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Résumé i

Résumé

Introduction : Les cellules endothéliales (CE) forment la paroi interne d’un vaisseau sanguin
et fournissent une barriére sélective anticoagulante entre la paroi vasculaire et le sang. Elles
participent dans plusieurs processus physiologiques, la réponse immunitaire, la coagulation,
et la production de composants de la matrice extracellulaire (ECM). Les métalloprotéinases
(MMPs) sont une famille d’enzymes protéolytiques qui jouent un réle dans la dégradation et le
remodelage de 'TECM. Parmi ces enzymes, le membre MMP-9, qui appartient de la sous
famille des Gélatinases, est impliqué dans la progression tumorale et facilite la métastase et
l'invasion. La conception de bonnes amorces pour le géne MMP-9 servira a amplifier ce géne
en utilisant la réaction de polymérisation en chaine (PCR), et ceci afin de développer une

thérapie anti-cancéreuse.

Objectif: I'objectif de ce travail est de concevoir des amorces du gene MMP-9 exprimé par les

CE au cours du cancer.

Matériel et méthodes : la séquence du géne humain MMP-9 a été prise a partir de la
plateforme Ensembl. Ensuite, I'outil Primer-Blast de la base de données NCBI a été utilisé
pour la conception des amorces pour ce gene. Enfin, la paire des amorces choisie et qui

répond aux criteres de choix de bonnes amorces a été vérifiée par le site in silico-PCR.

Résultats : l'outil Primer-Blast nous a permis de donné une dizaine de paires d’amorces et
seulement la premiére paire d’'amorces qui répond aux critéres d’'une meilleure amorce utilisée
pour réaliser une PCR. La confirmation de ce résultat par une in-silico PCR nous a montré que
cette paire se localise au niveau de chromosome 20, ce qui a confirmé la spécificité des

amorces du gene MMP-9 choisies.

Conclusion : La conception de bonnes amorces du gene MMP-9 exprimé par les CE au cours
du cancer permettra de réaliser une PCR. Cela a plusieurs avantages dans les domaines
médicaux et biologiques et permet le diagnostic et I'identification de la tumeur et la production

de traitements anti-cancéreux.

Mots clés : cancer, cellule endothéliale, amorces, MMP-9, PCR.
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Abstract

Introduction: Endothelial cells (EC) form the inner wall of a blood vessel and provide a
selective anticoagulant barrier between the vascular wall and blood. They participate in several
physiological processes, such as, the immune response, coagulation, and the production of
components of the extracellular matrix (ECM). Metalloproteinases (MMPs) are a family of
proteolytic enzymes that play a role in the degradation and remodeling of ECM. Among these
enzymes, MMP-9 member, which belongs to the subfamily of gelatinase is involved in tumor
progression and facilitates metastasis and invasion. The design of good primers for MMP-9
gene will serve to amplify this gene using polymerase chain reaction (PCR), and in order to
develop a cancer therapy.

Objective: The objective of this work is to design primers for MMP-9 genes expressed by ECs

during cancer.

Materials and methods: the sequence of the human MMP-9 gene was taken from the
Ensembl platform. Next, the Primer-Blast tool from the NCBI database was used to design the
primers for this gene. Finally, the pair of primers chosen and which meets the criteria for

choosing good primers was verified by the in silico-PCR site.

Results: the Primer-Blast tool allowed us to yield about ten pairs of primers and only the first
pair of primers that meets the criteria for a best primer used to perform PCR. Confirmation of
this result by in-silico PCR showed us that this pair is localized at chromosome 20, which

confirmed the specificity of the MMP-9 gene primers chosen.

Conclusion: The design of good primers for the MMP-9 gene expressed by ECs in cancer will
allow PCR to be carried out. This has several advantages in the medical and biological fields
and allows the diagnosis and identification of the tumor and the production of anti-cancer

treatments.

Keywords: cancer, endothelial cell, primers, MMP-9, PCR.
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Introduction

Introduction

Les cellules souches embryonnaires (ESC) peuvent se différencier en plusieurs types
cellulaires et peuvent étre utiles comme source de cellule pour la transplantation ou I'ingénierie
tissulaire (Levenberg et al., 2002). Parmi ces cellules, on note les CE qui ont un trés grand
intérét dans le systéeme immunitaire. Les CE forment la paroi interne d’un vaisseau sanguin et
fournissent une barriére sélective anticoagulante entre la paroi vasculaire et le sang, qui
s’appelle « endothélium » (Sumpio et al., 2002). Ces cellules expriment de nombreux
biomarqueurs spécifiques tels que : le facteur de croissance endothélial de vascularisation
(VEGF), lendogline, les molécules d’adhésion (E-selectine, VCAM-1,...) et d’autres
médiateurs inflammatoires. Les CE sont un organe paracrinien et endocrinien multifonctionnel,
participent dans plusieurs processus physiologiques, notamment, la réponse immunitaire, la
coagulation, la modulation de flux sanguin et la production des composants de 'ECM. En
revanche, elles peuvent subir un déréglement qui déstabilise I'homéostasie et facilite

'apparition de troubles vasculaires et des cancers.

Les MMPs sont une famille d’enzymes protéolytiques qui jouent un réle dans la
dégradation et le remodelage de 'TECM (Park et al., 2019). Cette famille est classée selon leur
structure en domaines et leurs substrats spécifiques en six groupes : les collagénases, les
gélatinases, les stromélysines, les matrilysines et les MMPs de types membranaires et les non
classées (King, 2016; Masciantonio et al., 2017). Trois étapes essentielles permettent
I'activation des MMPs et leur transition de la forme latente a une forme active. Ces étapes sont
la régulation transcriptionnelle, I'activation de proenzymes et enfin l'inhibition de l'activité
enzymatique par les inhibiteurs tissulaires (TIMPs)(Yadav et al., 2014). De plus, les MMPs
peuvent contribuer dans la prolifération, la migration, I'adhésion, la mort cellulaire et
'angiogenése (Isaacson et al., 2017). Une expression anormale des MMPs et/ou la présence
d’'une mutation peuvent étre associées a divers troubles, y compris, les pathologies
cardiovasculaires, les maladies de systéme nerveux central et les maladies de systéme
reproducteur (Park et al., 2019). Enfin, I'implication des MMPs dans la progression tumorale
par la création d’'un environnement favorable qui facilite la métastase et I'invasion de la tumeur

a été précédemment étudiée (King, 2016).

Parmiles MMPs, la protéase MMP-9 qui connue sous le nom de Gélatinase B, exerce
un réle dans la dégradation de composants de 'ECM, l'altération des interactions cellule-
cellule et cellule-ECM. Une dérégulation lors de son expression permet le développement de

multiples tumeurs malignes(Huang, 2018; Mondal et al., 2020).

Dans cette d’ordre d’idée, ce travail a pour objectif de concevoir des amorces encadrant

le géne MMP-9 afin d’étudier I'importance de son expression par les CE au cours du cancer.

1



Chapitre 1. Revue de la littérature

Chapitre 1. Revue de la littérature

1.1. Les cellules endothéliales

L’endothélium est un organe qui se compose d’'une seule couche de CE. Il tapisse
l'ensemble du systéme cardio-vasculaire, régule I'échange de sang-tissu, permet le
recrutement de cellules sanguines, contrble la coagulation du sang et aussi détermine la
formation des nouveaux vaisseaux sanguins (McCarron et al., 2017). Les CE occupentla paroi
interne du vaisseau sanguin et de la vascularisation lymphatique dans les tissus malins et
normaux. Elle sont dotées des caractéristiques structurelles, phénotypiques et fonctionnelles

uniques (Gomez-Salinero and Rafii, 2018).
1.1.1. Origine

Au cours de I'embryogénése, les systemes hématopoiétiques et vasculaires se
développent en parallele d’'une maniére interdépendante (Fig 1.1) (Chao and Hirschi, 2010).
Les ESC se générent du mésoderme en donnant de multiples lignées liées au systéme
vasculaire (les cellules hématopoiétiques primitives et les CE vasculaires). Les CE
proviennent des cellules mésodermiques « Angioblastes » sous linfluence du facteur de
croissance de fibroblastes 2 (FGF2) et la protéine morphogénétique osseuse 4 (BMP4). Cette
derniere permet la différenciation vers un profil endothélial et la génération du systeme
vasculaire intra-embryonnaire, notamment I'aorte dorsale, vaisseau vitellin et le plexus (Naito
et al., 2020; Yang et al., 2020).
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Figure 1.1. Origine des cellules endothéliales (Aird, 2012). Les hémangioblastes dérivent de la
moelle osseuse et en présence des facteurs de croissance se différencient en deux progéniteurs; progéniteur de
cellules souches hématopoiétiques et progéniteur CE qui a leur tour se différencie en CE d’artére, CE de veine et
CE de capillaire. Cette derniére qui se localise au niveau plusieurs organes vitaux tels que le cerveau, le coeur et
la rate.



Chapitre 1. Revue de la littérature

1.1.2. Caractéristiques

Les CE sont des cellules aplaties d’environ 0,5 um d’épaisseur, 10 pum de longueur et
10 pum de largeur. Elles ont une forme losangique et se localisent sur une membrane basale
riche en collagéne (Aitoufella et al., 2008). Le nombre total de CE chez 'lhomme est de 10%3,
avec un poids de 1,5 Kg et une surface de 400 a 700 m? (Aitoufella et al., 2008). Les CE se
situent au niveau de la surface interne des vaisseaux sanguins, formant une barriére sélective
entre la circulation sanguine et les tissus (Uldry et al., 2017) . Selon leur localisation, les CE
partagent des caractéristiques morphologiques distinctes et des signatures de genes
spécifiques (Bostrom et al., 2018).

1.1.3. Phénotypes

Les CE se different selon leurs jonctions intercellulaires et peuvent étre classées en trois
types : « continu », « discontinu » et « fenétré » (Fig 1.2). En outre, les CE peuvent différer
soit morphologiguement, soit phénotypiquement entre les espéces, les organes ainsi entre les

sections vasculaires consécutives (Pries and Kuebler, 2006).

Pores

/ Jonctions serrées
Membrane basale

Figure 1.2. Différents types des cellules endothéliales (Pries and Kuebler, 2006). (1) continu :
les membranes plasmiques fusionnent seulement qu’aux jonctions serrées, par conséquent la structure des
jonctions est le principal déterminant de la perméabilité vasculaire. Ce type se situe au niveau du systéme nerveux
central et est impligué dans les échanges métaboliques de la barriere hémato-encéphalique. (2) fenétré :
caractérisé par des pores de 50 & 60 nm de diamétre, perméable aux molécules hydrophiles de faible poids
moléculaire et a I'eau, et se localise au niveau des glandes endocrines et tractus gastro-intestinal pour la sécrétion,
absorption et la filtration. (3) discontinu : présente de grandes lacunes inter et intracellulaires de 0,1 & 1um de
diamétre, se caractérise par I'absence de la membrane basale, se situe dans la moelle osseuse, le foie et la rate.
Ce type est Impliqué dans I'’échange des particules et la filtration des cellules sanguines.

1.1.4. Molécules exprimées et sécrétées par les cellules endothéliales

Les CE présentent sur leurs surfaces des marqueurs cellulaires tels que CD133,
récepteur de VEGF, I'endogline récepteur de facteur de croissance transformant beta (TGF-
3) et CD34 comme un cluster de différenciation (CD) pour les cellules primitives. Les cellules
circulantes expriment le CD146, le CD141 et le CD31, tandis que les cellules matures
expriment E-selectine, VE-cadherin, la molécule d’adhérence de cellules vasculaires 1
(VCAM-1), la molécule d’adhérence intercellulaire1 (ICAM-1) et vonWillebrand factor (VWF)
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ainsi que plusieurs cytokines pro-inflammatoires telles que tumor-necrosis factor alpha (TNF-
a), interleukines (IL) et d’autres chimiokines (Liao, 2013; Siavashi et al., 2016).

1.1.4.1. Récepteurs immunitaires

Les CE expriment une grande variété de récepteurs de 'immunité innée, y compris la
famille de Toll-like receptors (TLR), récepteurs qui reconnaissent les modeles moléculaires
associés aux agents pathogenes (PAMPS) (Fig 1.3). TLR1, 2, 3, 4, 5,6 et 9 sont exprimés dans
toutes les sortes de CE spécifiques aux tissus. TLR7, 8 et 10 sont absents dans les CE en
repos, mais ils sont inductibles sous la réponse inflammatoire. La dimérisation et I'activation
de ces récepteurs conduisent a des modifications structurelles des molécules d’adhésion afin
d’augmenter la perméabilité vasculaire et la présentation de molécules d’adhésion pour le

recrutement des leucocytes (Sturtzel, 2017).

TIRAP “TLR4

ROS

TRar FLR2/1 & 2/6

ERK1/2

Cytokine pro-inflammatoire: IL-1, IL-6, TNF-3, IFNY \/
Molécules angiogéniques: MMPs, ANG2, VEGF

Molécules d’adhésion: V-CAM, |-CAM, E-selectine

Coagulation : facteur tissulaire thrombomoduline

Figure 1.3. Voie de signalisation de TLR dans les cellules endothéliales (Salvador et al.,

2016). Les TLRs sont activés en réponse aux PAMPs et aux DAMPs, grace aux voies MyD88 et/ou TRIF activent
la cascade de signalisation en aval via MAPK, NFkB et IRF3 qui conduit a la libération de médiateurs inflammatoires
qui controlent la réponse immunitaire, les molécules angiogéniques, les molécules d’adhésion afin de réguler la
perméabilité vasculaire et la régulation du facteur tissulaire et I'expression de Thrombomoduline pour la coagulation
. Myd88 : la réponse primaire de différenciation myéloide 88, IRF3 : facteur de régulation des interférons 3, NFkB :
facteur nucléaire kappa B, TRIF : interféron B induisant un adaptateur TIR, IRAK : la kinase 1 associée au récepteur
d’interleukine 1, PI3K : phosphatidylinositol 3- kinase, AKT : protéine kinase B (PKB), ERK1/2 : protéine kinase
extracellulaire a régulation de signal, IKKg /R : inhibiteur de la sous unité béta/ alpha de la kinase du facteur
nucléaire kappa B, ROS : dérivés réactifs de I'oxygene, NOX : famille NADPH oxydase, TRAM : molécule
adaptatrice liée au TRIF, TRAP : phosphatase acide résistante au tartrate, TRAF6 : facteur associé au récepteur
de TNF6, MKK : protéine kinase kinase activées par les mitogénes, Angl : angiopoiétine 1, AP1 : protéine
activatrice 1.
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1.1.4.2. Endogline

La glycoprotéine transmembranaire 'endogline (CD105) est un corécepteur du facteur
de croissance TGF-B exprimé sur les CE activées. L’endogline joue un réle dans le
remodelage vasculaire et l'angiogenése (Kasprzak and Adamek, 2018). En outre, son
expression augmente au cours d’une inflammation et est associée a l'infiltration des cellules
inflammatoires (Bus et al., 2018). Ce récepteur interagit avec les cytokines TGF-31, TGF- 33
et est capable de réguler la vasodilatation dépendante du monoxyde d’azote (NO) et
'expression de NO endothélial (Rathouska et al., 2015) .

1.1.4.3. Molécules d’adhésion

Lors d’une réaction inflammatoire ou bien une dysfonction endothéliale, les CE
permettent d’organiser et de coordonner la transition leucocytaire a travers la paroi des
vaisseaux sanguins pour assurer le passage dans les tissus endommagés par I'expression de
P-selectine, VCAML et ICAM1 (Fig 1.4) (Rathouska et al., 2015; Sturtzel, 2017).
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Figure 1.4. Sécrétion des molécules d’adhésion au cours de processus de la diapédése

(Sturtzel, 2017). Une gamme de récepteurs d’adhésion exprimés sur les CE assure la continuité des étapes de

la capturation, le roulement, I'arrét et I'exploration leucocytaire sur la surface endothéliale luminale. Ceci est la
préface a la transmigration a travers la barriére endothéliale « Diapédése ».

1.1.4.4. Facteur de von Willebrand

La glycoprotéine de phase aigué du vWf est un cofacteur homéostatique produit par
les CE, les mégacaryocytes et le tissu conjonctif sous endothélial. Le vWf peut détecter
I'activation endothéliale lors d’'une inflammation systémique. En outre, I'expression élevée de
ce facteur refléete des dommages endothéliaux qui conduisent a une insuffisance organique
(Paulus et al., 2011).
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1.1.45. Angioprotéine-1 et -2

Les angioprotéines (Ang) -1 et -2 sont des facteurs de croissance antagonistes qui
déclenchent I'activation de CE, en impliquant les cascades de signalisation intracellulaires
NFkB pour I'inflammation, Rho kinase pour les contacts inter-endothéliaux et PISK/AKT pour
la continuité cellulaire. Le complexe Ang et son récepteur Tie2 permettent l'intégrité des
vaisseaux sanguins, la perméabilité vasculaire et la régulation de I'inflammation (Paulus et al.,
2011).

1.1.46. VEGF

La famille de VEGF est composée de cing membres : facteur de croissance du
placenta, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D et VGEF-A. Le role de VEGF est la stimulation de la
migration cellulaire et la perméabilité vasculaire (Fig 1.5). Les VEGF se lient avec leurs
récepteurs qui sont exprimés a la surface de CE : endothéliaux tyrosine kinases (RTK), tels
gue VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3, ainsi qu'aux corécepteurs, y compris les neuropilines et

les protéoglycanes sulfate d'héparane (Paulus et al., 2011; Yang et al., 2018).

Collule sndothélinle

FAK

l

Migration cellulaire

Figure 1.5. Voies de signalisation VEGF impliquées dans I'angiogenése (Guo et al.,

2018). La fixation de VGEF sur son récepteur exprimé & la surface endothéliale permet I'activation de plusieurs
voies cellulaires impliquées dans I'angiogenése. La voie AKT est impliquée dans la perméabilité vasculaire, la voie
MTORC2/MEK dans la prolifération cellulaire et FAK dans la migration cellulaire. RAF :rapidly accelerated
fibrosacoma, Scr : tyrosine kinase non réceptrice, FAC : la focal adhesion kinase, MEK : sérine/tyrosine/thréonine,
PI3K : phosphatidylinositol 3-kinase, AKT :: protéine kinase B, mTORC2 : cible mammifére la rapamycine complexe
2
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1.1.5. Roéles

Les CE jouent un réle crucial dans différents processus immunitaires. (i) Elles ont une
fonction paracrine en sécrétant des interleukines, chimiokines, et des interferons. (ii) Elles
permettent le maintien de l'infiltration des cellules immunitaires et régulent I'extravasation des
leucocytes eux endroits inflammés grace a I'expression inductible des molécules d’adhésion.

(iii) Elles conduisent a une homéostasie ou une coagulation (Fig 1.6) (Sturtzel, 2017).

Selon la localisation de CE, le réle se differe. Dans les poumons, les CE se différencient
en paralléle avec les cellules épithéliales pour former des unités d’échange de gaz. De plus,
les CE du cerveau s’associent aux neurones pour développer la barriere hémato-
encéphalique. Et enfin, au niveau du foie, la relation entre les CE est discontinue pour assurer
la liaison entre les hépatocytes et la circulation sanguine afin de nettoyer les intrus (Bostréom
et al., 2018).

Artion anticoagudlants

Anti thrombotgue contrids Madhesion / \

dus plaguetts . - d
s \ o s
Antr-inflammatoire; cantréle Fadhesion et la
Pesmmeabidite diapedose de leucocyrtes

Figure 1.6. Fonctions des cellules endothéliales (Mahe, 2011). La fonction principale de CE est
’'homéostasie. Ces cellules sont impliquées dans plusieurs mécanismes biologiques comme la perméabilité
vasculaire et le processus de vasomotricité de vaisseaux sanguins. Elles sont aussi impliquées dans l'inflammation
et contrélent 'adhésion leucocytaire (diapédése). Elles ont une action anti-thrombotique, anticoagulante (adhésion
plaquettaire) et enfin assurent la croissance musculaire.

1.1.5.1. Role dans 'inflammation

Au cours de l'inflammation, les CE sont caractérisées par la libération de multiples
cytokines et chimiokines qui peuvent améliorer le processus de 'angiogenése. Il s’agit de TNF,
l'iL-1, IL-6, IL-8, IL-15, IL-17, IL-18, le facteur de stimulation des colonies de granulocytes (G-
CSF), Le facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF), les
chimiokines CCL2, CXCL6,CXCL12 et le facteur inhibiteur de la migration de macrophages

(MIF) qui sont tous capables de favoriser la néovascularisation (Al-Soudi et al., 2017).
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1.1.5.2. Rodle dans la barriere hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique (BHE) est composée de CE spécialisées appelées
CE microvasculaires cérébrales (BMEC) qui régulent étroitement le transport des molécules
entre le cerveau et la circulation sanguine, ainsi que le fonctionnement avec les cellules de
soutien telles que les astrocytes, les péricytes et les neurones pour assurer le bon
fonctionnement des circuits neuronaux et pour installer 'unité « vasculaire neuro ». Les BMEC
sontreliées par des jonctions serrées qui limitent le flux paracellulaire des produits biologiques.
Elles expriment des transporteurs d’influx et d’efflux moléculaire GLUT-1, les transporteurs de
la famille de la glycoprotéine pour I'importation et I'exportation des nutriments du sang au
cerveau. De plus, la dysfonction de BHE est une initiation de développement du troubles de
systéme nerveux central notamment 'AVC, maladie d’Alzheimer et la sclérose en plaque
(Hollmann et al., 2017; Qian et al., 2017).

1.1.5.3. Transition endothéliale a mésenchymateuse

La transition endothéliale & mésenchymateuse (EndMT) est un processus par lequel
les CE gatent lentement des propriétés endothéliales et acquierent des propriétés
mésenchymateuse de fibroblastes, y compris la perte de jonctions serrées, motilité et sécrétion
accrue de protéines de la matrice extracellulaires, ainsi que des changements aux niveaux
d’expression de marqueurs génétiques; 'absence de VE-cadhérine et CD31 par contre aux g-
actine musculaire lisse (3-SMA), protéine 1 spécifique aux fibroblastes (FSP-1), fibronectine
et vimentine qui sont exprimés dans les cellules mésenchymateuses (Fig 1.7) (Al-Soudi et al.,
2017; Hong et al., 2018; Song et al., 2019).

Progression de EndMT

Perte de marqueurs endothéliaux Gain de marqueurs mésenchymateux
VE-cadhérine et CD31 3-SMA, FSP-1, fibronectine et vimentine

BN

Figure 1.7. Transition endothéliale & mésenchymateuse (Pérez et al., 2017). Au cours
d’EndMT, les CE perdent I'expression de marqueurs endothéliaux tels que VE-cadhérine, CD31 et VWF, tout en
commengant a exprimer les marqueurs spécifiques pour le phénotype mésenchymal fibrotique tels que g-SMA,
FSP et les métalloprotéinases ainsi une altération morphologique de CE grace a des changements dans
I'expression protéique.
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1.1.6. Dysfonction endothéliale

Le concept de la dysfonction endothéliale correspond a un rétrécissement de la
biodisponibilité du NO(Puissant et al., 2014). Les CE métabolisent la L-arginine a travers
lisoforme endothélial de 'oxyde nitrique synthase (eNOS) pour former du NO(Gimbrone and
Garcia-Cardefia, 2016). La réduction de la synthése du NO peut étre due soit par captation du
NO par les espéces réactives de 'oxygéne (ROS) lors du processus de stress oxydatif, soit
par une augmentation de la libération de médiateurs inflammatoires, vasoconstricteurs en
inhibant I'expression de eNOS (Liao, 2013; Puissant et al., 2014). La dysfonction endothéliale
déstabilise le mécanisme de 'homéostasie vasculaire a la vasoconstriction, a I'adhésion de
leucocytes, a l'activation plaquettaire, au stress oxydatif, a la coagulation ainsi a l'inflammation
et conduit a 'apparition de nombreux risques cardiovasculaires tels que le vieillissement, le

diabete et I'hypertension artérielle (Favero et al., 2014; Schini-Kerth, 2012).
1.1.7. Progression tumorale et CE

La croissance et les métastases tumorales dépendent de la formation de nouveaux
vaisseaux sanguins (angiogenese). Les vaisseaux sanguins tumoraux a proximité de la
tumeur fournissent les nutriments et 'oxygéne a la tumeur ce qui favorise sa croissance et sa
progression (Hida and Maishi, 2018). Ces vaisseaux tumoraux sont composés de CE
tumorales (CET) qui occupent la surface interne des vaisseaux et présentent des anomalies
cytogénétiques, morphologiques et fonctionnelles. Ces anomalies comprennent la vitesse de
roulement et la fréquence d’arrét de leucocytes aux jonctions, une résistance aux
médicaments anti-cancéreux, prolifération et migration activées et expression géniques trés
spécifiques (Fig 1.8) (Hida and Maishi, 2018; Maishi et al., 2019).
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Figure 1.8. Anomalies des CET (Maishi et al., 2019). Les facteurs solubles et les vésicules
extracellulaires libérés a partir de cellules tumorales, FAC et TAM induisent des CE dans les vaisseaux préexistants
pour initier 'angiogenése pour la formation de vaisseaux sanguins tumoraux. De plus, I'hypoxie et ROS ont un effet
sur la transformation du NEC en TEC. Les TEC ont une forte capacité de prolifération et migration ainsi des
changements chromosomiques et développement d’un phénotype résistants aux médicaments. FAC : fibroblastes
associées au cancer, TAM : macrophage associés au cancer, NEC : cellule endothéliale normale, TEC : cellule
endothéliale tumorale.

1.1.7.1. Typesdes CET

Plusieurs types de CE sont impliquées dans le processus d’angiogenese. Les CE de
pointe qui guident la direction de germination vasculaire, les CE de tige qui sont fortement
prolifératives et qui suivent les CE de pointe et les CE de phalange qui améliorent la perfusion
et 'oxygénation vasculaire (Figl.9). De plus, les péricytes ou les cellules musculaires lisses
assurent la stabilisation vasculaire et finalisent 'angiogenése (Hida et al., 2018).

—

Cellules de
pointe -

-

Cellules de
phalange

Figure 1.9. Types des CET (Hida et al., 2018). Plusieurs types de CET sont présentes dans
'angiogenése. Les cellules a I'extrémité de la branche de vaisseau sanguin (cellules de pointe) guident la
germination vasculaire. Les cellules de tige suivent les cellules de pointe et les cellules de phalange améliorent
I’oxygénation de nouveaux vaisseaux sanguins. Les péricytes se fixent aux cellules de phalange (fleches noires).
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1.1.7.2. ROdle de CET dans la progression tumorale

Les tumeurs se transforment progressivement vers un état agressif et maligne et les
CET jouent un rble important dans cette transformation. Elles fournissent les nutriments et
'oxygéne a travers la circulation sanguine, forte expression régulée de récepteur VEGF qui
peut adresser une réponse au CET afin d’exprimer le VEGF pour faciliter la néovascularisation
désorganisée, ainsi que par une forte expression de molécules d’adhésion dans les CET qui
forme un échafaudage des cellules tumorales provoque I'envahissement entre les CET. De
plus, les CET libérent des facteurs angiocrines et des médiateurs paracrines tels que I'lL-6,

I'IL-8 et 'endothéline1 qui sont impliqués dans la croissance tumorale (Maishi et al., 2019).

1.2. Métalloprotéinase (MMPs)
1.2.1. Définition

Les MMPs, découvertes en 1962 par Gross et Lapiere, sont une grande famille
d’enzymes qui dégradent 'TECM et participent au traitement de molécules de surface (Li et al.,
2020; Shimoda and Khokha, 2017). Elles sont produites par la majorité des cellules
immunitaires et non immunitaires, notamment par les macrophages, les neutrophiles, les CE

et les cellules mésenchymateuse (Biancheri and MacDonald, 2017).

1.2.2. Structure

La structure de MMPs contient des domaines différents ce qui nous permet de les
classés en six groupes. Structurellement, MMPs ont quatre domaines différents : un
prédomaine (absent dans les MMPs de types membranaires), un domaine propeptide qui se
compose d’environ 80 acide aminé (AA) et contient la séquence hautement conservée
PRCGVPDV, domaine catalytique qui se compose d’environ 170 AA, contient une séquence
conservée de trois histidine qui est responsable de la chélation en zinc (Zn) et enfin un
domaine d’hémopexine d’environ 200 AA qui est indispensable pour les interactions avec
d’autres MMPS et TIMPs (Fig 1.10). Les MMPs contiennent aussi un peptide linker connu sous

le nom d’une région de charniére de longueur variable (Jabtonska-Trypu¢ et al., 2016).

anv |

Domaine

Domaine charniére Domaine
pro-peptide catalytique d’Hémopexine transmembranaire

prédomaine

Figure 1.10. Structure des MMPs (Yadav et al., 2014). Les MMPs sont composées d’un domaine
propeptide qui est a la fin clivé pour permettre I'activation de I'enzyme, un domaine catalytique qui contient le Zn et
est protégé sous la forme inactive de I'enzyme. Le domaine catalytique et Hémopoxine-like interagissent avec des
domaines spécifiques des protéines cibles de I'enzyme.

11



Chapitre 1. Revue de la littérature

1.2.3. Classification

La nomenclature des MMPs est complexe. les MMPs sont numérotées par ordre de leur
découverte, mais sont regroupées selon la spécificité de leurs substrats (Campana and
Iredale, 2015). Les 24 MMPs sont classées en six groupes : Collagénase, Gélatinase,
Stromelysines, Matrilysines, et les MMPs de type membranaire et les non classées (Tab 1.1)
(King, 2016).

Tableau 1.1. Classification des MMPs selon leurs substrats spécifiques (Jabtonska-
Trypu¢ et al., 2016).

Classification Classification Localisation Substrat spécifique
tradionnelle (nom numeérique chromosomique
commun)

1. Collagénase

Collagénase-1 MMP-1 11922-923 Collagene (1, 11, 111, VI, VIII, X),
caseéine, entactine, laminine
Collagénase-2 MMP-8 11g21-g22 |Collagéne (1 -1, V, VII, VIII, X),

gélatine, aggrécan,fibronectine

Collagénase-3 MMP-13 11g22.3 -

2. Geélatinase

Gélatinase A MMP-2 16913 Gélatine, collagéne (IV — VI, X),
élastine, fibronectine

Gélatinase B MMP-9 20q11.2-q13.1 | Gélatine, collagénes (1V, V, VII,
X, XIV),
élastine, fibrilline, ostéonectine

3. Stromelysine

Stromelysin-1 MMP-3 11923 Laminine, agrégane, gélatine,
fibronectine

(2}

Stromelysin-2 MMP-10 11922.3-g23 Collagénes (Il — V), gélatine,
caséine, aggrécan, élastine,
MMP-1,8
Stromelysin-3 MMP-11 22911.2 Fibronectine, laminine,

aggrécan, gélatine

4. Matrilysines

Matrilysine MMP-7 11g21-q22 |Collagene (IV — X), fibronectine,
laminine, gélatine,

aggrécan, pro-MMP-9

Métalloélastase MMP-12 11g22.2-g22.3 | Elastine, gélatine, collagéne I,
IV, fibronectine, laminine,
vitronectine, Protéoglycanes

12
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Matrilysine-2 MMP-26 11p15 Gélatine, collagene IV, pro-
MMP-9
5. MMPs de type membranaires
MT-MMP-1 MMP-14 14911-q12 Collagéne (I, II, 111),
gélatine, fibronectine, laminine,

aggrécan,ténascine

MT-MMP-2 MMP-15 15g913-g21 Fibronectine, laminine,
aggrécan, perlécan

MT-MMP-3 MMP-16 8021 Collagéne lll, gélatine, caséine

MT-MMP-4 MMP-17 12924.3 Fibrinogéne, précurseur du TNF

MT-MMP-5 MMP-24 20g11.2 Protéoglycanes

La famille de MMPs est composée de 24 membres et se divise en six grandes sous types

selon leurs substrats spécifiques; Collagénases (MMP1,8,13), Gélatinases (MMP2,9),
Stromelysines (MMP3,10,11), Matrilysines (MMP7,12,26), MMPs de type membranaire (

MMP14,15,16, 17, 24) et le reste sont non classées. La localisation de MMPs au niveau de

chromosomes se differe d’'un membre & un autre.

Les membres de la famille de MMPs partagent des similitudes structurelles (Fig 1.11).

Certaines MMPs ont d’insertions supplémentaires qui

contribuent aux différences

fonctionnelles observées entre les différents membres de MMPs (Caley et al., 2015).
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Figure 1.11. Classification structurelle des MMPs (Araki and Mimura, 2017; King, 2016).
Les MMPs sont composées de différents sous-domaines. La plupart ont un domaine minimal (un peptide signal, un
propeptide et un domaine catalytique), une région charniére et un domaine C-terminal de type hémopexine. Les
gélatinases (MMP-2 et MMP-9) contiennent trois répétitions d'un motif de fibronectine de type Il, dans le domaine
catalytique. Le propeptide contient un site de clivage de la furine (motif RXKR) dans MMP-11, MMP-21, MMP-23,
MMP-28 et MMP de type membrane. MMP-7, 23,26 ne contiennent pas la région charniére ou le domaine de
I’'hémopexine. MMP-23 est un peu différent, car il compose deux domaines qui lui sont propres le domaine
immunoglobuline like (Ig-like) et les résidus de cystéines. MMP-17, 25 contient le glycophosphatidylinositol ancré
(GPI) qui fixe la protéine a la membrane cellulaire. Fibronectine répétée présente dans MMP-2, 9 sont des unités
qui lient le collagene au MMPs.

1.2.4. Expression génique des MMPs

Un équilibre entre I'activation et I'inhibition de MMPs est nécessaire pour une expression
régulée de ces derniers (Chantrain and DeClerck, 2002). Les MMPs ne sont pas initialement
exprimées de facon active, mais sous forme latente ( pro-MMPs)(Caley et al., 2015). Donc, il
existe trois niveaux essentiels pour I'expression de MMPs : régulation transcriptionnelle,

activation de proenzymes et inhibition de I'activité enzymatique (Yadav et al., 2014).

L’expression de MMP est régulée. Les génes de MMPs possédent un site spécifique
pour la liaison AP-1 dans leur région promotrice. Ce site est localisé a environ 70 paire de
base (pb) en amont du site d’activation transcriptionnelle, ainsi la présence des médiateurs de
communication cellulaires est indispensable dans l'activation transcriptionnelle de MMPs
(Caley et al., 2015; Yadav et al., 2014). Les MMPs sont synthétisées de fagon inactive
« zymogene », aprés la rupture de linteraction entre le cystéine-sulfydryle de domaine
propeptide et I'ion zinc lié au domaine catalytique. La rupture de cette interaction se fait par
des facteurs d’activation physiques ou chimiques, pour permet l'autocatalyse et les MMPs
seront actives (Isaacson et al., 2017; Yadav et al., 2014). La derniére étape est l'inhibition de

l'activité protéolytique par des TIMP. Les TIMPs sont des protéines de 184 a 194 AA et de
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poids moléculaire d’environ 210 Kilo Dalton (KDa), ils sont identiques a environ 40%. Leurs
domaines N-terminal d’environ 125 AA qui interagit avec le site actif de MMP d’'une maniére
similaire aux substrats de MMPs est plus long que les domaines C-terminal 65 AA(Djuric and
Zivkovic, 2017; Jackson et al., 2017). Ainsi, I'inhibition de MMPs se fait par de nombreuses
molécules telles que g2-macroglobuline qui peut inhiber de facon irréversible les MMPs dans
la circulation et la forme secrétée de la protéine précurseur B-amyloide peut inhiber
MMP2(Djuric and Zivkovic, 2017).

1.2.5. Métalloprotéinase-9

MMP-9 est 'une des membres de MMPs les plus étudiés, appartient a la sous famille
de Gélatinases connue sous le nom de Gélatinase B de poids moléculaire 92 KDa. Le géne
humain de MMP-9 est localisé au niveau du chromosome 20q13.12. Ce gene posséde 13

exons et 12 introns. La structure de MMP-9 est définie par plusieurs domaines :

e un domaine d’hémopexine qui consiste en une hélice R a quatre pales pour former
une structure en forme de tonneau. Ce domaine interagit avec des substrats comme
la gélatine et le collagene

e Un domaine catalytique qui contient deux ions zinc, cing ions calcium et trois
répétitions de fibronectines de type Il. Ces derniéres sont nécessaires pour la
dégradation des substrats

e un domaine propeptide et une région charniere qui confére une flexibilité entre le
domaine d’hémopexine et le domaine catalytique

e un site actif et une région de la liaison de zinc (Huang, 2018; Yabluchanskiy et al.,
2013)

La MMP9 est sécrétée par plusieurs types cellulaires ; neutrophiles, macrophages,
fibroblastes et CE. Cette protéine est synthétisée sous forme zymogéne avec 19 peptides
signaux N-terminaux d’acide aminés dans les cellules, puis elle est secrétée dans
I'environnement extracellulaire sous forme pro-MMP9. Certaines protéases comme MMP-3
peuvent cliver la pro-MMP pour générer une MMP-9 active. La fonction majeure de MMP-9 est
la régulation de 'ECM. Cette MMP clive le collagéne dénaturé (gélatine) qui est I'élément
principal de la membrane basale pour aider les lymphocytes et les leucocytes a entrer et quitter

les circulations sanguines et lymphatiques(Huang, 2018; Ram et al., 2006).
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1.2.6. Polymorphisme et mutations des MMPs dans les troubles héréditaires

humaines

L’activité de MMPs dépend du géne qui les code, un polymorphisme génétique est le
responsable de la détermination de niveau d’expression différent de ces génes, ce qui aboutit
un phénotype modifié de la maladie(Zhou et al., 2013). La premiére mutation MMP associée
a une déficience humaine dans deux familles consanguines d’Arabie Saoudite avec un
syndrome de nodulose-arthropathie ostéolyse (NAO) ; une forme autosomique récessive
d’ostéolyse multicentrique au niveau de chromosome 16. Deux mutations hétérozygotes
MMP2 détectées chez un patient atteint du syndrome de Torg. La premiére est une R101H
qui entraine une déstabilisation de la liaison cystéine- zinc et la deuxieme est une 1957delC
qui provoque un décalage de cadre ce qui crée une protéine tronquée et non fonctionnelle
(Fanjul-Fernandez et al., 2010). De plus, une mutation faux sens E404K entraine une
substitution de la position du glutamate en position 404 par la lysine a été observée chez les
patients atteins du syndrome Winchester(Brinckerhoff, 2017). Une mutation autosomique
dominante faux sens F56S dans la protéine de MMP13 est responsable du type Missouri de
dysplasie spondyloépimétaphysaire (SEMD) et conduit a une auto-dégradation anormale de
la protéine MMP13 mutante. Enfin, des mutations de MMP20 sont impliquées ainsi dans une
maladie héréditaire humaine « 'amélogenése imparfaite autosomique récessive (ARAI) » qui
est caractérisée par trois mutations; la premiére a été identifiée a I'extrémité 3’ de I'intron 6 ou
AG a changé en TG, la deuxieme W34X mutation de substitution qui génére un codon stop
dansl'exon 1 de MMP20 et la derniére dans le gene H226Q modifie I'un des résidus d’histidine
conservés dans le domaine catalytique en perturbant le site de ligand de zinc(Fanjul-
Fernandez et al., 2010).

1.2.7. Rble des MMPs

Les MMPs ont des rbles biologiques associés au renouvellement et au remodelage
des composants de 'ECM (Rodriguez et al., 2010). Elles sont impliquée dans la prolifération
du comportement cellulaire, I'adhésion, la migration, la mort cellulaire « apoptose »,
I'hnoméostasie tissulaire, la morphogenese, 'angiogenése et la réparation tissulaire (Isaacson
et al., 2017, 2017). La dérégulation et la surexpression des MMPs sont considérées comme
les principaux déclencheurs de plusieurs pathologies (Khamisabadi et al., 2020),y compris
I'arthrite, les maladies cardio-vasculaires, les maladies pulmonaires et le cancer (Isaacson et
al., 2017) .
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1.3. Implication des Métalloprotéinases dans le cancer

Le cancer est une instabilité ou bien une dérégulation génétique et épigénétique
conduisant a des mutations soit uniques soit communes ainsi une surexpression des génes
étrangers dans certains tissus (Niederhuber, 2019). Chen et al ont décrit en 2013 le concept
de 'immunité anti tumorale. La défense immunitaire contre les cellules cancéreuses repose
sur un enchainement continu de plusieurs étapes : libération des antigénes (Ag) tumoraux a
partir des cellules tumorales, présentation de ces Ag par des cellules présentatrices de I'Ag
aux lymphocytes T (LT) , activation de LT qui vont migrer pour éliminer et détruire les cellules
tumorales (Abbassi et al., 2020).

La famille des MMPs joue un r6le clé dans le développement et la progression
tumorale. Certaines MMPs sont considérées comme des biomarqueurs de plusieurs cancer
humains (Roy et al., 2019). L’expression précoce de MMPs par les cellules stromales ou par
les cellules tumorales elles-mémes permet le remodelage de 'ECM et/ou la libération des
facteurs de croissance liés a la membrane, ce qui fournit un environnement favorable a
I'établissement de la tumeur primaire (Kapoor et al., 2016). Les MMPs facilitent la métastase
et I'invasion des cancers et permettent ainsi I'évasion des cellules tumorales dans les tissus

environnants et 'approvisionnement en sang ( Fig 1.12)(King, 2016)
1.3.1. MMPs et perte d’adhérence

Les MMP-3 et 7 sont impliquées dans la perte de la propriété d’adhérence cellulaire et
la modification phénotypique de certains types de cellules. Par exemple dans les cellules
épithéliales d’'une tumeur carcinomateuse, ces MMPs digérent la cadhérine-E , cessent les
adhérences intercellulaires des épithélium et facilitent 'expression des genes promoteurs du
cancer en stimulant le transfert de la [3-caténine a partir de la cadhérine-E vers le noyeau de
la cellule (Chantrain and DeClerck, 2002).

1.3.2. MMPs et invasion

L’invasion du cancer a travers de 'ECM est assurée par les MMPs qui jouent un role
dans la dégradation de 'ECM, par la création des voies de migration cellulaire (Das et al.,
2017). Le sous type de Gélatinases (MMP-2 et 9) a une activité protéolytique anti-protéine de
la membrane basale (Collagéne IV et V) et MMP-1 et MT1-MMP agissent contre le collagéne
interstitiel (I, 11 ou Ill) au niveau des tissus conjonctifs qui entourent les cancers invasifs
(Chantrain and DeClerck, 2002).
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1.3.3. MMPs et prolifération

Les Stromélysines sont susceptible de digérer des protéines extracellulaires qui
séquestrent les facteurs de croissance tels que I'lGFBP-3 (insulin-like growth factor binding
protein 3) qui forme un complexe avec IGF-II (insulin-like growth factor) ou de perlécan qui
cache le bFGF (basic fibroblast growth factor). Les MMPs agissent sur la prolifération des
cellules tumorales par des changements structurels et phénotypiques (Chantrain and
DeClerck, 2002).

1.3.4. MMPs et angiogenese

Le processus d’angiogenése comprend diverses modifications comme la dégradation
de la membrane basale vasculaire, la prolifération et la migration de CE, la structure de la
lumiere et la formation d’un réseau vasculaire(Guo et al., 2018). Les MMPs peuvent stimuler
ou inhiber 'angiogenése. Ainsi, les membres suivants MMP-2, 9,14 exercent un réle important
au cours de ce processus, dans la dégradation de composants d’ECM et aussi la perturbation
de la membrane basale pour la migration de CE des vaisseaux existants vers les vaisseaux
nouvellement crées. Les MMPs liberent le facteur angiogénique VEGF et activent la voie
intracellulaire de lintégrine et dans l'autre part, les MMP-2, 7,9 et 12 peuvent inhiber
'angiogenése en libérant I'angiostatine aprés un clivage de plasminogene pour augmenter
'apoptose dans les cellules cancéreuses, ainsi la libération d’endostatine aprés clivage de
Collagéne XVII a partir de MMP-3,7,9,12,13 et 20 qui forment un complexe des complexes
avec pro-MMP13 et 9 afin de bloquer leurs activation (Jabtoriska-Trypu¢ et al., 2016).

1.3.5. MMPs et métastase

L’étape de la métastase est considérée comme la cause principale de mortalité de la
plupart des cancers solides. Les MMPs sont impliquées dans chaque étape de la formation de
métastase. La MMP-7 permet la conversion de la E-cadhérine, une protéine d’adhésion
cellule-cellule en une forme soluble dans le cancer, facilitant aux cellules tumorales de se
déloger de la tumeur et de devenir motile. Ainsi, les MMPs dans la métastase sont impliquées
dans lintravasation de cellules tumorales dans la circulation a partir de la régulation de la

MMP-1 de la perméabilité endothéliale et la migration trans-endothéliale (Isaacson et al., 2017)
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Figure 1.12. Role des Métalloprotéinases dans la progression tumorale (Chantrain and

DeClerck, 2002). Les MMPs sont impliquées dans chaque étape de la progression de la tumeur. La promotion
de latumeur se fait par la dégradation de la cadhérine-E qui active la voie de la 3-caténine. L’invasion se caractérise
par la dégradation de 'ECM. La prolifération est associée avec une large libération de facteurs de croissance
séquestrés, activation de I'activité cytokinique avec un changement au niveau de I'ECM. Dans ['étape de
'angiogenése, il y a la production d’endostatine et d’angiostatine suivie par les étapes d’intravasation et
extravasation et a la fin la phase métastasique.

1.4. Réaction de polymérisation en chaine (PCR)
1.4.1. Définition

L’amplification de I'Acide désoxyribonucléique (ADN) par PCR est l'un des
développements technologiques les plus importants dans I'histoire de la biologie moléculaire
(Martin, 2019). La PCR est une technique élégante, dont I'efficacité et la sensibilité dépendent
largement de la spécificité des amorces. Elle permet 'amplification d’'un segment d’ADN
spécifique a partir d'un mélange complexe d’ADN (Garibyan and Avashia, 2013; Kumar and
Chordia, 2015).

1.4.2. Principe

La PCR est basée sur plusieurs critéres : elle demande de connaitre les séquences
d’extrémités de la région a amplifier et de les utiliser pour élaborer des amorces nucléotidiques.
Apres fixation des amorces sur leurs séquences par complémentarité, la région d’ADN visée
est copiée par incorporation des désoxyribonucléotides (ANTP) libres grace a une enzyme
ADN polymérase (Uhel et al., 2019).
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1.4.3. Etapes et outils de la PCR

La PCR consiste des étapes nécessaires pour la réussite et la conformité des résultats (Fig

1.13).
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Figure 1.13. Processus de fonctionnement de la PCR(Marx, 2016; Uhel et al., 2019). La
premiére étape est la dénaturation a 95°C pour séparer les deux brins d’ADN et ainsi pour inhiber I'activité de
certaines enzymes présentes dans la solution. La deuxieme étape est I'hybridation (56-64°C). Dans cette étape,
les amorces se fixent avec les leurs brins d’ADN dénaturés grace a la complémentarité. Dans I'étape de I'élongation
72°C, I'enzyme Taq polymérase (Taq poly) synthétise le brin complémentaire de chaque brin d’ADN par
'intermédiaire dNTP libres.

1.5. Problématique

Les CE sont le composant principal du systéme vasculaire en formant un organe
spécifique appelé I'endothélium. Ces cellules sont considérées comme une barriere sélective
de perméabilité vasculaire. Elles Interagissent avec des facteurs chimiques et physiques dans
la circulation et régulent I’'homéostasie, le tonus vasomoteur et les réactions inflammatoires.
Enfin, elles sont impliquées dans divers phénoménes physiologiques. Une lésion ou une

dysfonction endothéliale est un signe de plusieurs états pathologiques.

Les MMPs sont membres d'une grande famille d'enzymes qui nécessitent un ion zinc
dans leur site actif pour I'activité catalytique. Au cours de derniéres décennies, de nombreuses
épreuves ont étudié le role de la famille de MMPs exprimées par les CE, notammentla MMP-

9 au cours du développement tumoral.

Lors d’une réalisation d’'une PCR, I'étape de conception des amorces est sans doute
'étape la plus critique de la réussite de la technique. Par conséquent, une aberrante
conception conduit a une insuffisance a optimiser les conditions de la réaction. Le processus

de conception comprend un travail complet qui nécessite une attention non seulement aux
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amorces elles-mémes mais également a l'unicité, a la structure, et a 'emplacement de

'amplicon afin de créer une liaison d’amorce/amplicon.

Objectif : Concevoir les amorces du gene MMP-9 exprimé par les CE au cours du cancer.

But : Déterminer la paire d’amorces spécifique au gene MMP-9 qui servira a réaliser une PCR

afin d’étudier 'importance de son expression par les CE au cours du cancer.
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2.1,

Choix des amorces

Les amorces sont les principaux déterminants de la spécificité de la PCR pour assurer

une bonne amplification d’'une telle séquence d’ADN. Les sites d’amorces sur 'ADN visé

doivent étre connus (van Pelt-Verkuil et al., 2008). Ce sont des courts fragments d’ADN ou

d’Acides ribonucléiques (ARN) qui forment des paires de bases complémentaires avec 'ADN

cible via 'appariement de Watson and Crick (Elkins, 2015).

Les amorces sont I'élément principal dans chaque essai PCR, elles doivent répondre

aux critéres suivants :

2.2.
2.2.1.

La longueur de I'amorce : les appréts (amorces) doivent étre spécifiques pour la
séquence visée. La longueur des amorces d’ARN sont relativement courtes d’environ
5 & 10 oligonucléotides, tandis que les amorces d’ADN sont plus longues d’environ 18
a 35 oligonucléotides (Elkins, 2015).

La température de fusion (Tm) : une valeur Tm des amorces allant de 55 & 60 °C est
recommandée. On peut calculer cette valeur en utilisant la formule de Wallace 1979,
Tm= 2(A+T) + 4(C+G) (Kamel, 2003; Rodriguez et al., 2015).

La spécificité : la sélection des amorces est le critére de la réussite de leur conception.
Les amorces doivent étre choisies d’'une maniére précise. Elles doivent étre uniques
dans la séquence qu’on veut amplifier (Kamel, 2003).

Le pourcentage en CG : pour la validation d’'une bonne paire d’amorce le contenu de
CG doit étre compris de 40 et 60 % (Elkins, 2015).

La complémentarité : les amorces doivent étre congues sans aucune homologie intra-
amorces (auto-complémentarité) pour éviter I'épingle a cheveux et les erreurs

d’amorgage (Kamel, 2003).

Conception d’amorces pour le géne MMP-9
Recherche de la séquence de référence du géne MMP-9

La premiére étape pour commencer la conception d’amorces du géne MMP-9 est

d’accéder a la base de données « Ensembl » a partir du site www.ensembl.org (Fig 2.1). Cette

base de données nous permet de connaitre la séquence compléte du gene.
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Figure 2.1. Plateforme de la base de données Ensembl.
La séquence compléte de MMP-9 est trouvée sous le code ENSG00000100985. En appuyant
sur le titre de MMP-9 (géne humain), une description génétique du geéne (intron, exon,

chromosome,....) s’affiche (Fig 2.2). La séquence s’affiche en cliquant sur « séquence » (Fig

2.3).
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Figure 2.2. Le gene humain MMP-9 a partir d’Ensembl.
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Fig 2.3. La séquence du géne ciblé et d’autres caractéristiques de ce géne.

Dans notre étude nous avons choisi I'exon 1. La séquence contenant lintron
(caracteres en noir) et 'exon (caractéres en rouge) est collée dans un document Word, puis
encadrée (Fig 2.4).
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Figure 2.4. La partie encadrée de la séquence du MMP-9 dans un document Word.
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2.2.2. Outil Primer-Blast
L’outil Primer-Blast & partir de la base de données généralisée National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Site : https://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/) a été utilisé afin

de concevoir les amorces a partir de la séquence encadrée (Fig 2.5 et 2.6).
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Figure 2.6. L’outil Primer-Blast.
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Certains parametres de vérification de la spécificité de la paire d’amorce doivent étre
vérifiés (Fig 2.7). Aprés vérification, on lance I'opération de conception en appuyant sur « Get

Primers ».
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Figure 2.7. L’étape pour récupérer 'amorce ciblée dans Primer-Blast.

2.2.3. Confirmation des résultats : in-silico PCR

Afin de confirmer la fiabilité de nos amorces concgues, in-silico PCR a été réalisé en
utilisant la base de données suivante : genome.ucsc.edu. La paire d’amorces choisie et qui
répond aux critéres de choix de bonnes d’amorces doit étre vérifier. Pour se faire, il faut copier
la séquence de 'amorce sens obtenu a partir de 'outil Primer-Blast et la séquence de 'amorce

anti-sens dans leurs cases appropriées (Fig 2.8).
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@] Géne MMPS (ENSGO000010056° X | = Outi de concaption damorce. . X | & Rinultats Primet-Blast % | BB ucscin-sico IR X 4+

& 5 C & genomeucscedw/cghbin/ngher LR ST R - ]
UCSC In-Silico PCR

Génome: Assemblée: Cible: Amorce avant: Amorce inverse:
Humain v 2013 (GRCh38 / hg38) v assemblage du génome ~ CACAGGAGCGCCTCCTTAA GAGGGTGTTGAGTGTCCCA soumettro
Tallle maximale du produit: 4000 Match parfait min: 15 Min bonne correspondance: 15 Flip Reverse Primer:

A propos de la PCR In-Silico

In-Silico PCR recherche une base de données de séquences avec une paire d'amorces de PCR, en utilisant une égle d' pour des p rapides. Voir
un exemple de vid€o sur notre chaine YouTube.

Options de configuration

Génome et assemblage - La base de données de séq a recherch

Cible - S} disponible, ch d ger les transcrites.
Amorce avant - Doit étre d'au moins 15 bases de longueur.
Reverse Primer - Sur le brin opposé 4 l'amorce avan!. Longueur minimum de 15 bases

Taille imale du produit - Taille imale de la région amplifiée.

Min Perfect Match - Nombre de bases qui pond: al ¢ 3 'des . La taille minimale de dance est de 15.

Bonne correspond ini - Nombre de bases a l'extrémité 3 'des amorces ol au moins 2 bases sur 3 correspondent.

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

Production

En cas de succés, |a recherche renvoie un fichier de sortie de séquence au format fasta toutes les sé de la base de données situées entre et comprenant

la paire d'amorces. L'en-téte fasta décrit la région dans la base de données et les amorces. Le corps fasta es! capitalisé dans les zones ol la séquence d'amorces
correspond a la séquence de base de données et en minuscules ailleurs. Voici un exemple humain:

n ,O Taper ici pour rechercher

Figure 2.8. Site web in-silico PCR.
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Chapitre 3. Résultats
3.1. Analyse de résultats de Primer-Blast

Dans le présent travail, nous avons passé par plusieurs étapes afin de concevoir nos
amorces spécifiqgues au gene MMP-9. Apres avoir connaitre sa séquence en utilisant I'outil
Ensembl, les amorces ont été congu en utilisant I'outil Primer-Blast. Ce dernier nous a donné
une dizaine de paires d’amorces. Nous avons choisi la premiére paire d’amorces parce qu’elle

présente des produits aspécifiques supérieurs de 1000 pb (Fig 3.1 et 3.2).
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Primer-BLAST . 0u 1eavaiL: m0sey ap7Q
WpnaEats Prsner BLANT o
Mashie o PCR dumtrae 1 | Gume
Irtervate 1
Bpacificne des movarn we i WY T S PEE AT Wil ey ) TInbbbe (e BCH LETTIeN Tar sme hine 1 S e pareme Saree |8 SEDe 40 GTTIEIET MIIHITTINE hawe 48 TETVEAwE du garETee
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Figure 3.1.Vue graphique des paires d’amorces prise par Primer-Blast.

@] Ganm MMPS IGIGO00001000 X | 72 Owtil de concaption damonce X | 22 Resuitats Primer-last x o+

« C & nchinimnihgov/tools/peimer Blast/primertoot cgitety time= 15310925458 50b ey« 31082 gsBMBYOU 1 SSESFRgZ TR g 7Q A & © ¢ o 3

Paire d’amorces 1

Séquence (8°> ) Brin de modéle Longueur Début Arrétez Tm GC%  Auto ¢ 3 desold’
Amorce avant CACAGGAGCGCCTCCTTAAA P 20 Rk 1 156 6004 5500 800 300
Amorce inversée CYGOGACACTCAACACCCTC Mons 20 298 e 06 6000 300 0.00
Longueur du prodult 262

Produits sur des modeles polentieliement indeswables
» NC_000020, 11 Homo sapiens chromosome 20. GRCHM 912 Assembiée primaire

rocrce | CACAGGAGCICCTCCTTAMA 20

Nodtle 40008804 dcovant)
Amorce Inversbe | CTUACACTEAMACCTC 39
Modele 46009125 Ao ies

Produits aspécifiques

Figure 3.2. Caractéristiques de la premiére paire d’amorces.
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Le premier critere que nous a permet de choisir cette paire d’amorces est le fait qu’elle
contient un produit spécifique inferieur & 1000pb (262pb) et des produits aspécifiques
supérieurs a 1000 pb. La PCR n’a pas la capacité d’amplifier de produits plus de 3000 pb. De
plus, cette paire d’'amorces a une longueur de 20 nucléotides. Une bonne amorce doit avoir

une longueur comprise entre18 et 35 nucléotides pour le cas d’'une amorce d’ADN.

Pourla Tm, lameilleure Tm est de 60 °C et la différence entre 'amorce sens et 'amorce
anti-sens ne dépasse pas 5°C. La paire d’amorces que nous avons choisies répond
parfaitement a ce critére. Elle présente une Tm de 60.04°C pour 'amorce sens et 59.96°C

pour 'amorce anti-sens.

Enfin, le dernier paramétre qui nous suscité de choisir la premiére paire d’amorce est

son pourcentage en GC qui est compris entre 55-60%.
3.2. Résultat de confirmation par in-silico PCR

La paire d’amorce choisie a subit une confirmation par une in-silico PCR en utilisant le
site http/genome.ucsc.edm/. Le résultat de la confirmation obtenu (Fig 3.3) nous montre que
nos amorces se localisent sur le chromosome 20, ce qui a confirmé la spécificité de ses

amorces du gene MMP-9.

€ Goom NAPS [INGEO0001005¢ X | T2 Dxtd dy conumption d s 2|2 Wty B Raet % BB vescnsiko PR x +

4 T8 genome.utscedu/ogh- DevhgFrr fhguid =14 TR 68T wllewRwy) VNILATN W Hald Ary ioong « Mgmaniedt = hg 35 5we: trgat v genomeéeaq 1= (AL & = a * o :

SHNGm Navigatour ds ganoma Ortiks Mirois Tokcharguments Mes donnies A propos g nous

tgmgectet
TITgetyce

Températures de fusion de I'apprét

Marche svant: 62,7 C cacmgpmgogectocttaan Marche

arridre: 8,0 C gegpatgitgeptptcciag

Les calculs de température som effeciués &n supposant une concentralion en oligo de 50 mM de sel &t 50 nM de recuil. Le code pour calculer la lempérature de fusion provient
de Brimerd

Aidez-moi

n J2 laper ki pour rechercha

Figure 3.3. Résultats d’In-Silico PCR.
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives

Les CE sontle composant clé de I'endothélium quitapisse la face interne de vaisseaux
sanguins et qui impliqué dans divers processus physiologiques ou pathologiques. En cas de
son déréglement, des troubles cardio-vasculaires et une croissance tumorale peuvent

s’installer.

Les MMPs sont une famille d’enzymes protéolytiques qui ont la capacité de dégrader
les composants de 'ECM. Elles sont produites par la plupart de cellules immunitaires et
participent a la prolifération, la migration, 'adhésion et la mort cellulaire. Une expression
aberrante de MMPs permet I'apparition des plusieurs maladies. En effet, plusieurs méthodes
de biologie moléculaire sont utilisées afin de contréler 'expression des MMPs et de
comprendre leur implications dans plusieurs pathologies. La MMP-9 est 'une des MMPs les
plus étudiées. Elle permet de réguler le remodelage des tissus par la dégradation de 'lECM et

I'activation les cytokines et les chimiokines.

La conception des amorces afin de réaliser une PCR a plusieurs avantages dans les
domaines médicaux et biologiques. En médecine, cette méthode permet de diagnostiquer les
maladies génétiques. En biologie, la conception des amorces facilite l'identification des
polymorphismes dans les séquences nucléotidiques pour la production pharmacologique ainsi

le développement des combinaisons thérapeutiques pour traiter les tumeurs.

Dans notre travail, nous avons cong¢u des amorces spécifiques du gene MMP-9 afin

d’étudier ultérieurement son expression par les EC en cas de cancer.

Les procédures de biologie moléculaire sont des techniques prometteuses qui
fournissent une excellente sensibilité, spécificité et un gain de temps par rapport aux
techniques conventionnelles, donc la conception des amorces est nécessaire avant de toute
étude, c’est pour cela des algorithmes de bio-informatiques nous aident de retrouver les

séquences de références pour faire une parfaite conception.
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Résumé

Introduction : Les cellules endothéliales (CE) forment la paroi interne d’un vaisseau sanguin et fournissent une
barriere sélective anticoagulante entre la paroi vasculaire et le sang. Elles participent dans plusieurs processus
physiologiques, la réponse immunitaire, la coagulation, et la production de composants de la matrice extracellulaire
(ECM). Les métalloprotéinases (MMPs) sont une famille d’enzymes protéolytiques qui jouent un réle dans la
dégradation et le remodelage de 'TECM. Parmi ces enzymes, le membre MMP-9, qui appartient de la sous famille
des Gélatinases, est impliqué dans la progression tumorale et facilite la métastase et I'invasion. La conception de
bonnes amorces pour le gene MMP-9 servira a amplifier ce géne en utilisant la réaction de polymérisation en chaine
(PCR), et ceci afin de développer une thérapie anti-cancéreuse.

Objectif : I'objectif de ce travail est de concevoir des amorces du géne MMP-9 exprimé par les CE au cours du
cancer.

Matériel et méthodes : la séquence du géne humain MMP-9 a été prise a partir de la plateforme Ensembl. Ensuite,
I'outil Primer-Blast de la base de données NCBI a été utilisé pour la conception des amorces pour ce gene. Enfin, la
paire des amorces choisie et qui répond aux critéres de choix de bonnes amorces a été vérifiée par le site in silico-
PCR.

Résultats : I'outil Primer-Blast nous a permis de donné une dizaine de paires d’'amorces et seulement la premiére
paire d’'amorces qui répond aux critéres d’'une meilleure amorce utilisée pour réaliser une PCR. La confirmation de
ce résultat par une in-silico PCR nous a montré que cette paire se localise au niveau de chromosome 20, ce qui a
confirmé la spécificité des amorces du gene MMP-9 choisies.

Conclusion : La conception de bonnes amorces du gene MMP-9 exprimé par les CE au cours du cancer permettra
de réaliser une PCR. Cela a plusieurs avantages dans les domaines médicaux et biologiques et permet le diagnostic
et l'identification de la tumeur et la production de traitements anti-cancéreux.

Mots clés : cancer, cellule endothéliale, amorces, MMP-9, PCR.

Abstract

Introduction: Endothelial cells (EC) form the inner wall of a blood vessel and provide a selective anticoagulant barrier
between the vascular wall and blood. They patrticipate in several physiological processes, such as, the immune
response, coagulation, and the production of components of the extracellular matrix (ECM). Metalloproteinases
(MMPs) are a family of proteolytic enzymes that play a role in the degradation and remodeling of ECM. Among these
enzymes, MMP-9 member, which belongs to the subfamily of gelatinase is involved in tumor progression and
facilitates metastasis and invasion. The design of good primers for MMP-9 gene will serve to amplify this gene using
polymerase chain reaction (PCR), and in order to develop a cancer therapy.

Objective: The objective of this work is to design primers for MMP-9 genes expressed by ECs during cancer.
Materials and methods: the sequence of the human MMP-9 gene was taken from the Ensembl platform. Next, the
Primer-Blast tool from the NCBI database was used to design the primers for this gene. Finally, the pair of primers
chosen and which meets the criteria for choosing good primers was verified by the in silico-PCR site.

Results: the Primer-Blast tool allowed us to yield about ten pairs of primers and only the first pair of primers that
meets the criteria for a best primer used to perform PCR. Confirmation of this result by in-silico PCR showed us that
this pair is localized at chromosome 20, which confirmed the specificity of the MMP-9 gene primers chosen.
Conclusion: The design of good primers for the MMP-9 gene expressed by ECs in cancer will allow PCR to be
carried out. This has several advantages in the medical and biological fields and allows the diagnosis and
identification of the tumor and the production of anti-cancer treatments.

Keywords: cancer, endothelial cell, primers, MMP-9, PCR.
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