cible
(Nogva and Rudi, 2004). Ce procédé utilise une amorce spécifique ou une paire
d’oligonucléotide synthétique pour chaque brin d’ADN double brin afin de démarrer la synthése
des séquences complémentaires a l'aide d’'une enzyme d’ADN polymérase, par conséquence

elle permetla génération des milliards copies de cette séquence (Valones et al, 2009).
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1.2.3. Etapes

La réplication in vitro de I'acide désoxyribonucléique se fait par la réaction de PCR qui est

assurée par un cyclage thermique qui peut étre résumé en trois étapes (Ahrberg et al., 2016).

* Etape 01 : la dénaturation de 'ADN doubles brin & température de 95C °, afin de séparer et

ramper les liaison hydrogéne entre les deux brins d’ADN (Ahrberg et al., 2016).

* Etape 02 : I'hybridation des brins d’ADN cible avec deux amorces a une température 55 C
°a65C-°.

e Etape 03: l'élongation et la synthése d'un nouveau brin complémentaire par Tac

polymérase cette étape nécessite une température de 70 C °- 80 C °(Lorenz, 2012).

N

Denaturation ‘.— E= 2 S =

Annealing BB S°C below T..

C - —
Primers s

Figurel.8. Etapes d’amplification par PCR d’une ADN cible.
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Chaque cycle est composé de 25 a 35 tour et la température de chaque cycle dépend de
la taille de la matrice et la teneur de GC de 'ADN (Lorenz, 2012).

1.2.4. Acteurs de PCR
Les réactives de PCR comprend :

* L’acide nucléique : généralement bi caténaire et il contient la séquence cible (Lorenz,
2012).

* Deux amorces, sens et anti sens : ces oligonucléotides sont spécifique pour le géne cible
(Lorenz, 2012).

* Enzyme : la Tac polymérase est une ADN polymérase thermorésistant dérive de la
bactérie thermophile thermus aquatricus elle sert a la synthése d’'un brin complémentaire via

I'addition séquentielle de désoxynucléotide (Mackay, 2002).

* Désoxynucléotides tri phosphates ( ANTPs ) : sont des : dGTP, dATP, dTTP, dCTP qui
assurent une mémoire pour la Tac polymérase afin de synthétisé le nouveau brin d’ADN
(Mackay, 2002) .

1.2.5. Choix d’amorce

Le choix des amorces appropries pour le géene cible c’est une étape importante pour le
succes de la PCR, la connaissance du choix de la bonne amorce fait par un parameétre essentiel

appelé la conception des amorces (Lorenz, 2012).

Ce dernier est basé sur I'utilisation de nombreux programmes informatiques pour concevoir
et sélectionner les bonnes paires d’'amorces, on distingue : le programme Gen Bank du National
center for Biotechnologie Informatique NCBI qui permettre de donner la séquence du géne d’ un
espéce approprié et le programme de recherche d’alignement local de base (Primer-BLAST) qui

va permettre de confirmer la spécificité d’oligonucléotide (Rinttila et al., 2020).
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Cependant plusieurs facteurs devraient étre considérés lors de la conception des amorces
les plus important sont (Lorenz, 2012) :

- Longueur de 'amorce qui doit étre entre 15 a 30 résidus nucléotidiques.

- L’amorce doit étre contient un bon pourcentage de G-C 40 %.

- Labsence de complémentarité entre 'amorce sens et anti sens afin d’évité la
formation de structure d’épingle a cheveux.

- Latempérature pour les deux amorces ne dépasse pas plus de 5 C °.
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1.3. Problématique

Inflammation est une réponse du systéme immunitaire & des stimulant nocifs tel
gue les agents pathogene, les cellules endommagées et les composants toxiques dans la quelles
ily -a la transmigration des cellules périphériques du sang vers le site inflammatoire et
l'activation des cellules résident du tissus infecté afin de produire des différents médiateurs
comme les cytokines et les chimiokines, qui vont médier et réguler les divers phases
d’'inflammation .Par ailleurs, plusieurs études montrent que ce processus est corrélé avec
I'expression accru du facteur de transcription NF-kB notamment la sous unité P50 qui est codée
par le géne NF-AB1, ce qui suggéré fortement I'association du géne NF-KB1 avec le processus

inflammatoire.

Dans ce travail nous essayons d'impliquer la conception d’amorce du géne NF-kB1
dans le but de I'amplifier dans des futures études par plusieurs techniques de la biologie
moléculaire notamment la PCR, afin d’étudié et souligner les différents niveaux d’expression

de ce géne dans les diverses phases d’inflammation.
1.4. Objectif
Réalisation d’'une séquence d’oligonucléotides qui servira d’'une amorce pour une PCR.
1.5. But

Comprenne a concevoir des amorces spécifiques au géne NF-KB1 qui sont impliquées au

processus inflammatoire.
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2.1. Conception des amorces

La conception d’amorce c’est une étape clé de la PCR car ces oligonucléotides sont
nécessaires pour démarrer la réplication et 'amplification de la séquence d’ADN cible 'ors d’'une
PCR (Starks et al., 1976) .

En effet cette étape sert a fixer et déterminer plusieurs paramétres importants dans la

réaction de la PCR : la position, la température de fusion et enfin la longueur du produit.

Donc, une amorce mal congue peut influencer sur les résultats et le fonctionnement de la
PCR.

Par ailleurs, pour une PCR optimal on souligne certaines regles de bases dans la

conception d’amorce les plus important sont (Lorenz, 2012) :

® Longueur d’amorce

Dans une PCR le temps d’hybridation et la température dépend de la longueur de
I'amorce donc, il est nécessaire que la taille de la I'amorce doivent étre entre 18 et 24 paires de

bases.

® Température de fusion

Il est nécessaire de compte la température de fusion des amorces et qu'il doit étre la
méme température pour I'ensemble d’amorces afin que I'élongation des amorces se fassent

optimale (Higgins et al., 2019).

® Spécificités et complémentarités d’amorce

Les amorces doivent étre spécifiques de la région que vont amplifier et qui n’ont
aucun homologie intra amorce ou inter amorce, car elles peuvent former des structures doubles
brin (épingle a cheveux) qui entraine par la suite une perturbation de I'hybridation (Jiang et al.,
2018).
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® Teneur en C/G

Les amorces devraient étre composées de 50% de CG pour une hybridation optimal

et spécifique, par contre si 'amorce est riche par les suite poly G ou les suite poly C I'efficacité de

I'amplification peut réduire.

® Séquence a I’extrémité 3’

La mise en ceuvre de I'extrémité 3’ des amorces PCR est essentielle pour minimaliser

le processus de désamorcage, car elle permet la formation des liaisons d’hydrogéne plus fort

entre les résidus CG et ainsi d’éviter le phénoméne de complémentarité.
2.2. Conception d’amorces du gene NF-AB1

2.2.1. Recherche de la séquence de référence du gene NF-AB 1

La conception des amorces encadrant le gene NF-kB1 recours d’abord a la

recherche de leur séquence a partir de la base de données « Ensemble » via le site « www.

Ensembl .org » Comme est montré dans la figure 9.

- =2 C @ ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?db=core;g=ENSG00000109320;r=4:102501331-102617302 B ?G@ o

ﬂselnbl BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help &Docs | Biog &2 - Search all species...

man (GRCh38 p13) ¥
1025013371025617.302) (Ll

Gene: NFKB1 enscooooo109320

Description nuclear factor kappa B subunit 1 [Source: HGNC Symbol;Acc:HGNC:7794¢7]
Gene Synonyms KBF1, NF-kB1, NF-kappaB, NFKB-p50, NFkappaB, p105, p50
Location Chromosome 4: 102 501,331-102 617,302 forward strand.
GRCh38:CM000666.2
About this gene This gene has 14 transcripts (splice variants), 264 orthologues, 4 paralogues, is a member of 1 Ensembl protein family and is associated with 2
X SQ’;T;;%:? Transcripts Hide iranscript table

- Ensembl protein families
Ontologies

I GO: Cellular component
~ GO: Biclogical process

Show/ide columns (1 hidden)

- GO Molecular function | Name Transcript ID _bp Protein | Biotype | CCDS UniProt RefSeq Match Flags
Phenatypes NFKB1-201 | ENST000002265749 | 4055 | Protein coding CCDS3EETR P19838@
Geselﬁt ‘;'?ri::iw NFKB1-205 ENST000005054585 | 3707 CCDS54783¢ | ADAD24RDJA P19838 %
— Variant table r

|- Variant image NFKB1.202 ENST00000394820 8 | 3693 CCDS54783 | ADAD24RDJA P19838 %
— Structural variants | NFKB1.212 | ENST000006003435 | 4010 P19838@

Gene expression

Patwiay NFKB1-206  ENST000005070795 | 965 DERHI &
Regulation | NFKB1.207 | ENSTO00000508584 1| 751 DERF93&
External references }

Supporting evidence NFKB1-210 ENST000005119265 | 609 D6RDISE

D t“SW'Y. NFKB1-208  ENST00000509165 1

D6RC45 ¢

‘f\v r rechercher n

Figure 2.1.Plat forme de la base de donnée Ensemble.
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La figure (2.10) montre la séquence du géne NF-ABl, les caractéres en rouge
représentent les parties codon (exon) tandis que les parties en noire représentent les parties non
codon (intron).

d (638 non lus) - cdib@yahoocom X | @ Gene: BCL2 (ENSGO0D00171791) X & Gene: NFKB1(ENSGO0000109320 X + - X

02501331-102617302 Wk (o 0 :

& C & ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?db=core;g=ENSG00000109320;

Exons NFKB1exons All exons in this region

Markup  loaded

CGAGAGAGTGAGCGACACAGARAGACAGACAACTGCACCAGCCAGCCCOEGCAGCARGAGE
AGGTTTCGCCACCGGAGCGGCCCEECGACGCGCTGACAGCTTCCCCTGCCCTTCCCGTCG
GTCGGGCCGCCAGCCGCCGCAGCCCTCGECCTGCACGCAGCCACCGGCCCCOCTCCCGGA
GCCCAGCGCCGCCGAGGCCGCAGCCGLCCEECCAGTAAGGCEGCECCGCCGCCCEECCAC
CGCGCGCCCTGCGCTTCCCTCCGCCCGCGCTGCGGCCATGGCGCEGCECTGACTGGCCTG
GCCCGGCCCCGCCECGCTCCCGCTCOCCCCGACCCGCACTCOGGCCCGCCCEGGCTCCGG
CCTGCCGCCGCCTCTTCC TTCTCCAGCCGECAGGCCCGCGCCGCTTAGGAGGGAGAGCTC
ACCCGCGCCAGGAGGCCGAACGCGGACTCGCCACCCGGET TC! GIG

GCC GOGCTAACCGCTGGGCTAGACCGTGGGAGGAGGTT
GACAGTAGCTGAGAGGCACATGGGATTAGCGACAGCGGGGARAGACACATCCGGACCTCG
CAGGGGCTAGTCGGCCGAAGGGCCGCGGCCGCCCGECGETCATTTCTCTTCACGTCCCTC
CGCGGGGCGGEAACGCGAACCGGAGGGGAACTCT TACAAACTTTTAAAATCCCCAACCCC
AGCCCCACCTGGGGGATGGTGAGAAGGTTGGAGT GCGCTGCGGCGCGEAGGAGAGAG!

- i 1515
H O Taper ici pour rechercher & i a2 13/06/2020

Bl (638 non lus) - cdib@yahoo.com X | &/ Gene: BCL2 (ENSGO0000171791) X &/ Gene: NFKB1 (ENSGO000010932° X + = X
<« - C @ ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?db=core;g=ENSG00000109320;r=4:102501331-102617302 B [EE n H
[Ny T AT ARG N “rmACRCARTGL T e
ATCCGGACCTCG
Exons NFKB1exons All exons in this region  preaceTecere
ATCCCCAACCCC
Markup  loaded BGGAGAGAGGGR

SARATGRRRGCR
GARGTGCTTGTCAGTCCTCTTGGCTGEEAALGCCCTCCCCAGCTCCCCAGRATTGE 3

ACCAGEGARTGTTIGCCCTR
TACAGGATTTARTTATC

GECATGTTCATGGACTTIGTTAAGTAGAGGTTITCRER
CATTACRGTTTATGARATAACCATATTTARCTCARAGATTTITTTATARAGCTCATAATC
TGAARARATGCTTATGGTATTACTRAARCATTTARTAGCTCTGECATCARAATATTCTAC
ATACTGETGATCTTTTAGTARATAGT AAA GGT TAGGGTCARGATATTCAR]

LARTGTAT
GRCAGGRRATR
LRRRG; TICATGATTIARTTGAATIGCTARRATGGRA
CTTGEARTCTGRGATIATICATCCRATATTGATACACT
T TARRTGCCCTCCCCTIGCTIGTTIAGRTARRATGTCTTCCIGGECTGCRGCC
TACTGGACAAACTTGAACACAAAGGAACACACGTTATATGTACATTTAATACTGGAACCG
AAAAGCTGCTTGCAGTGAAAAGCAAACCACTTCTARACTCTTTGAGACT TTTTAAAGAAG
GTAGTATARTCCTITTAGGGETIGEIGE TATCITITIGCTICGRRR
TTTCATICTIATCTTAGECATTGGCACTCA
AACCCAGATAGTAAATACTGECEETATACAT:
TTGCTTTGATCTTIGCACTTCCTTTTTACTCT:
LAGCACAATTRAATCTGRA

TTGCTCATTGTGGTAGRTAS
ATCATTCCATCAGC CCTTATTTTTA T
GEGARGTGETTR

AGTAARE LGTACTCRARATGTCAT

13/06/2020

Figure 2.2. Séquence du géne NF-AB1 a partir de plat forme Ensemble.org.
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Par la suite pour faciliter la recherche des amorces spécifiques de ce géne une
séquence du géne NF-kBlqui comporte plus précisément I'exon 6 a été copiée et collé dans un

document Word (figure10).

TGTACACATGAGAACTACCTAGGTCTCATGAAGATCTTTTAAAACCCTGATTTAAAATAT

TTTCAGATTTTTGTTTTTGGCTTTAGTTTCATTCCTATTATTACATTTTAGGTGTCCCAA exon
CTTCAAATTTTTCATATAATATAGGAAAAATAATGATTGAAACATTTAAATGTTCTTCTT
TACAGATGTTTCATTTGGATCCTTCTTTGACTCATACAATATTTAATCCAGAAGTATTTC 6

AACCACAGATGGCACTGCCAACAGGTAAGAAAACTCATCCCTGTTACCCTGTTGTTCTGC
TTTCAGTCTTAGTAAAATGCAGGATTTGTTAATAGTCTGTCCTAGAAACTCAGTTGTGTA
CCTAGAAAGGAAATGGTGATTTGTTTTAAAAACCAATCTTTTAACATACTTTCTTGAAAT
ATATTTGCACAAAAATATTTCATCTCAATTACCCCTTGTATGGTTTACTGCATTTCATAT

Figure 2.3. : Séquence de I'exon 6 du gene NF-AB1.
2.2.3. Le design des primer

A l'aide de NCBI (National centre for Biotechnologie Information) nous avons utilisé le

programme Primer-Blast dans le site « www ncbi.nih.gov » afin de concevoir les amorces

recherchées.
B (583 nonlus) - cdib@yahoo.com X & All Resources - Site Guide - NCBI X+ = X
& = C & ncbinimnihgov/quidefall/ B 03 |°

& NCBI Resources ® How To @ Sign in to NCBI -

COVID-19 is an emerging, rapidly
Get the latest public health information from CDC!
Get the latest research from NIH: hitps:/

All Resources

Al Databases Downloads Submissiunﬂl Tools mHow To
All Resources \' v
Tools
|“ .Iglata & Software —— 1000 Genomes Browser
[ An interactive graphical viewer that allows users to explore variant calls, genotype calls and supporting evidence (such as aligned sequence reads)
DNA& RNA that have been preduced by the 1000 Genomes Project

| Domains & Structures

- Amino Acid Explorer
| _Genes & Expression This tool allows users to explore the characteristics of amino acids by comparing their structural and chemical properties, predicling protein sequence
| Genetics & Medicine changes caused by mutations, viewing common substitutions, and browsing the functions of given residues in conserved domains.
| Genomes & Maps BLAST Microbial Genomes
| Homology Performs a BLAST search for similar sequences from selected complete eukaryotic and prokaryotic genomes.
| . Literature BLAST RefSeqGene
| Proteins Performs a BLAST search of the genomic sequences in the RefSeqGene/LRG set. The default display provides ready navigation to review alignments

in the Graphics displ
| Sequence Analysis e raphics dispiay
| Taxonomy BLAST Tutorials and Guides
| Trsining & Tutoria This page links to a number of BLAST-related tutorials and guides, including a selection guide for BLAST algorithms, descriptions of BLAST output
faining & Tutorials formats, explanations of the p for stand-alone BLAST, directions for setting up stand-alone BLAST on local machines and using the BLAST
| Variation URLAPI.
hittps:/fwvw.ncbi.nim.nih.gov/guide/all/#ools Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) M
- " - « 0:57
QO Teperici pour rechercher i} ¢ ( £ ADYE R L

Figure 2.4.NCBI (National centre for Biotechnologie Information).
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2.2.3.1. Les étapes de Primer-Blast

Les figures suivant représentent les étapes a suivre dans l'utilisation de I'outil Primer-
Blast pour obtenir des amorces spécifiques du gene NF-AB1.

b (583 non lug) - cdib@yahoo.com X 2 All Resources - Site Guide -NCBI X + = X

& - C 8 nchinlm.nihgov/guide/all/ @x 0O o i
Aset of software and data exchange specifications used by NCBI to produce portable, modular software for molecular biology. The software in the N
Toolbox is primarily designed to read records in Abstract Syntax Notation 1 (ASN.1) format, an International Standards Organization (150) data
representation format
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 electrop is 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 laboratory 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 BLAST.

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

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

Primer-BLAST
The Primer-BLAST toal
LAST search agai

&5 Primer3 to design PCR primers to a sequence template. The potential products are then automatically analyzed with a
ser specified databases, to check the specificity to the target intended.

ProSplign

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

PubChem Power User Galeway (PUG)
PUG provides access to PubChem services via a programmatic interface. PUG allows users to download data, inifiate chemical structure searches,
standardize chemical structures and interact with the E-utilites. PUG can be accessed using either standard URLs or via SOAP.

PubChem Standardization Service
Standardization, in PubChem ferminology, 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.
hitps:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov/tocls/primer-blast -

01:57

O Taperici pour rechercher n @ A ADUE R [

Figure 2.5. L’outil de Primer-Blast.
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B (583 non lug) - edib@yzhoo.com X & Primer designing tool X 4+ = X
€ > C & nchinlmnihgovitools/primer-blast/ B 08 o H
N
m) US. National Library of Medicine NCEI National Center for Biotechnology Information Sign in'to NCBI
Primer-BLAST Atool for finding specific primers
Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).
Resetpage  Save search parameters  Retrieve recent results  Publication  Tips for finding specific primers
PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferrad) (& Clear Range
TG TACACATGAGAACTACCTAGGTCTCATEAAGATCTTTTARRACCCTEATT TAAATAT TTTCAGATTTTTGTTTTTGEC & From T
TTTAGTTTCATTC CTAT TATTACATTTTAGGTGTCCCAACTTCARATTTTTCATATAAT ATAGG ARAAAT ARTGATTEAAA
CATTTARATGTTCTTCTTTACARATGTTTCATTTRGATCCTTCTTTGACTCATACAATAT TTAATCCAGAAGTATTTCAAL Forward primerl:l @ Clear
CACAGATEECACTRECAACAGGT AAGARRAC TCATCCCTGTTACCC TG TTGTTCTRCTTTCAGTCTTAGTARATGCARG ™ - —
TTTGTTANTAGTCTGTCCTAGAAACTCAGT TGT TACCTAGAMMGGAATGETGATTTET TTTAMMACCARTCTTTTASL | g Reverse primer l:l
Or, upload FASTA file Chaisir un fichier | Aucun fichier choisi
Primer Paramelers
Use my own forward primer © c
(5'>3 on plus strand) ‘ 9 =
Use my own reverse primer ‘ ‘@ Clear
(5'=3' on minus strand) —
Niin Max
PCR product size
# of primers to return
Nin opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures ‘57_0 | ‘50 0 ‘ |53_|] | ‘3 |@
(Tm)
refseq mMRNA sequence as PCR template input is required for options in the section |
Exon/intron selection A refseq MRNA PCR tamplate input is required for optons in e section )
Exon junction span ‘ No preference v ‘ ]
Exon junction match Min &' match ~ Min 3' match ~ Max 3' match
i 1 g
Minimal and maximal number of bases that must anneal to exens at the 5' or 3' side of the junction (&) v

o

02M

H O Taper i pour rechercher i 9 o RADODR e U
Figure 2.6. Analyse de la séquence d’intérét par le Primer-Blast.

2.2.4. Critéres de labonne amorce
Les caractéristiqgues d’une bonne amorce doit comporter les critéres suivant :

» L'amorce spécifique doit étre donnée le moins produit aspécifique afin d’amplifier le produit
étudier.

* La température d’hybridation des deux amorces doit étre les plus proches possibles car la
température d’hybridation I'ors d’'une PCR est programmé en une seule température.

* La teneur en CG doit étre proche de 40%.
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3.1. Résultat de Primer-Blast

Les résultats de conception d’amorce du géne NF-kKB1 de I'exon 6 c’'est la premiere

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

M (53 non lus) - ecb@yahoo.com X | & Primer designing tool X & PrimerBlast results X o+ s X

& 2 (@ & ncbinlmnihgov/tools/primer-blast/primertool cgi?ctg_time=1530105899&job_key=0at-ZHYPeSdcmWGchPxFrhbnVlw79E-BOg B 038 o :

a

S Graphical view of primer pairs
D8wnr|mi[  [leplal———an3 Roos- 1o @ 7+

remplate NN T O O I T = T T - = - = e
| -

(U) Primer pairs for job oat-ZEYPegdorWGebPrFrhbnViw7SE-ROg [T LOK
Pr1mar1§ E
Priner 2 e —

| PR e e jm e |28 4B 6D i8R G |30 [h (260 |2 |30 |33 (3D [3eA (a0 ba 430 |edn  |4ge el

| Query_1: 1..480 (480 nt) / #Tracksshuwn:!ﬂg |

S Detailed primer reports

( Primer pair1 )

equence (3"-=3) Template strand ~ Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3’ complementarity
Forward primer ~ GGTGTCCCAACTTCAAATTTTTC Plus A i 133 5702 3913 600 200
Reverse primer ~ TGCAGTARACCATACAAGEGGT Minus 2 472 451 5962 4545 400 1.00

Productlength 362
Primer pair 2

Sequence ('3 Template strand ~ Length Start Stop Tm  GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ~ GGTGTCCCAACTTCAAATTTTTCAT Plus % i 135 5695 36.00 6.00 200
Reverse primer ~ ATGCAGTAAACCATACAAGGGGT Minus Pi) 473 451 5999 4348 400 1.00

Product length 363

- N 5 T}
BLAST s  registered trademark of the National Library of Medicine Support center Mawlmghst B
‘ ]
= : = . 1207
H O Taper ici pour rechercher ) £ A 00T 2052000 L

Figure 3.1. Résulta de Primer-Blast.
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3.2. Confirmation du résultat

Les séquences des amorces subirent une analyse de confirmation qui se fait par le

programme UCSC In Silico PCR via site : http/génome.ucsc.edm /.

Les résultats de cette analyse ont donné le produit qui se cartographie sur

chromosome 4 (figure 15). Donc ces résultats nous ont confirmé la spécificité de cette amorce.

M (383 non lus) - cdlib@yahooce X | 2 Primer designing tool b | 2 Primer-Blast results X \ €] Gene: BCL2 (ENSGDODODTT17E X UCSC In-Gilico PCR X + * X
& = (@  ( Nonsécurisé | genomeucscedu/cgi-bin/hgPerhgsid=838618299_LjWqlPIKBsapqY2rvdtIMHABMGKR&org=Human&db=hg388wp._target=gencmelwp_f=GGTGIC.. ¢ OEI o7 o H

ﬂ‘ Genomes  Genome Browser  Tools Mimors Downloads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

>chrd:1086797614102530122 362bp GGTGTCCCAACTTCARATTTTTC TGCAGTAAACCATACAAGGGGT
GOTGTCCPRACTTCAMTTTT T Catataatataggaaaaataataattga
aorarttaaatgttctictttacagatgtttcatttggatecttctttga

ctcatacaatatttaatccagaagtatitcaaccacagatggeactgeca
acaggtasgasaactcatccctgttaccctgtigttctgetttcagtett
agtasaatgcaggatttpttaatagtctgtoctagaaactcagtigtpta
cctagaaaggaaatggtgattigtittaaasaccaatcttttaacatact
ttcttgasatatattigracaaaaatatttcatctcaattACCCOTTGTA
TGETTTACTGCA

Primer Melting Temperatures

Forward: €8.9 C ggtgtcccaactteaaatttttc
Reverse: €0.6 C tpeagtasaccatacaaggest R R R
The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing olige concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primard.

Help

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

~ - . BE 0154
HOTapenapounecherchel = e H 0 ﬁ 9 él Wl £ roupm 2/05/2020 L

Figure 3.2. Confirmation du résultat par le site UCSC In Silico PCR.
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3.3. Discussion

La PCR s’est imposée comme une technologie particulierement performante et
accessible pour un grand nombre d’application et de développement scientifique en raison

de sa capacité de synthétiser et d’'amplifier la séquence cible.

Ce formidable outil nécessite toutefois un mélange d’amorces qui peuvent étre utilisé
pour la méme séquence d’ADN afin d’étudier les niveaux d’expressions des genes dans

différentes pathologies.

Plusieurs recherches scientifiques étudient et comparent les niveaux d’expressions du
gene NF-kB1 dans différentes pathologies inflammatoires. Ces recherches sont basées sur
I'utilisation de la technique RT-PCR qui sert a quantifier un échantillon d’ARN puis sera

rétrotranscrit a une ADN complémentaire servant a la réalisation d’'une PCR.

Dans ce concept on résume quelques études avec l'indication de la paire d’amorce

utilisée :

® Dans une étude il a été montré que le polymorphisme du géne NF-KB1 peut étre un facteur

de risque dans le développement des maladies auto-immunes Graves et 'ophatalmopathie,
cette hypothése est confirmée par une RT-PCR qui est basée sur l'utilisation d’'une amorce
spécifiqgue du géne NF-AB1 (Fower primer 5TGGGCACAAGTCGTTATGA 3 et reverse
primer 5CTGGAGCCGGTAGGGAAGS3’)(Niyazoglu et al., 2014).

® || a été établi que le polymorphisme du gene NF-kB1(rs 4648068) est associé a la

prolifération cellulaire et a la motilité dans le cancer gastrique, 'amorce qui a eté utilisé dans
cette étude (Fawer primer 5 GAAGATCTATGACGCCTTGCACTTGGCAGTGAZ3'et reverse
primer 5GAAAGCTTTTAGCTGCTTTGAGAAGAGCT3’)(Chen et al., 2015).

® A l'aide d’'une PCR qui nécessite une amorce spécifique du géne NF-AB1 (Primer avant

5TGGGCACAAGTCGTTTATGS et un primer inverse 5CTGGAGCCGGTAGGGAAGY3) il a
été montré que le polymorphisme -94 ins/del ATTGrs (28362491) du géne NF-AB1 associé

a la sensibilité et au développement du maladie Bechcet ( BD)(Yenmis et al., 2015)
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A Une étude est constaté que le polymorphisme -94 ins/ del ATTG du géne NF-AKB1 est

'une de polymorphisme qui permet la cancérogénése et le développement du cancer
épithélial de I'ovaire (COU) dans cette étude les chercheurs réalisent un RT-PCR qui est
basé sur [lutilisation d'une amorce spécifique du géne NF-AB1 ( Fawer primer
5ACGTTGGATGCTCCGTGCTGCCTGCGTTC3’et reverse primer
5’ACGTTGGATGTAGGGAAGCCCCCAGGAAGZ')(Huo et al., 2013).
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Conclusion et perspective

L’inflammation est un processus biologique complexe de systéme immunitaire contre
diverses agressions, elle implique le déclanchement d’'une cascade de réaction stimulant
l'activation de multiples voies de signalisations en patrticulier : la voie de signalisation du NF-kB

gui joue un réle central dans la régulation et le contréle de ce processus.

Le systeme NF-kB est un régulateur clé des réponses dimmunité innées et
inflammatoires en raison de sa capacité d’induire I'expression des génes de divers cytokines et
chimiokines qui vont médier et réguler les réponses inflammatoires, par conséquent le
déreglement de 'un de ces membres ou de leur activité peut contribuer aux développements de

plusieurs maladies inflammatoires.

Au cours des derniéres années, I'étude de I'expression du géne NF-AKB1l dans le
processus inflammatoire est devenue un objet d’étude intense afin de développement des
thérapies qui modulent lactivité inflammatoire du NF-kB dans les déférentes pathologies

inflammatoires.

Dans cette étude, nous avons congus des amorces a l'aide de I'outil Primer-Blast dans
le but de réaliser ultérieurement une PCR et amplifier le géne NF-KB1, cette étape est trés
importante pour déterminer les déférent niveaux d’expression de ce géne dans le processus
inflammatoire, ainsi que pour développer des stratégies thérapeutiques spécifiques et efficaces

pour divers pathologies inflammatoires.
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Introduction: Le processus inflammatoire est défini comme une réponse
cellulaire multiphasique et multifactorielle a une variété de stimulants pathologiques.

Plusieurs cellules et molécules inflammatoires sont impliguées dans le processus
inflammatoire, parmi ces derniers le facteur nucléaire kappa B (NF-kB) qui joue un réle majeur
dans l'orchestration de la réponse inflammatoire, en raison de sa capacité d’induire I'expression
d’'un grand nombre de génes qui participent dans la régulation de I'inflammation

Objectif : Réalisation d’'une séquence d’oligonucléotides qui servira d’'une amorce pour une
PCR.

Matériel et Méthodes : Concevoir une amorce de I'exon 6 du géne NF-KB1l a l'aide de
programme Primer- Blast via le site « www ncbi.nih.gov ».

Résultat : Le choix est porté sur la premiére paire d’amorce du géne NF-kB7 en raison des
criteres requis et des produits aspécifiques supérieur a 1000 paires de bases.

Conclusion : Dans cette étude, nous avons congus des amorces a l'aide d’utilisation du
programme Primer-Blast dans le but de réaliser ultérieurement une PCR et amplifier le géne
NF-kB1, cette étape est trés importante pour déterminer I'expression de ce géne dans le
processus inflammatoire, ainsi que pour développer des stratégies thérapeutiques spécifique et
efficace pour divers pathologies inflammatoires.

Mot clé : Processus inflammatoire, Géne NF-kB1, Conception d’amorce, Primer- Blast.

Introduction: The inflammatory process is defined as a multiphasic and multifactorial cellular
response to a variety of pathological stimulants.

Several inflammatory cells and molecules are involved in the inflammatory process, among
them the nuclear factor kappa B (NF-kB) which plays a major role in the orchestration of the
inflammatory response, due to its ability to induce expression a large humber of genes involved
in the regulation of inflammation.

Objective: Realization of an oligonucleotide sequence that will serve as a primer for a PCR.
Materials and Methods: Design a primer for exon 6 of the NF-kB1 gene using the Primer-Blast
program via the site "www ncbi.nih.gov".

Result: The choice is made on the first primer pair of the NF-kB1 gene because of the required
criteria and non-specific products greater than 1000 base pairs.

Conclusion: In this study, we designed primers using the use of the Primer-Blast program in
order to subsequently perform PCR and amplify the NF-kB1 gene, this step is very important to
determine the expression of this gene in the inflammatory process, as well as to develop
specific and effective therapeutic strategies for various inflammatory pathologies.

Keyword: Inflammatory process, NF-kB1 gene, Primer design, Primer-Blast.
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