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Résumé i

Résumé

Introduction : L’altération du génome d'une cellule normale conduit a des modifications
phénotypiques qui entrainent des transformations et un développement d’'une tumeur. Le
géne P53 est le plus fréquemment muté dans le cancer humain. Son typage moléculaire est
ainsi nécessaire, non seulement dans le diagnostic de biologie moléculaire, mais également
dans la recherche et la médecine translationnelle en oncologie. Dans cette optique, nous
avons procédé a la conception d’amorces spécifiques du géne P53.

Objectif : Conception d’'amorces spécifiques qui encadrent le géne P53.

Matériel et méthodes : L'intégrité du géne P53 a été identifiée avec la base de données
Ensembl. L'exon 13 a été sélectionné pour obtenir I'amorce spécifique a partir de dix paires
d’amorces spécifiques du gene P53 obtenues en utilisant Primer-BLAST.

Résultats: La paire damorces suivante a été obtenue: (i) F primer;
5GTCAGCTCATCAACCAGGCT3 (TM; 55°C, teneur en GC; 55, longueur des
nucléotides ; 20), (i) R primer; xxx (TM; 50°C, teneur en GC; 50, longueur des
nucléotides ; 20).

Conclusion : La conception avec spécificité des amorces encadrant le gene P53, afin de
pouvoir réaliser par la suite une amplification optimale par PCR, pourrait faire plus tard I'objet

d’'une recherche en immunologie et dans le diagnostic moléculaire des cancers.

Mots clé : cancer, tumeur, p53, PCR, amorces
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Abstract

Background: The alteration of the genome of a normal cell leads to phenotypic changes
which lead to development of a tumor. The P53 gene is most frequently mutated in human
cancer. Its molecular typing is thus necessary, not only in the diagnosis of molecular biology,
but also in research and translational medicine in oncology. With this in mind, we proceeded

to design a specific primers for the P53 gene.

Objective: Design of specific primers that flank the P53 gene.

Material and Methods: The integrity of the P53 gene was identified with the Ensembl
database. Exon 13 was selected to obtain the specific primer from ten pairs of primers

specific for the P53 gene obtained using Primer-BLAST.

Results: The following pair of primers was obtained: (i) F primer;
5'GTCAGCTCATCAACCAGGCT3 '(TM; 55 ° C, GC content; 55, nucleotide length; 20), (ii) R
primer; xxx (MT; 50 ° C, GC content; 50, nucleotide length; 20).

Conclusion: The design with specificity of the primers flanking the P53 gene, in order to
subsequently achieve optimal amplification by PCR, could later be the subject of research in

immunology and in the molecular diagnosis of cancers.

Keywords: cancer, tumor, p53, PCR, primers
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Avant-propos
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INTRODUCTION

Introduction

Le cancer est la cause principale de déces dans le monde, avec environ 12,7 millions de
cas affectant les deux sexes. Ce nombre devrait atteindre 21 millions d'ici 2030 (“OMS |
Cancer,” n.d.).

Tout au long du processus de développement des tumeurs, le systéme immunitaire
interagit avec les cellules cancéreuses, afin déviter leur progression vers des
métastases. Cette interaction, trés complexe, est maintenant classée comme caractéristique
du cancer du fait qu’elle peut a la fois inhiber et améliorer la croissance tumorale (Hanahan
and Weinberg, 2011), et se traduit soit par une éradication de la tumeur soit par son évasion
(Becker et al., 2013).

Un proto-oncogéne est un géne présent normalement dans le génome de la cellule
humaine qui stimule la croissance, mais qui, suite a une mutation, une amplification ou une
translocation, peut devenir un géne transformant que I'on appelle oncogéne. L’expression

de cet oncogéne peut favoriser la survenue d'une variété de cancers.

A linverse, les génes suppresseurs de tumeurs limitent les divisions cellulaires et
stoppent la progression d'un cancer, l'inactivation de ces génes peut contribuer a la
transformation maligne d’'une cellule , parmi ces genes il ya le gene P53.(Jeanteur et al.,
1990). Plus de 50 % des tumeurs humaines portent des mutations du gene P53, ces
mutations sont encore fréquemment trouvées dans les cancers humains les plus courants
(Napoli and Flores, 2017). La molécule p53 correspond a un facteur de transcription,
suppresseur de tumeurs, interagissant avec des genes cibles pour exercer un contrdle sur le
cycle cellulaire. Les mutations du géne P53 présentent un risque a la cellule de se

transformer en cellule cancéreuse(Hainaut and Wiman, 2007).

La réaction de polymérisation en chaine (PCR, polymerase chaine reaction), représente
une méthode de biologie moléculaire tres utilisée, vu sa rapidité, sa sensibilité et sa
spécificité. Elle consiste a utiliser, de maniere répétitive, le pouvoir de 'ADN polymérase,
celui de synthétiser un brin complémentaire d'ADN a partir d'une petite séquence d'ADN

spécifique qu’on appelle amorce (primer en anglais).

Une amorce est une séquence complémentaire a une région située au début de I'ADN
que I'on veut amplifier. Elle doit étre choisie avec beaucoup d’attention pour que l'efficacité
de la PCR soit optimale (Mathys et al., 2007).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/immune-evasion
http://www.chups.jussieu.fr/polys/cancero/POLY.Chp.3.5.html
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-gene-151/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-genome-154/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-gene-151/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/cancer-p53-16072/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/biologie-transcription-271/
https://www.futura-sciences.com/sante/definitions/genetique-suppresseur-tumeur-1658/
https://www.futura-sciences.com/sante/actualites/medecine-cancer-reaction-chaine-origine-tumeurs-36312/

INTRODUCTION

Pour notre part, notre objectif consistait & la conception, avec spécificité des amorces

encadrant le géne P53.



Chapitre 1. Revue de littérature

CHAPITRE 1

Revue de la littérature

1. Cancer

2. P53

3. PCR

4. Problématique et objectifs



Chapitre 1. Revue de littérature

CHAPITRE 1

1. Revue de lalittérature
1.1 Cancer

1.1.1 Généralités
1.1.1.1 Définition

Le cancer est une maladie complexe pouvant affecter n'importe quelles parties
de l'organisme, cest une déficience dans le contrdle de la division cellulaire,
caractérisée par une prolifération anarchique et non-régulée des cellules saines. En
conséquence , cette prolifération conduit a la destruction du tissu ciblé, et se propage
pour envahir des parties adjacentes de l'organisme, puis essaimer dans d’autres
organes, et conduit a la mort de l'individu(“Cancer Today | UICC,” n.d.)

Les cellules cancéreuses proviennent d'un méme clone, sont formées a partir de la
transformation par mutation et/ou instabilité génétique, épigénétique ou moléculaire
d'une cellule normale et saine (Vogelstein and Kinzler, 2004). Les nouvelles cellules
résultantes forment une tumeur maligne (un néoplasme), ou se propagent a travers le

corps, pour former des métastases(Vainio and Hietanen, 2003).

1.1.1.2 Epidémiologie

Le cancer représente la premiere cause de mortalité dans le monde, affectant les
personnes de tous ages. En 2012, 'OMS avait signalé 8,2 millions de décés dans le
monde (Ferlay et al., 2019). En 2030, il est prévu que le nombre de décés par cancer
dans le monde s’éléve a 13,1 millions. Le Centre international de recherche sur le
cancer (CIRC) estime que, I'Asie et I'Afrique ont une proportion la plus élevée de déces
par cancer (7,3% et 57,3% respectivement) (Ferlay et al., 2019). En Algérie, l'incidence
du cancer est en augmentation continue, il y a eu 50.000 nouveaux cas de cancer et pas
moins de 20.000 déces en 2019.
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1.1.1.3 Facteurs déclencheurs du cancer

Le cancer est une maladie multifactorielle, sa fréquence augmente avec I'dge et
la durée d’exposition aux agents mutagénes (cancérogénes). Les 4 facteurs principaux
de risque dans le monde sont le tabagisme, la consommation d’alcool, une mauvaise

alimentation et la sédentarité.

Les cancérogenes sont divisés en quatre catégories :
» Les cancérogenes physiques, comme les rayonnements ultraviolets (UV) et
les radiations ionisantes.
» Les cancérogénes chimiques, comme I'amiante, les composants de la fumée
du tabac, l'aflatoxine (contaminant des denrées alimentaires) ou l'arsenic
(polluant de I'eau de boisson).
» Les cancérogenes biologiques, comme des infections dues a certains virus le
papillomavirus humain (HPV), le virus de I'hépatite B, et le virus de I'hépatite
C, bactéries ou parasites (Plummer et al., 2016).
> Le vieillissement est un autre facteur fondamental dans 'apparition du cancer.
On observe en effet une augmentation spectaculaire de I'incidence avec 'age,
probablement due a I'accumulation des mutations non réparées tout au long
de la vie, conjuguée a une inefficacité du systéme de réparation (“OMS |
Cancer,” n.d.).
Les cancérogénes provoquent des anomalies génomiques qui affectent principalement
trois types de génes : les oncogenes, les génes suppresseurs de tumeur et les Génes
contrélant 'intégrité du génome (care takers) (Hanahan and Weinberg 2000)(Hanahan
and Weinberg, 2011).

1.1.1.4 Caractéristiques de la cellule cancéreuse

La cellule cancéreuse a des caractéristiques qui peuvent la différencier d’'une
cellule saine. Ces caractéristiques sont la conséquence des altérations génétiques
acquises par les cellules tumorales au cours du processus de tumorigénése, et par leur
interaction avec les cellules stromales (endothéliales ou immunitaires), conférant aux

cellules des capacités accrues de prolifération et de survie.

Les propriétés majeures des cellules cancéreuses, sont communes a tous types de
tumeurs, elles ont été décrites par Hanahan et Weinberg 2000 puis par Douglas
(Hanahan and Weinberg, 2011).
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>

Instabilité génétique

Par petites mutations géniques, altérations du nombre de chromosomes,
translocation chromosomique, ou amplification de génes(Lengauer et al., 1998). Les
cellules cancéreuses possedent aussi des modifications épigénétiques (méthylation
de 'ADN, modifications des histones)(Berdasco and Esteller, 2010).

Insensibilité aux signaux antiprolifératifs et résistance ala mort cellulaire

Par inactivation des génes suppresseurs de tumeur (PRb P53), en agissant sur le
récepteur du TGFB (Vogelstein et al.,, 2000) (Markowitz et al., 1995), ou par une
diminution de I'expression de protéines pro-apoptotiques (par l'intermédiaire des
protéines membre de la famille Bcl-2) (Woude and Klein, 2011) (Advances in
Immunology, 1997).

Indépendance vis-a-vis des signaux prolifératifs

Elles stimulent leur croissance de maniere autocrine, en exprimant des récepteurs
adaptés, qui régulent des facteurs de croissance ou TGFB (Jiang et al., 2001).
prolifération illimitée (perte de la sénescence)

Les cellules tumorales sont immortalisées, et peuvent se répliquer en continu (Wyllie
et al.,, 1980), notamment en dérégulant et en réactivant I'expression de I'enzyme
télomérase (Bryan and Cech, 1999).

Dérégulation du métabolisme énergétique cellulaire

Les cellules cancéreuses doivent déréguler leur métabolisme énergétique pour
pouvoir croitre et se proliférer, le métabolisme spécifique des cellules cancéreuses
consiste a prendre leur énergie en dégradant du glucose de fagon anaérobie, au lieu
de la respiration cellulaire, ce qu’'on appelle effet « Warburg ». Cet effet a pour
conséguence une consommation accrue de glucose par les tumeurs (Warburg et al.,
1927).

Inflammation pro-tumorale

L’inflammation peut favoriser la tumorigenése, en effet, 'inflammation chronique,
induite par les maladies auto-immunes ou par l'obésité, augmente le risque de
cancer. Et aussi, le recrutement des cellules immunitaires au niveau de la tumeur,
telles que les macrophages de type TAM (Tumor-Associated Macrophages) et les
cellules myéloides suppressives (MDSC, MyeloidDerived Suppressor Cells), permet
de créer un microenvironnement tumoral inflammatoire favorable pour
'angiogenése, la croissance tumorale et la propagation métastatique. Elle peut
augmenter aussi l'instabilité génétique(Grivennikov et al., 2010).

Capacité a induire 'angiogenése
L’angiogenese permet de développer des vaisseaux sanguins, qui alimentent la

tumeur en oxygene, nutriments, énergie et facteurs de croissance. Les tumeurs
activent leur angiogenése par la production du VEGF (vascular endothelial growth
factor) (Hanahan and Folkman, 1996).
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» Capacité d’invasion métastatique
Les cellules tumorales sont capables d’envahir d’autres tissus de I'organisme, ou les

nutriments et 'espace ne sont pas limités (Christofori and Semb, 1999).

» Echappement au systéeme immunitaire
Par 'augmentation de la résistance aux effets cytotoxiques de l'immunité, ou la
diminution de la reconnaissance des cellules tumorales par les cellules immunitaires
par exemple (Vesely et al., 2011).

1.1.1.5 Cancérogeneése

Le développement d’un cancer, impliqgue divers changements structuraux dus a
des atteintes du génome, et/ou des perturbations de signaux cellulaires et moléculaires.
La cancérogenése est un processus complexe qui repose sur trois étapes: linitiation, la

promotion et la progression(Foulds, 1954).

Population
monoclonale A

Mutation A Mutation B

Mutation initiatrice Populaﬁon

Initiation noclonale B

Population A

>
' Sélection de la
Population population A

@) monoclonale C :
Mutation C

Population B

Progression
a partir de

Figure 1.1. Sélection clonale et progression tumorale(Ségala, n.d.).

» Initiation

Cette phase est caractérisée par la survenue d‘une mutation génétique irréversible,
causée par un agent cancérogene (virus, agents chimiques, radiations, etc.) (“A New,
Quantitative, Approach to the Study of the Stages of Chemical Carcinogenesis in the
Mouse’s Skin,” n.d.)

La cellule peut devenir cancéreuse grace a une ou plusieurs mutations, qui altérent les
fonctions des génes suppresseurs de tumeurs, la cellule dans ce cas présente des
anomalies de réparation de 'ADN, une perte du contrdle de la multiplication cellulaire ou

une résistance a I'apoptose, ce qui conduit a la formation d’une cellule dite « initiée ».
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La cellule initiée n'est pas une cellule néoplasique, mais a fait son premier pas vers cet
état (Rashid, 2017).

» Promotion

Cette phase correspond a la prolifération des populations cellulaires clonales a partir de
cellules initiées, sous l'action prolongée d’agents promoteurs tumoraux, leur efficacité
dépend de leur concentration dans le tissu cible (Samoszuk, 1997). Cela aboutit a la
formation de lésions précancéreuses. Ce phénomene est réversible par apoptose.

» Progression

La progression est responsable de la transformation maligne des cellules
précancéreuses (Klaunig et al., 2000) (Williams, 2001). Un phénotype néoplasique est
acquis par des mécanismes génétiques et épigénétiques (Duli¢, 2002), la prolifération
cellulaire devient indépendante de la présence du stimulus. Cette phase est irréversible,
et instable génétiguement, avec une croissance plus rapide, et des changements dans
les caractéristiques biochimiques, métaboliques et morphologiques des cellules(Dixon
and Kopras, 2004), les cellules acquiérent des capacités d’invasion locorégionale puis
métastatique. La dissémination métastatique nécessite lintravasation de cellules
tumorales et leur survie dans la circulation sanguine ou lymphatique, puis I'extravasation

dans un tissu et le développement d’'une tumeur secondaire(Chambers et al., 2002) .
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1.1.2 Immunité anti-tumorale

1.1.2.1 Immunosurveillance

Le concept selon lequel le systéeme immunitaire peut reconnaitre et éliminer les
cellules cancéreuses est appelé immunosurveillance(“Revisiting immunosurveillance
and immunostimulation: Implications for cancer immunotherapy,” n.d.) (Ferradini et al.,
1993).

En 2001, ce concept a été démontré par I'équipe de Schreiber dans des modeles
animaux, qui a observé l'apparition spontanée de néoplasmes chez des souris
immunocompétentes ou immunodéprimées, ils ont constaté que les souris
immunocompétentes n'ont pas développé de tumeurs, alors que les souris RAG2-/-,
déficientes en lymphocytes T et B, développent des tumeurs malignes pulmonaires et
coliques dans environ 50% des cas. De plus, les souris RAG2-/- STAT1-/-, déficientes
en lymphocytes T et B et insensibles a I'lFNy, développent des néoplasmes dans 80%
des cas(Shankaran et al., 2001). Cette étude a introduit le concept d'immunoediting
(Shankaran et al., 2001). Depuis, de hombreuses études ont montré l'implication, de la
réponse immunitaire innée et adaptative dans la protection contre l'apparition de
tumeurs malignes. Des travaux récents ont démontré que les mutations accumulées par
les tumeurs au cours du processus de transformation peuvent générer des néo-
antigénes qui peuvent étre détectés naturellement et efficacement ciblés par les cellules
T (“A natural cytotoxic T cell response in a spontaneously regressing human melanoma

targets a neoantigen resulting from a somatic point mutation. - PubMed - NCBI,” n.d.)

1.1.2.2 Immunoédition (Immunoediting)

En 2002, la théorie de « I'immuno-éditing » a été proposée (Dunn et al., 2002),
qui explique que des cellules tumorales mutées sont sélectionnées positivement par le
systéme immunitaire, mais cela se termine par un échappement de
limmunosurveillance. Ce concept a été avancé par Robert Schreiber sous le nom de la
théorie des « 3E » comprenant 3 phases : Elimination, Equilibre et Echappement
(“The immunobiology of cancer immunosurveillance and immunoediting. - PubMed -
NCBI,” n.d.), la phase d’élimination des cellules tumorales par le systéme immunitaire, la
phase d’équilibre entre la progression tumorale et la réponse immunitaire et la phase
d’échappement ou la tumeur s'échappe et se développe par plusieurs mécanismes
(Schreiber et al., 2011).
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> Elimination tumorale

L'élimination est une phase de l'immunoediting du cancer, ol les deux systéemes
immunitaires inné et adaptatif permettent de détecter et de détruire les tumeurs
précoces avant qu'elles ne deviennent cliniguement visibles .On peut résumer ce
processus d’élimination en quatre étapes (Figure2).
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Figure 1.2. phase d’élimination (Mittal et al., 2014).

Une cellule cancéreuse primaire avec une taille importante, se vascularise et arrive
a franchir le tissu adjacent causant des lésions de celui-ci, ce qui induit la production
d’'intermédiaires inflammatoires(Hanahan and Folkman, 1996). Cela recrute plusieurs
cellules comme les cellules NK, les lymphocytes T, et Tv2 (Girardi et al., 2001). Ces
derniéres reconnaissent les antigénes tumoraux présents a la surface des cellules
tumorales, et produisent de I'lFNy (Smyth et al., 2001).

Les antigénes présentés par les molécules du CMH de classe |, sont reconnus par
les cellules effectrices CD8+ et les cellules NK. Les CDs peuvent également
coprésenter les antigenes tumoraux aux lymphocytes T, y compris les cellules NKT
(antigénes glycolipidiques présenté via CD1d). Ces cellules effectrices activées
libérent IFN-y qui peut effectuer des effets anti-tumoraux en inhibant la prolifération
des cellules tumorales et I'angiogénése. Les lymphocytes T CD8+ peuvent induire

I'apoptose des cellules tumorales en interagissant avec les récepteurs Fas et TRAIL
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sur les cellules tumorales, ou en sécrétant les perforines et granzymes. Les cellules T
effectrices expriment des molécules de co-stimulation telles que CD28, CD137,
GITR, OX40 qui améliorent leur prolifération et survie. Les cellules Tyd peuvent
€galement reconnaitre et tuer les tumeurs en exprimant des ligands NKG2D (MICA /
B chez les humains). Les cellules immunitaires innées telles que les macrophages
(M1) et les granulocytes contribuent également a limmunité anti-tumorale en
sécrétant TNF- a IL-1, I'lL-12 et ERO. Dans la phase d’élimination, I'équilibre vers une
immunité anti-tumorale est di a une augmentation de I'expression d'antigenes
tumoraux, du CMH de classe |, des récepteurs Fas et TRAIL sur les cellules
tumorales, des perforines et granzymes, IFN-a/B/y, IL-1, I'lL-12,et du TNFa dans le

microenvironnement tumoral (Mittal et al., 2014).

> Equilibre

La phase d’équilibre débute lorsque certaines cellules tumorales parviennent a
survivre a la phase initiale d’élimination, par différents processus d’adaptation, le
systéme immunitaire maintient la tumeur dans un état de dormance fonctionnelle.
Certaines cellules tumorales subissent des madifications génétiques et
épigénétiques, et en raison de la pression constante immunitaire, les cellules
tumorales arrivent a résister a la reconnaissance immunitaire (Perte de l'antigéne ou
des défauts de présentation de l'antigéne) et induisent l'immunosuppression (PDL1),
c’est donc un équilibre entre la réponse anti tumorale (IL-12, IFN-y) Et la progression
tumorale (IL-10, IL-23) (Mittal et al., 2014).

> Echappement

Les mutations génétiques qui caractérisent les cellules tumorales, peuvent mener les
cellules a échapper de la reconnaissance par le systéme immunitaire, conduisant a
un cancer détectable. Cela correspond a la perte d’expression de molécules du CMH
ou de molécules de co-stimulation, ou a I'expression de ligands inhibiteurs de la
réponse immunitaire. De nombreux mécanismes participent a I'’échappement tumoral
et a I'établissement d’'un environnement immunosuppressif, qui peut passer par la
production d’'IL-10 et de TGF-B qui sont des cytokines immunosuppressives a large
spectre, ou par le recrutement de cellules telles que les Tregs, les MDSC (« Myeloid-
derived suppressor cells »), les macrophages de type M2 et les neutrophiles de type
N2, caractérisés par leurs capacités immunosuppressives (“VEGF targets the tumour
cell. - PubMed - NCBI,” n.d.). Les cellules tumorales peuvent inhiber la fonction des

cellules dendritiques par des cytokines inhibitrices de la maturation des cellules
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dendritiques ou a des dérivés lipidiques qui perturbent leur migration vers les
ganglions lymphatiques.

Aussi, les lymphocytes T régulateurs sont souvent recrutés au site tumoral ou ils
suppriment I'immunité anti tumorale, les LTreg expriment le CD25 et le facteur de
transcription Foxp3, ayant la capacité d’inhiber la fonction de la plupart des cellules
du systeme immunitaire, ils sécrétent aussi I'lL-10, le TGFB qui sont inhibiteurs
(Terabe and Berzofsky, 2004).Leur recrutement au site tumoral dépend de la
production de TGFB, ou de chimiokines dans le microenvironnement tumoral. Le
cyclophosphamide pourrait éliminer ces cellules et ainsi augmenter la réponse
immunitaire anti tumorale(Byrne et al., 2011).

Les lymphocytes Th17 sont une population de cellules T CD4 produisant de 'lL-17 et
exprimant le facteur de transcription RORc. Ces cellules sont induites aprés
stimulation par I'lL-6 et le TGFB, deux cytokines fortement produites au site tumoral.
L’IL-17 a la propriété d’induire la production de VEGF et ainsi de favoriser
'angiogenése.(Bruchard et al., 2013)

Les tumeurs ont la capacité de recruter des macrophages au site tumoral. Les
macrophages tumoraux exercent des fonctions immunosuppressives et peuvent
inhiber I'immunité anti tumorale par la production de TGFB, d’'IL-10 et de PGE2. Ces
macrophages induisent des réponses immunitaires Th2 et limitent ainsi la réponse
immunitaire anti tumorale, lls favorisent également la néoangiogenése par la
sécrétion du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF) (Sica et al., 2008).
Les MDSC sont une population de précurseurs myéloides bloqués a un stade
immature de différenciation, ces cellules s’accumulent au cours de I'évolution des
tumeurs, elles sont induites lorsque des précurseurs myéloides communs sont
stimulés par des facteurs solubles et des microvésicules tumorales, ces cellules ont
la capacité d’inhiber la réponse immunitaire T CD4 et CD8 par différents mécanismes

immunosuppresseurs (Luksza et al., 2017).
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1.1.3 Stratégies activatrices de 'immunité anti-tumorale

. Vaccination

BN

Les vaccins thérapeutiques anticancéreux, incitent le systéme immunitaire a
attaquer les cellules cancéreuses déja présentes dans le corps, a empécher le cancer
de se développer, et a prévenir son réapparition. Les vaccins thérapeutiques
anticancéreux peuvent étre faits de cellules cancéreuses, de parties de cellules
cancéreuses ou d’antigénes .Dans le cancer du col de l'utérus, qui est le plus souvent
causé par le virus du papillome humain de type 16 (HPV16), Welters et al ont développé
une méthode de vaccination thérapeutique, ou ils synthétisent de longs peptides imitant
les principales protéines oncogénes du HPV16, qui entrainent une régression meédiée
par les lymphocytes T des cellules cancéreuses induites par le HPV16. La combinaison
de ce vaccin avec la chimiothérapie, a aidé a renforcer les réponses immunitaires des
patients contre le cancer (“Vaccination against HPV-16 Oncoproteins for Vulvar
Intraepithelial Neoplasia | NEJM,” n.d.).

Ronnie H. Fang et al ont développés des Nanoparticules recouvertes de
membrane de cellules cancéreuses (CCNP), pour la vaccination anti-cancéreuse. Ces
chercheurs ont réussi a créer des nanoparticules polyméres biodégradables, avec une
membrane de cellules cancéreuses, qui permettent aux antigénes associés a la tumeur
liés a la membrane, ainsi qu'aux adjuvants immunologiques, d'étre efficacement délivrés
aux cellules professionnelles présentant l'antigéne, pour favoriser les réponses
immunitaires anticancéreuses (Kroll et al., 2017).

Récemment, Il'activation du stimulateur des genes de linterféron (STING), a
montré un grand potentiel pour renforcer I'immunité anti tumorale, par l'induction d'une
variété de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, y compris les IFN de type |. Un
certain nombre d'agonistes STING naturels et synthétiques ont été découverts ou
développés, les dinucléotides cycliques cytosoliques exogénes et endogenes (CDN)
sont les ligands du récepteur STING, ils ont été reformulés avec des vaccins
anticancéreux et avec une stimulation des lignées granulocytes-macrophages (GM-CSF)
appelés STINGVAX, qui ont démontré une efficacité anti tumorale in-vivo médiée par
une activation accrue des cellules dendritiques et des LT CD8 spécifique a I'antigéne
tumoral. Lorsqu’il est combiné avec un blocage spécifique de PD-1 , STINGVAX induit
une régression des tumeurs qui ne répondent pas au blocage de PD-1 seul (Fu et al.,
2015).
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En plus d’'un vaccin anticancéreux, le mouvement cellulaire peut étre l'une
des approches potentielles ex-vivo pour stimuler les activités et la survie des cellules
immunitaire pendant un cancer solide. Cest ce que Mourad Aribi,
Zeyneb Hadjidj, Rabia Messali ont démontré et pour la premiére fois que la
stagnation cellulaire est fortement impliquée dans I'apoptose des cellules périphériques
NK et la production de TNF-a, ainsi que dans la transition vers un Foxp3 induit par un
phénotype régulateur. Le mouvement cellulaire régule les niveaux d'expression de p53
et ERK dans les cellules NK stimulées par IL-2 (Hadjidj et al., 2020).

° Virus oncolytiques

Les virus oncolytiques sont capables de se répliquer sélectivement dans les cellules
cancéreuses, et de les tuer sans endommager les tissus normaux. Les virus
oncolytiques peuvent étre des virus génétiquement modifiés ou d'origine naturelle, qui
ont la capacité d'induire | 'immunité spécifigue aux tumeurs et la mort des cellules
cancéreuses (Fukuhara et al., 2016). Les cellules cancéreuses présentent des
déficiences qui les rendent plus sensibles aux infections virales que les cellules
normales. Cependant, le génie génétique a été utilisé dans de nombreux virus
oncolytiques pour affaiblir davantage la capacité du virus a infecter et a se répliquer
dans les tissus normaux. Le virus oncolytique Talimogene laherparepvec (T-vec), qui est
un virus de l'herpés simplex de type 1 de deuxiéme génération (HSV-1), avec des
suppressions dans deux génes viraux et l'ajout de facteur stimulant les colonies de
granulocytes-macrophages (GM-CSF), est maintenant autorisé pour une utilisation
contre le mélanome. T-vec infecte et se répligue spécifiquement dans les cellules
tumorales humaines, et il est associé a une réduction significative de la croissance
tumorale dans un certain nombre de modeéles in vivo (Liu et al., 2003). L'ajout du géne
GM-CSF humain ou de souris signifie que le T-vec peut attirer et faire marir les CPA,
conduisant a wune présentation accrue des antigénes tumoraux dans le
microenvironnement tumoral (Kaufman and Bines, 2010). Dans un essai de phase lll,
des patients atteints de mélanome de stade Il et 1V, l'injection intralésionnelle de T-vec
avait un bon taux de réponse, qui était supérieur a celui observé dans le bras de l'essai

ayant recu du GM-CSF uniquement (Andtbacka et al., 2015).
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. Transfert de cellules adoptives (ACT) et récepteur des cellules T

chimériques

ACT consiste a utiliser le transfert adoptif de cellules immunitaires cultivés ex
vivo qui sont capables de répondre a une tumeur, ou a un antigéne tumoral
spécifiqgue. L'ACT nécessite l'isolement des lymphocytes des patients, une culture in
vitro et une réinjection dans le patient. Classiquement, ces lymphocytes sont isolés de la
tumeur du patient, et cette technique s'est révélée prometteuse en cliniqgue(Hinrichs and
Rosenberg, 2014) (Chandran et al., 2015). Des études ont montré que de nombreux
lymphocytes infiltrant les tumeurs (TIL), reconnaissent les néo-antigenes(Robbins et al.,
2013), et plus récemment le transfert autologue de lymphocytes T spécifiques a ces
antigénes a donné des réponses clinigues durables (Prickett et al., 2016). Cependant,
I'ACT n'est pas toujours un succes et malgré la persistance de cellules T transférées, les
études sur le mélanome isolant les CD8 +, TIL ont montré peu d'effet clinigue(Chandran
et al., 2015). Il est possible que cela soit lié aux effets suppressifs de I'environnement
tumoral, ou peut-étre au phénotype des cellules aprés manipulation des cellules in vitro,
avant le transfert adoptif. D’autres, ont étudié I'utilisation de cellules T génétiguement
modifiées exprimant un récepteur d'antigene chimérique (CAR) spécifique d'un antigene
tumoral. Les lymphocytes T CAR sont congus pour contourner les problemes de
reconnaissance des peptides des antigénes tumoraux, en complexe avec les molécules
du CMH. La génération ultérieure de cellules T CAR a utilisé différentes molécules
costimulatrices. Par exemple, 4-1BB s'est avéré plus efficace que CD28 pour
I'expansion des cellules CD8 cytotoxiques(Zhang et al., 2007). Cela s'est avéré étre un
équilibre entre, linduction de réponses suffisantes pour éliminer le cancer sans

provoquer de toxicité (Srivastava and Riddell, 2018).

o Immunothérapie

» Agonistes contre les récepteurs co-stimulants

Les récepteurs costimulateurs sont exprimés par les cellules T pendant
l'activation, et se lient aux contre-récepteurs qui sont exprimés par les CPA. lls
fournissent des signaux qui agissent en synergie avec les signaux TCR, pour favoriser
I'expansion des cellules T, la survie et la fonction effectrice. Des anticorps agonistes
dirigés contre des molécules costimulatrices, tels que 4-1BB (CD137), OX40 (CD134),
CD27, le géne lié a la famille des récepteurs du facteur de nécrose tumorale induit par
les glucocorticoides (TNFR) (GITR), ICOS et CD28, ont été développés pour une
utilisation comme thérapies contre le cancer. Par exemple, OX40 est exprimé sur les

cellules CD4 et CD8 lors de I'amorc¢age spécifique de I'antigéne et les interactions avec
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son ligand naturel OX40L favorisent la survie et I'expansion des cellules(Linch et al.,
2015). Un autre récepteur costimulateur est le CD27, qui est exprimé sur de
nombreuses cellules T, y compris les cellules T naives, et a un effet anti-tumoral
(Thomas et al., 2014).
» Blocage des points de contrdle
Il agit en bloquant les voies inhibitrices de la réponse immunitaire, et conduisant
a une activation générale des cellules immunitaires. Les inhibiteurs de point de
contrble, tels que les anticorps anti-PD-1 et anti-CTLA-4, se sont avérés avoir de
bons effets thérapeutiques dans de nombreuses tumeurs, conduisant a une survie
durable significative, ainsi un certain nombre d'entre eux sont actuellement

approuvés pour une utilisation clinique (Tableau 1.1).

Tableau 1.1. Liste des inhibiteurs de point de contrdle approuvés (Cook et al., 2018).

Compagnie Indications approuvées
Pembrolizumab PD-1 Merck(MSD) Mélanome inopérable ou métastatique.
Cancer du poumon métastatique avec expression de
PD-L1.
Nivolumab PD-1 Bristol-Myers Mélanome inopérable ou métastatique.
Squibb Cancer du poumon métastatique.

Carcinome rénal avance.
Lymphome hodgkinien classique.

Ipilimumab CTLA-4 Bristol-Myers Mélanome inopérable ou métastatique.
Squibb
Atezolizumab PD-L1 Roche Genentech  Carcinome urothelial métastatique.
Cancer du poumon métastatique.
Avelumab PD-L1 Merck Serono Carcinome urothélial avancé ou métastatique
Pfizer
Durvalumab PD-L1 AstraZeneca Carcinome urothélial avancé ou métastatique

L'antigéne 4 associé aux lymphocytes T cytotoxiques (CTLA-4) est un récepteur
inhibiteur des lymphocytes T, qui antagonise de maniére compétitive l'interaction
costimulatoire entre le ligand CD28 et B7. L'expression de CTLA-4 est régulée a la
hausse sur les cellules T, aprés lactivation et agit comme une rétroaction
régulatrice pour atténuer l'activité de la cellule T activée. Les anticorps anti-CTLA-4,
tels que lipilimumab et le trémélimumab, agissent pour bloquer cette action et
conduire a une activation persistante des lymphocytes T.Il a également été
démontré que les anticorps anti-CTLA-4, élargissent la réponse immunitaire et
appauvrissent les lymphocytes T régulateurs (Treg) résidant dans les tumeurs

(Kvistborg et al., 2014).
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L'une des principales fagcons dont les tumeurs semblent éviter la surveillance
immunitaire, est la régulation positive de PD-1 a la surface des cellules
tumorales. Cela peut se produire en réponse a la pression immunitaire, en
particulier en présence d'IFNy, dans un processus connu sous le nom de
«résistance acquise». La signalisation PD-1 / PD-L1 est également ciblée avec

succes, par des anticorps monoclonaux (Wang et al., 2018).

> Inhibition des cellules T régulatrices

Les Treg sont un sous-type de cellules CD4, jouent un rble dans la suppression des
réponses immunitaires, le maintien de la tolérance immunitaire et la prévention de
I'auto-immunité. Dans le cancer, linfiltration des Treg dans le microenvironnement
tumoral, a été associée a un mauvais pronostic et a de mauvaises réponses a
l'immunothérapie. Dans les modéles animaux, il a été démontré que I'élimination
des Treg améliore les réponses immunitaires anti-tumorales bien qu'elle soit
également associée a une augmentation de l'auto-immunité (Takeuchi and
Nishikawa, 2016).

Le CTLA-4 est fortement exprimé sur les Tregs, et le traitement avec l'anticorps
anti-CTLA-4 dans les études murines, s'est avéré eépuiser les Tregs par un
mécanisme qui dépend des macrophages résidents des tissus. Cependant, il a
également été démontré qu'une thérapie tumorale améliorée médiée par l'anticorps
anti-CTLA-4, dépend de l'interaction avec les Tregs et les effecteurs T afin d'obtenir

une protection compléte contre les tumeurs (Simpson et al., 2013).

» Contréle du microenvironnement tumoral

En plus des Tregs, d'autres facteurs du microenvironnement tumoral contribuent a
la suppression des réponses immunitaires. Les cellules suppressives dérivées des
myéloides (MDSC) proviennent d'une lignée myéloide, et se développent comme
une population hétérogene qui est influencée par des médiateurs pro-inflammatoires
produits a la fois par des cellules tumorales et normales. Les MDSC activés
posseédent une activité suppressive, qui favorise la tolérance immunitaire et améliore
la croissance tumorale (Parker et al., 2015). De nombreuses stratégies ont été
étudiées dans des études précliniques, pour cibler les MDSC, notamment en ciblant
leurs mécanismes de suppression et en bloquant leur différenciation et leur
développement. Seul un petit nombre ont atteint des études cliniques, ou ils ont
montré une certaine efficacité dans la réduction du nombre et de la fonction des
MDSC et ont été associés a une amélioration des réponses immunitaires (Weed et
al., 2015).
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L'indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), est une enzyme qui est importante dans la
dégradation du tryptophane pendant le métabolisme cellulaire. Il joue un réle dans
la progression du cancer, la génération d'une tolérance immunitaire, provoque une
apoptose accrue des lymphocytes T par I'épuisement du tryptophane et favorise la
différenciation des lymphocytes T CD4 en Tregs (Munn and Mellor, 2016). L'IDO
peut également étre induit en réponse a une inflammation. Il existe des preuves que
DO augmente dans les tumeurs, et qu'une expression IDO plus élevée a été
associée a un pronostic moins favorable(Liu et al., 2016). Le développement
d'inhibiteurs IDO a donc été étudié et des études cliniques ont commencé. Les
données préliminaires suggérent que les inhibiteurs IDO, [lindoximod et
I'épacadostat, sont sdrs et bien tolérés, avec quelques signes de maladie stable. La
combinaison des inhibiteurs IDO et du blocage des points de contrdle est
actuellement en cours en clinique (Beatty et al., 2017).
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1.2 P53

P53, également connu sous le nom de TP53 ou protéine tumorale (Mehdipour,
2015). On avait supposé qu'il existait auparavant comme cible du virus SV40, une
souche qui induisait le développement de tumeurs. Bien qu'il soit initialement présumé
étre un oncogeéne, son caractére de gene suppresseur de tumeur a été révélé en 1989.

En 1993, la protéine p53 a été élue molécule de I'année par le magazine Science.

1.2.1 Généralités

1.2.1.1 Définition

P53 est un géne qui code pour une protéine qui régule le cycle cellulaire, et
fonctionne donc comme suppresseur de tumeur. Son réle principal, est le control du
cycle cellulaire en interagissant avec des dizaines de génes (Rallapalli et al., 1999). Son
nom reflete sa masse moléculaire, car il se trouve dans la fraction de 53 kilodaltons des

protéines cellulaires.

1.2.1.2 Structure

Le géne P53 humain est situé sur le bras court du chromosome 17 (17p13.1),
constitué de 11 exons et code un ARNm de 2,8Kb, la protéine traduite compte 393
acides aminés et un poids moléculaire de 53KDA, sa forme homotetramérique induit
'expression de plusieurs génes impliqués dans différentes réponses cellulaire, la
protéine présente 5 domaines fonctionnellement distincts :un domaine de transactivation
N-Ter(TAD), un domaine riche en proline (PRD), un domaine de liaison a 'ADN (DBD),
un domaine de tetramérisation (4D) et un domaine régulateur (C-T domaine) (Figure
1.3).
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Figure 1.3. Structure du géne p53 (Varna et al., 2011).
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1.2.1.3 Role

Les génes cibles du P53, sont des régulateurs des voies de signalisation
conduisant a I'arrét du cycle cellulaire, phénoméne réversible qui permet la réparation de
'ADN (en G1 et en G2), ou bien irréversible quand il s’agit de régulation d’apoptose ou
de sénescence. Les génes impligués dans la capacité de p53 a contrbler le cycle
cellulaire sont, p21WAF1, GADD45 et 14-3-3 o (Shen and White, 2001). p21 entraine
larrét du cycle cellulaire en phase G1, et prévient I'entrée en phase S tandis que
GADDA45 et 14-3-30 contrélent la transition G2/M. L'apoptose est sous la dépendance
de la transcription des genes cibles Bax, CD95 (Fas/APO-1), DR5, Ei24/PIG8, Noxa,
PERP, Pidd, p53AIP1 et PUMA codant soit pour des protéines de surface cellulaire
(DR5, CD95 et PERP), soit pour des protéines mitochondriales (Bax, Noxa, PUMA et
p53AIP1) (Nakano and Vousden, 2001), soit pour des protéines cytoplasmiques (PIG8
et Pidd). P53 induit la répression en outre de facteurs anti apoptotiques tels que Bcl-2,
Bcl-Xl et IAP (Figure 1.4).
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Figure 1.4. Role de la protéine p53 avec ses différentes voies d’activation, d’inhibition et ses

genes cible d’aprés Bullock et Fersht (Bullock and Fersht, 2001).
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1.2.1.4 Régulation

La protéine p53 a une durée de vie courte, elle est régulée en grande partie par
la modulation de sa stabilité protéique, la plupart de ses mécanismes cellulaires anti-
tumorales sont cytotoxiques et nécessitent une régulation en absence de stress. Sa
régulation est contrdlée par une boucle d’autorégulation inhibitrice impliquant MDM2, et
une ligase de la famille des E3 ubiquitine. MDM2 (murine double minute 2) est en effet
une cible transcriptionnelle de p53 qui est libérée en méme temps que p53, elle
représente son principal inhibiteur et agit de deux fagons : d’'une part en obstruant le
domaine de transactivation et en empéchant ainsi p53 de recruter des co-activateurs tels
gue p300, et d’autre part a travers son activité ubiquitine ligase, en conjuguant de
nombreux résidus ubiquitine sur le domaine C-terminal de p53, grace a son domaine
RING C-terminal et induisant ainsi sa dégradation par le protéasome (Bargonetti and
Manfredi, 2002).

MDM4 (aussi appelé MDMX) est un autre inhibiteur spécifique de p53 c'est un
homologue structural de MDM2, mais son domaine RING n’a pas d’activité E3 ligase
fonctionnelle, Contrairement a MDM2, il ne contrble pas la stabilité de p53 mais agit
principalement comme un inhibiteur de l'activité transcriptionnelle de p53. A noter que
MDM2 et MDM4 peuvent avoir des roles dans la tumorigenése indépendamment de
p53. Par exemple, MDM2 peut ubiquitinyler et dégrader des régulateurs du cycle
cellulaire (RB, p21, et FOXO3A) ou de la transition épithélio-mésenchymateuse
(Ecadhérine). De plus, MDM2 peut jouer un rdle dans la suppression de I'apoptose, en

augmentant la traduction du géne anti-apoptotique XIAP (Haupt et al., 1997).

1.2.1.5 Activation

Lors d’'un stress cellulaire, p53 va étre phosphoryler par des kinases induites par
le stress au niveau des sérines et des thréonines sur le domaine de transactivation
(sérine 15, thréonine 18 et sérine 20). Ceci va induire un détachement de la liaison de
p53 a MDM2, le p53 libre va s’accumuler et former des tétraméres. La tétramérisation
comble les sites d’exportation nucléaire permettant a la p53 qui s’accumule de rester a
lintérieur du noyau. La phosphorylation du domaine de transactivation favorise aussi
l'interaction avec des histones acetyl transférase comme p300, ceci conduit a
'acetylation des lysines au niveau du domaine C-terminal qui favorise la stabilisation de
p53, et augmente la fixation spécifique aux ADN des genes cibles (Figure 1.5) (Toledo
and Wabhl, 2006).
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Figure 1.5. Modéle d’activation de p53(Toledo and Wahl, 2006).

1.2.1.6 Fonctions non-transcriptionelles

Lors d'un stress cellulaire, p53 s’accumule dans le cytoplasme ou dans la
mitochondrie, ceci conduit a une activation directe de Bax et/ou Bak sans passer par
leur transcription. En effet, la fixation de p53 a Bak au niveau de la membrane
mitochondriale externe, catalyse I'activation de Bak et en conséquence le cytochrome ¢
est liberé dans le cytoplasme. En méme temps, p53 peut libérer Bak de son complexe
inhibiteur avec Mcl-1 (protéine de la famille de Bcl-2 qui maintient Bak inactif). En cas de
stress, p53 peut aussi interagir directement avec Bad, en favorisant 'accumulation de
p53 dans le cytoplasme et dans la mitochondrie, facilitant ainsi son interaction avec Bax
ou Bak. MDM2 peut aussi conjuguer un unique résidu ubiquitine a p53 qui, au lieu de
conduire a sa dégradation comme en cas de poly-ubiquitylation, induit dans ce cas son
transport vers le cytoplasme et la mitochondrie, favorisant ainsi les fonctions
transcription-indépendantes de p53 cytoplasmique et mitochondriale (Speidel, 2010)
(Figure 1.6).
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Figure 1.6. Les différents membres de la famille Bcl-2(Cory and Adams, 2002).

23



Chapitre 1. Revue de littérature

1.2.2 P53 et réponses anti-tumorales

Plus de 50 % des tumeurs humaines portent des mutations du géne P53, ces
mutations sont encore fréguemment trouvées dans les cancers humains les plus
courants. Les tumeurs déficientes en p53 sont caractérisées par une perte de la
différenciation cellulaire, avec une instabilité génétique et un potentiel invasif accru (Song
et al., 2007). P53 est un détecteur du stress cellulaire induisant, un arrét du cycle
cellulaire, transitoire (pour la réparation des dommages a I'ADN) ou permanent
(sénescence), et/ou une réponse apoptotique.

les signaux activant p53 sont diverses : dommages d’ADN, activation
d’'oncogénes, stress réplicatif, hyperprolifération, hypoxie, stress oxydatif, érosion des
télomeres, dysfonctionnement des ribosomes, changements métaboliques et manque de
nutriments. Suite a la détection de ces signaux, p53 est principalement phosphorylée sur
la sérine 15 par des kinases ATM et ATR. La phosphorylation de p53 sur la sérine 20
empéche son interaction avec son ubiquitine ligase MDM2 (Speidel, 2015).

Parmis les mécanismes de suppression tumorale dépendant de p53 en réponse
aux stress :

e  Contrble du cycle cellulaire : ce qui permet a la cellule de réparer son génome
avant de poursuivre sa division, et de limiter la transmission de mutations délétéres.
Ce mécanisme est médié par la transactivation par p53 du géne p21 qui code pour
un inhibiteur de kinases dépendantes des cyclines (les CDK), qui assure un point de
contréle (checkpoint) du cycle cellulaire pour le passage G1/S. L'induction de p21
entraine la répression de génes du cycle cellulaire codant notamment pour des
protéines du « cell division cycle » (CDC2, CDC25), des « checkpoint kinases »
(CHK1) et des cyclines (cyclinA2, cyclinB1). Cela suggere que le p53 représente
une redondance puisque il peut induire plusieurs génes cibles impliqués dans l'arrét
du cycle cellulaire ainsi que d’autres réponses.
p53 peut induire aussi un arrét du cycle en G2/M en perturbant les fonctions des
cyclines B1 et CDC2 via la répression de CDC25C et la transactivation de 14-3-
3o0(Bieging et al., 2014).

. Réparation de ’ADN : En plus de l'induction de I'arrét du cycle pour la réparation
de I'ADN en réponse aux stress génotoxiques(DNA Damage Response ou DDR), le
gardien du génome p53 joue un rdle actif dans le maintien de l'intégrité génomique.
Car il stimule différents mécanismes de réparation, dont la réparation par excision
de nucléotide (Nucleotide Excision Repair ouNER), la réparation par excision de
base(Base Excision Repair ouBER). p53 régule aussi la duplication du

centrosome(Kruiswijk et al., 2015a).
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e Sénescence : La sénescence a été initialement décrite dans les fibroblastes
humains normaux, c’est une forme d’arrét définitif du cycle cellulaire. Cette réponse
cellulaire est a double tranchant pour l'organisme, car elle intervient dans les
mécanismes de suppression tumorale (bénéfique) et de vieillissement cellulaire
(délétere). Elle est induite en réponse a différents stress, notamment le
dysfonctionnement des téloméres, les dommages a 'ADN non télomériques, les
signaux mitotiqgues excessifs (dont ceux produits par les oncogénes) ainsi que la
perturbation de I'organisation chromatinienne. p53 induit la sénescence mais permet
la survie et le fonctionnement de la cellule, et cela via la transactivation du géene
p21, qui dans ce contexte contribue plutdt a la sénescence des cellules. En effet, un
arrét du cycle cellulaire prolongé médié par p21, conduit a I'activation de l'inhibiteur
des CDK p16/INK4A et [lactivation conséquente de RB, déclenchant Ila
sénescence(Warfel and El-Deiry, 2013).
p53 peut induire des enzymes, des cytokines et des chimiokines, responsables
d’'une réponse immunitaire innée qui cible les cellules tumorales, et ceci via les
sécrétions cellulaires associées a la sénescence (Senescence Associated Secretory
Phenotype ou SASP). Ces facteurs sécrétés sous linduction de p53 peuvent
également promouvoir la prolifération et I'invasion, ce qui est surprenant au vu du
réle de suppresseur de tumeur de p53 (Childs et al., 2014).

e Apoptose : En réponse a des signaux intra et extra-cellulaires, les cellules peuvent
enclencher un programme de mort cellulaire programmée dépendant des caspases
appelé apoptose. La voie extrinséque est initiée par la liaison de ligands a leurs
récepteurs (Death Receptors ou DRs), comme FAS par exemple, entrainant la mort
de la cellule par activation de la caspase 8. La voie intrinséque conduit a la
perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie (Mitochondrial Outer
Membrane Permeabilization ou MOMP), qui relache le cytochrome C dans le
cytoplasme, activant ainsi en cascade des caspases, qui sont également activées
par la voie extrinseque. La voie MOMP est activée par les protéines
proapoptotiques BAX et BAK qui forment des pores dans la mitochondrie. Elle est
régulée par les protéines anti-apoptotiques BCL2 et BCL-XL, qui inactivent BAX et
BAK.

P53 active la transcription de plusieurs genes pro-apoptotiques de la famille des
protéines BCL2 dont BAX, NOXA (ou PMAIP1) et PUMA (ou BBC3).

Parmi la grande famille des génes pro-apoptotiques activés par p53, on note
également APAF1, PIG3, P53AIP1, PIDD, SIVA, TIGAR et la famille des miR34.

La protéine p53 peut également induire I'apoptose indépendamment de son action

nucléaire de facteur de transcription, en se liant directement, dans le cytoplasme et
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la mitochondrie a plusieurs protéines pro- et anti-apoptotiques (Vaseva and Moll,
2009).

° Nécrose : caractérisée par une libération de contenu cellulaire provoguant une
réponse inflammatoire dans le tissu environnant. Plusieurs mécanismes de mort
cellulaire par nécrose ont été décrits : nécroptose, parthanatose, pyroptose et
ferroptose. p53 a été impliquée dans certaines de ces voies méme si les
mécanismes ne sont pas encore complétement compris. En I'absence de BAX et
BAK, p53 peut induire la transcription de la protéine lysosomale cathepsine Q en
réponse aux dommages a I'ADN et provoquer la nécrose de la cellule. la p53
mitochondriale interagit avec la cyclophine D responsable de la réponse nécrotique.
De plus, en réponse aux dommages induits par les dérivés réactifs de I'oxygéne
(Reactive Oxygen Species ou ROS), p53 active la protéine PARP1 pouvant causer
la parthanatose, une forme de mort cellulaire induite par les poly(ADP) riboses.
Enfin, p53 peut sensibiliser les cellules a la ferroptose (une forme de nécrose
dépendante du fer intracellulaire) (Ying and Padanilam, 2016) (Sarosiek, 2018).

e Autophagie : Lors d'un manque de nutriments, la cellule dégrade ses propres
composants via la machinerie lysosomale. Ce processus d’auto-dégradation permet
a la cellule de se débarrasser des organites endommagés (englobés dans un
autophagosome), et a générer des intermédiaires métaboliques l'aidant a survivre.
En effet, c’est un processus de survie et d’homéostasie, mais qui peut devenir un
effecteur de la mort cellulaire. L’hypothése est que 'autophagie inhibe les premiers
stades du développement tumoral (en inhibant la formation des ROS, les
dommages de 'ADN et l'inflammation), mais favorise la progression tumorale aux
stades plus tardifs (survie et homéostasie des cellules cancéreuses). P53 peut
activer I'autophagie en induisant un grand nombre de genes cibles comme DRAM1,
ULK1 et cathepsine D (White, 2016).

e Régulation du métabolisme cellulaire: les cellules cancéreuses sont
caractérisées par une dérégulation métabolique « effet Warburg ». Cette propriété
oncogénique essentielle pour la prolifération des cellules cancéreuses est
contrecarrée par p53 qui régule le métabolisme énergétique, en diminuant les
niveaux de la glycolyse et favorisant la respiration mitochondriale. En effet, p53
dérégule les premiéres étapes de la glycolyse, en inhibant les transporteurs du
glucose GLUT1 et GLUT4, via la répression transcriptionnelle, et GLUT3, via
l'inhibition de NF-KB, ainsi que les étapes ultérieures de la glycolyse. Le p53 peut
également promouvoir I'oxydation des acides gras, une fonction activée par le

manque de folate et qui peut conduire a une réponse apoptotique(Liu et al., 2019).
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e Barriére a l'invasion et I’angiogenése : p53 limite la matilité et I'invasion des
cellules primaires des cellules cancéreuses, inhibant ainsi la dissémination
métastatique. De plus, p53 bloque la transition epithéliomésenchymateuse (EMT),
importante pour la formation de métastases, en modulant I'expression des familles
de facteurs de transcription SNAIL et TWIST. Le role de p53 dans la formation d’un
microenvironnement anti-tumoral s’inscrit dans le cadre de ses fonctions cellulaires
non-autonomes (dépendantes des cellules avoisinantes). p53 inhibe le recrutement
de vaisseaux sanguins au foyer tumoral. Elle transactive des génes comme TSP1
qui code pour un inhibiteur de I'angiogenése (la thrombospondine 1) (Bieging et al.,
2014).

e Action sur les cellules souches : Par ailleurs, p53 peut aussi contribuer a la
suppression tumorale par l'inhibition des caractéristiques des cellules souches. En
effet, le réle de p53 dans le blocage de la reprogrammation des iPS (induced
Pluripotent Stem cells) et des caractéristiques pluripotentes des cellules souches
cancéreuses a été montré, notamment par I'induction de p21 et la répression de
nestine (Kruiswijk et al., 2015b) (Bieging et al., 2014).

Ces différentes réponses anti-tumorales de p53 sont résumés dans la figure ci-dessous
(Figure 1.7).
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Figure 1.7. Différentes réponses anti-tumorales de p53 (adaptée d’aprés Bieging et al.,
2014).
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1.2.3 P53 et cancer

Les mutations de p53 sont les altérations les plus fréquentes dans les cancers
humains. Leur incidence dépend du type et du stade de la tumeur(Petitjean et al., 2007).

Dans 10 % des cancers, linactivation de p53 est la conséquence d'une
amplification du géne codant pour MDM2. MDM4 est amplifié ou surexprimé dans 10 & 20
% des cancers. ARF, inhibiteur de MDM2 peut aussi étre inactivé en particulier lors de
mutations/délétions du gene CDKN2A dont il est un des transcrits. Aussi, des facteurs
exogeénes tels qu’une infection virale, peuvent contribuer a I'inactivation fonctionnelle de
p53, le cas du papilloma virus humain qui ubiquitinyle I'activité de la ligase E3 du p53,et
qui le déstabilise en ciblant MDM4 pendant qu’une autre protéine, E1B55KD inactive p53
en supprimant son activité transcriptionnelle.

D’une autre part, dans la majorité des cas (75%), les modifications de l'activité de
p53 sont dues a des mutations. En effet, 'échange d’un seul acide aminé peut conduire a
un changement conformationnel de P53 qui la rend inapte a se lier a son élément de
réponse sur '’ADN et a transcrire ses génes cible (Wang and El-Deiry, 2008).

la plupart des mutation du géne P53 sont faux-sens (entrainant I'expression d’'une
protéine mutée dont la fonction est altérée), plutdt que des délétions (entrainant la perte
du suppresseur de tumeur). Cette particularité suggére un avantage biologique de ces
mutations pour le développement du cancer. Les mutations les plus fréquentes (environ
86%), appelées « hotspot »points chauds , sont présentes dans la séquence du géne P53
codant pour les résidus de 125 a 300 du domaine de liaison a 'ADN (DBD)(Kim et al.,
2015).

Les neuf mutations du géne P53 les plus fréquentes dans les cancers humains :
R175H, Y220C, G245S, R248Q, R248W, R249S, R273H, R273C et R282W sont
localisées au niveau de sept résidus « hotspots » du domaine de liaison a TADN (DNA
Binding Domain ou DBD) de p53 (Figure 1.8). La position de ses résidus au niveau du
domaine de liaison a 'ADN, explique I'impact de leurs mutations sur la fonction de ce

facteur de transcription.
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Figure 1.8. Schéma de la structure de la protéine p53 (hotspots) (Joerger and Fersht,
2010).
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1.2.4 P53 en thérapeutique anti-cancéreuse

Le gene suppresseur de tumeur P53, maitre régulateur de diverses voies
cellulaires, est fréequemment altéré dans divers cancers, en thérapeutique anti-p53 on vise

a surexprimer le p53 ou a I'inhiber par plusieurs méthodes (Toledo et al., 2007).

e Thérapie génique pour p53

Cette thérapie se fait par réintroduction ou bien surexpression de la protéine p53 dans
les cellules tumorales, par différents vecteurs, (adénovirus, rétrovirus et plasmides des
DNA nus). Le transfert génique de p53 par adénovirus a été efficace in vitro et in vivo
chez l'animal. Une utilisation combinée de ce type de vecteur avec la chimio-
radiothérapie semble donner de bons résultats pour les cancers de la téte et du cou.

e Immunothérapie anti-p53

Il a été établi que certains patients cancéreux fabriquaient des anticorps anti p53, et
d’autres patients cancéreux fabriquaient des lymphocytes T anti p53. Donc p53 pourrait
étre un excellent candidat comme antigéne tumoral cible, grace a une réponse immune
naturelle anti p53 chez les patients atteints de cancer, en utilisant des peptides dérivés
de p53. Ainsi, certaines études de phase | et Il sont en cours chez des patients atteints
de cancer colorectal ainsi que le cancer bronchique.

o Peptides de p53

Certains peptides synthétiques correspondant a des fragments de séquence de p53, ont
été démontrés comme étant efficaces pour stabiliser p53 ou de le restaurer. Certains
peptides peuvent augmenter la capacité de liaison du p53 a 'ADN. Certains autres
peptides empéchent la liaison de MDM2 a p53 et ainsi protégent p53 de la dégradation
par le protéasome. Malgré l'efficacité, la spécificité et 'absence de toxicité de cette
stratégie, la difficulté rencontrée est leur introduction dans les cellules tumorales et le
co(t de leur production.

o Nutlins

Vassilev et ses collegues ont identifi€ un groupe de petites molécules qui ciblent
l'interaction MDM2-p53 appelés Nutlins ( dérivés imidazolés), ils se lient spécifiquement
a MDM2 et le dissocient de p53, protégeant ainsi p53 de la dégradation et induisant
ainsi les fonctions de p53. Les Nutlins occupent la place des trois résidus du domaine
de transactivation de p53 (Phe 19, Trp 23 et Leu 26), et dissocient p53 par fixation
compétitive. Des études in vitro et in vivo chez I'animal ont démontré des effets anti
tumoraux important des Nutlins sans effets secondaires. La question qui se pose est
pourquoi des agents tels que les Nutlins ne provoquent pas d’effets secondaires en
tuant les cellules normales? Une des explications avancées est que les Nutlins

pourraient cibler spécifiquement les cellules cancéreuses du fait de I'altération de leurs
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voies de signalisation. L’autre hypothése avancée est que les Nutlins activeraient p53
uniquement de facon partielle du fait de la dissociation limitée de MDM2. Aussi, la plus
forte toxicité de la délétion de MDM2 s’expliquerait car la délétion entraine une perte
totale des autres fonctions de MDMZ2, incluant son role dans la régulation d’autres
protéines et voies de signalisation. De plus, il a été démontré que les Nutlins agissaient
en synergie avec le TRAIL (tumor necrosis factor alpha-related apoptosis inducing
ligand) dans les leucémies myéloides aigles. La protection de p53 des ses inhibiteurs
est une voie prometteuse dans le traitement des tumeurs avec p53 altéré.

e Inhibiteurs de méthyl transférases

Ces produits visent a stabiliser I'expression de p14/ARF qui est un inhibiteur de MDM2,
contribuant ainsi & stabiliser p53. Des essais cliniques sont en cours.

e (CP-31398

CP-31398, un styrylquinazoline, est une molécule ayant in vitro la propriété de stabiliser
un épitope de p53 appartenant au domaine de liaison a I'ADN. Ses propriétés
conduisent a modifier la conformation mutée de p53, en conformation sauvage en
restaurant les fonctions de p53 sauvage in vitro et, en bloquant sa dégradation.

e PRIMA-1

le réle de PRIMA-1 est de restaurer la conformation sauvage du p53 mutée en régulant
les génes cibles de p53 tels que p21, MDM2 et Bax. PRIMA-1 induit 'apoptose de fagon
dépendante de I'expression de p53 mutée . Le mode d’action exact de ce composé n’est
pas connu mais il semble que les produits de conversion de PRIMA-1 maodifient la
protéine p53 mutée en se liant a ses groupes thiols au niveau du domaine de liaison a
'ADN dans les cellules tumorales.

e Ellipticine

L’ellipticine est un agent anticancéreux puissant, isolé a partir de I'arbre Australien de la
famille des Apocynaceae il y a prés de 50 ans. L’ellipticine inhibe la croissance tumorale
en intercalant 'ADN, en inhibant I'activité de la topo isomérase Il et en générant des
radicaux libres. Son mode d’action précis n’a néanmoins pas encore été élucidé. Le
mode d’action de l'ellipticine semble passer par la transformation de la conformation p53
mutée en p53 sauvage, induisant ainsi une apoptose.

e Nanoparticule avec ARNm synthétique qui code pour le p53

une plate-forme de nanoparticules (NP) sensible & I'oxydoréduction est congue pour une
distribution efficace d'ARN messager synthétigue codant p53 (ARNm).les NP
synthétiques p53-ARNmM, retardent considérablement la croissance des cellules altérées
en p53. la restauration des suppresseurs de tumeurs par la stratégie d'administration de
ARNmM synthétique NP pourrait étre combinée avec d'autres thérapies pour le

traitement combinatoire puissant du cancer (Kong et al., 2019).
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Figure 1.9. Quelques stratégies activatrices du p53 en thérapeutique anti-cancéreuse.
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1.3 PCR

Le but de la PCR est de reproduire partiellement in vitro le mécanisme de réplication

naturel de 'ADN, et d’obtenir des millions de copies d’'une séquence d’ADN d’intérét.

1.3.1 Généralités
1.3.1.1 Définition

La PCR est une méthode de biologie moléculaire pour amplification in-vitro, elle sert
a amplifier n'importe qu’elle région génomique (ADN ou ARN), elle permet aussi de détecter
la présence des virus et de mesurer la charge virale (VIH, Hépatite). A condition de

connaitre la séquence pour synthétiser des amorces spécifiques.

1.3.1.2 Acteurs

- ADN a amplifier.

- 2 amorces spécifiques ( une identique a I'extrémité 5 et 'autre complémentaire a
I'extrémité 3’ du géne).

- ADNp (ADN polymérase ou TAKp).

- 4 désoxyribonucléases (dGTP, dATP, dTTP, dCTP).

1.3.1.3 Principe

La technique se base sur le principe suivant:

» Connaitre d'abord les fragments (20 nucléotides) qui encadrent la séquence d'ADN a
amplifier.

» Synthése d’amorces oligonucléotidiques complémentaires a ces fragments.

> L'ADN polymérase commence la synthése des brins complémentaires grace aux
amorces et le nombre de copies de la séquence d'ADN est doublé pour chaque

réplication.

1.3.1.4 Etapes

» Etape 1 «dénaturation »: 'ADN & amplifier est chauffé jusqu'a 90°, pendant 30
secondes a une minute, pour séparer ses deux brins.

» Etape 2 « hybridation » : Le tube est refroidi & environ 50°C (température calculée en
fonction de la séquence des amorces). Cette température va permettre I'nybridation

des deux brins d'ADN, avec les deux amorces grace au principe d’appariement.
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» Etape 3 « polymérisation et élongation »: Syntheése des brins complémentaires par la
Tag polymérase a 72° pendant 1min.

Les trois étapes forment un cycle. La PCR se fait entre 30 et 40 cycles. (Figurel.10).

- Tampon /_\“_‘__
- Amorces -
- Taq polymérase 1
- dATP + dGTP +
dTTP +dCTP
- Mg++
= L] L]
o Denaturation (95-96°C) e hybridation des amorces 0 Elongation (72°C)
(40-45%c)
30 sec a 1 min 30secalmin 30 sec @ 2min
T T ”‘””””
TTT T ™
LLLLLLLLLL LLLLLLLLLL JLLLLLLLLL

Figure 1.10. Principe de la PCR.

Le nombre de copies de la séquence a amplifier dépend du nombre de cycles a réaliser. A
chaque cycle, le nombre de copies est multiplié par deux, on aura alors un nombre égal a
2n apres n cycles. Concernant la troisieme étape de chaque cycle, des durées de plusieurs
minutes peuvent étre nécessaires pour des fragments plus longs, surtout les fragments
riches en G et C (Tableaul.2).

Tableau 1.2. Exemples de cycles PCR en fonction des fragments.

Nombre de copies de la Nombre de cycles
cible

105 25a30

104 30a35

102 4103 35a40

1a102 40 a 45
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1.3.2 Amorces

1.3.2.1 Définition

Les amorces sont des courtes séquences oligonucleotidigues d’ADN monocaténaire,
utilisées lors des PCR pour initier 'amplification.
Les amorces utilisées ont une langueur de 16-30 nucléotides ce qui demande une
température d’hybridation raisonnable élevée. L’extrémité 3 ‘de 'amorce devrait étre riche en

base G et C pour une meilleur hybridation.

1.3.2.2 Caractéristiques d’'une bonne paire d’amorces
- elles doivent étre spécifiques a la région qu’on veut amplifier.
- longueur entre 20 et 25 nucléotides.
- 40% en CG surtout dans la région 3’ (pour augmenter la stabilité puisqu’ils ont 3
liaison d’hydrogéne).
- Pas de complémentarité entre 'amorce sens et anti-sens.
- Pas de complémentarité dans chacune des amorces.

- Latempérature de fusion entre 52° et 58° (Lorenz, 2012).

35



Chapitre 1. Revue de littérature

1.3.3 Bangues et bases de données

1.3.3.1 Banque de données
La banque de données est un ensemble de données relatives a un domaine, elles

sont organisées par un traitement informatique et accessibles en ligne et a distance.
Elles sont stockées sous forme d’un fichier formaté et comprennent 2 types :

- généralistes (données hétérogénes)

- spécialisées (données homogénes)

1.3.3.2Base de données
La base de données est un ensemble de relations entre les données, gérées a l'aide d’'un
systeme de gestion.
Parmi les bases de données les plus utilisées :
- NCBI
- EMBL
- PDB
- SCOP
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1.4 Problématique et objectif

1.4.1 Problématique

Le géne suppresseur de tumeur p53, maitre régulateur de diverses voies cellulaires,
est fréiqguemment altéré dans divers cancers. En thérapeutique on vise a surexprimer le p53
ou a linhiber par plusieurs méthodes. Dans cette optique nous avons congu des amorces

spécifiques qui encadrent le géne du P53.

1.4.2 Objectif

Conception d’amorces spécifiques qui encadrent le géne du P53 qui est associé a

plusieurs types de cancer.

1.4.3 But

Utiliser les amorces obtenues dans des opérations d’amplification d’ADN du géne P53,

dans le contexte de la recherche en immunologie et le diagnostic moléculaire des cancers.
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CHAPITRE 2

2.1 Matériel et méthodes
2.2 Résultats
2.3 Confirmation des résultats
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2.1 Matériel et méthodes

2.1.1 Laséquence du géne P53

» Nous avons importé la séquence du gene P53 de la base de données Ensembl

« www.ensembl.org », en introduisant le nom du géne et la nature de I'espéce
(humaine) (Figure 2.1).

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

Tools BioMart > BLAST/BLAT > Variant Effect Predictor >
All tools Export custom datasets from Search our genomes for your DNA Analyse your own variants and
Ensembl with this data-mining tool or protein sequence predict the functional consequences

of known and unknown variants

Human w | for

= (G0

e.g. BRCAZ or rat 5:62797383-63627669 or rs699 or coronary heart disease

Figure 2.1. Plateforme de la base de données Ensembl.

> La séquence du géne P53 est subdivisée en exons (caractéres en rouge) et en introns
(caractéres en noir) (Figure 2.2).

Gene-based displays

B Summary Gene: PURPL ENsG00000250337

Splice variants

Transcript comparison Description p53 upregulated regulator of p53 levels [Source:HGNC SymbolAcc: HGNC: 48595 ]
s

< o Sequence Gene Synonyms LINC01021, LOCBE43401, RP11-46C20 1
- ary Structure Location Chromosome 5: 27 217 714-27 496 994 forward strand.
£+ Comparative Genomics GRCh38:CM000667.2
Genomic alignments
Gene tree About this gene This gene has 36 transcripts (splice variants).
Gene gainfloss tree Transcripts "
Orthologues P Show transcript table
Paralogues
Ensembl protein families Marked-up sequence Q
= Ontologies

GO: Cellular component . B
GO: Biological pn?cess L) Trowrsisn oo
— Phenotypes
- Genetic Variation
E Var!anl table Exons PURPL exons All exons in this region
Variant image
Structural variants
expression

E GO: Molecular function

Markup loaded

— External references
— Supporting evidenc
=- ID History

L Gene history

¢ Configure this page

1M Custom wracks

Y Download sequence

- GCTAGACACAGAGAGTAACACACTGACGECTGOACATACGGAGTARAACACCGACAGECA
4%3‘3“‘“5‘“’@ Teleler ) i L { L X B LOAEATECE RS F-Xot\ ey INelekeleleleled

Figure 2.2. La séquence du géne P53 sur la plateforme Ensembl.
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» Nous avons copié et collé la séquence dans un document Word, et nous avons choisi

et encadré I'exon 13 (Figure 2.3).

TR AT T TT A T R T 2T AT T B T T T T R
Liialiosl vy liol L aixyiol LSl Lo Lo LA Lo L Sy L L Lo, sl el

ACCTETC AR T AT ARCC RO TRRAR T RO R ARCA LA CCCTT e TT RO B A
i Ll At DL L L iyl i iy ] o S St e L L L o= LN A I I K. o N AL A

AT AR AT A TR AR AT AR T T TRAC T AR RAC AT TT T TT TT T T -
(e T NSRRI T L Y L U U el liemniosilalll L1 1 11 11 1 1 L%

ICTITCTTACTAGGGAATGCCARAAC ACTCTCCCCAGGAGA TCCAGACCCOGCCTCT TTCAG
AGACTTTTAACTTAAACATCTGTCCCTACCCAGCAGGCAAACT AGAGCTCCT GAAGCTCA

GTCCCTGTCCTTCCCTC TG TAGACAGGTCACC T TGAT GAGCT TCCTT TTT TT TTT TT TAA
TTTTTTTTTATT TTAGGCT T TATTGGGGCATAATTGATCCCCCAAAR TTGCATACATTCA
pAGGTATGCAGTGTGATGAT TTGATATGGGEETATATT GTGAAACCAT TACCACAATCARAA
TTAATCAGCACGTCCATCATCACACACAGT TACCATT TEGTGT GTGTGCACGT GTGTTCAC
CTACGACGAGGACACTTGGACCTACTCTGCAGATCTCAAGTAA ACAGA AAATCTCCCTTT
TTEACAACCATCCTCCACCCTT TCAATCCCAACCTTT TCCTAGAT TATGTCCCTAGCTCT
GTTTTTATTTCTGCTGTGC TG TTCAGATCCAT TCTGACTCTGCCAAACCCTTCTTT TG

AT EAT AR T T T AT TR R T T AR T T T R T AT T T AR T
n\J_r_\Jn_n.an__\J“_p_\J\Jn__Ununn__n_nnu‘_p_u\;l\;l‘_p\;l_n;l\;l s LAy Ll aa Lo,

Fad gudkr, o Wl el o e e e o e e e o e e e e e o e T e
.r'.rml\_'ll\_'l"'.r Aol Al LA L Lo L St L L S S S L

PR TR RS R T RO R RS AT T TR ST AR T AT R AR BT, T YR T T Ty
\Jn.r.rm.rm\_'ln_\_'lnm.r el l bl LA L LA asei il oA ] iy L iy Lyl Lis

Figure 2.3. La séquence encadrée du gene P53 prise depuis la base de données

Ensembl.

2.1.2 Conception d’amorces

La conception des amorces est une étape primordiale pour déterminer la spécificité, la
sensibilité et la robustesse d'une réaction de PCR.
Dans la base de données du National Center for Biotechnology Information (NCBI)

« https://www.ncbi.nlm.nih.gov/» on trouve loutil Primer BLAST qui nous permet une

conception d’amorces spécifiques de la séquence qu’on veut amplifier (Figure 2.4).
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S NCBI  Resources ¥ How To (¥

“=NCBI

All Databases v ||

Mational Center for
Biotechnalogy Information

NCBI Home

Resource List (A-Z)
All Resources

Chemicals & Bioassays

Data & Software

DNA & RNA

Domains & Structures

Genes & Expression

Genetics & Medicine

Genomes & Maps

COVID-19 is an emerging, rapidly evolving situation.
Get the latest public health information from CDC: hitps:/fwww.coronavirus.gov .
Get the latest research from NIH: hitps:/fww.nih.gov/coronavirus.
Find NCBI SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content: hittps:/fwww.ncbi.nlm.nih.gov/sars-cov-2/.

All Resources

All Databazes Downloads Submissin How To

Tools

1000 Genomes Browser

An interactive graphical viswer that allows users to explore variant calls, genotype calls and supporting evidence (such as aligned sequence reads)
that have been produced by the 1000 Genomes Project

Amino Acid Explorer
This tool allows users to explore the characteristics of amino acids by comparing their structural and chemical properties, predicting protsin sequence
changes caused by mutations, viewing common substitutions, and browsing the functions of given residues in conserved demains

BLAST Microbial Genomes

Homology Performs a BLAST search for similar sequences from selected complete eukaryotic and prokaryotic genomes
Literature BLAST RefSaqGens
Proteins Performs a BLAST search of the genomic sequences in the RefSeqGene/LRG set. The default display provides ready navigation to review alignments

aphics display.
Primer-BLAST

The Primer-BLAS JAocl uses Primer3 to design PCR primers te a sequence template. The potential products are then automatically analyzed with a
D against user specified databases, to check the specifficity to the target intended

Figure 2.4. Plateforme de la base de données NCBI.

Pour la réalisation de notre amorce, nous avons suivi les étapes ci-dessous :

» Nous avons collé notre amorce d’intérét dans le Primer BLAST.

» Pour remplir les cases de 'amorce sens, nous sommes allé sur la page Word et nous
avons dénombré les nucléotides, pour cela nous avons sélectionné le début de la
séquence encadrée jusqu’au début de I'exon 13, nous avons cliqué sur révision, puis
sur option statistique, et nous avons obtenu une fenétre contenant les numéros a
remplir. Et pour I'amorce anti sens, nous avons sélectionné le début de la séquence

encadrée jusqu’a la fin de I'exon 13 (Figure 2.5).

Primer-BLAST

A tool for finding specific primers
Findirg primers specific to your PCR template (using Primer) and BLAST)

Primars for teget on one ismplxiy | Prmers comman 107 3 roup of SEOuences

Reselpags  Save search parameders  Retneve recend results  Publicabon  Tios for finding specific pomers

PCR Template

Enter sccession, gi, or FAS

£ o s, ¢

e Range i Chear

1| Fonmardprmef ] )
S - Reverse prlmﬂE

Cheowsir un fichiar |Aucun fchier chors

Or, upload FASTA file

Figure 2.5. Outil Primer BLAST.

» Dans le paramétre « Database », nous avons choisi « Genomes for selected

organisms (primary reference assembly only)».
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» Puis nous avons cliqué sur le bouton "Get Primers" pour voir les résultats (Figure 2.6).

Primer Pair Specificity Checking Parameters

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

Search mode Automatic K"

Database I| Genomes for selected organisms (primary reference assembly enly) v \iw

Exclusion [ Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) L Exclude uncultured/envi sample seq (7]
Organism |Hom0 sapiens |

Enter an organism name (or organism group name such as enterobacteriaceae, rodents), taxonomy id or select from the suggestion list as you type. @

Add more organisms
Entrez query (optional) | ‘ @

Primer specificity stringency  primer must have at least |2

otal mismatches to unintended targets, including

atleast mismatches within the Iast- bps atthe 3 end. &
Ignore targets that have or more mismatches to the primer. &

Max target size v

Allow splice variants (] Allow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) &)

r = ~
Show results in a new window 2 Use new graphic view

Input PCR template lel|Query_1
Range 1-1140

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

Select: All None Selected:0

Accession Title Identity Alignment length Seq. start Seq. stop
[CNeC_000005 4 Homo sapiens chromoseme 5, GRCh38.p13 Primary Assembly 100% 1140 27217474 27218613

Submit [ Show resuits in 3 new windaw

Figure 2.6. Changements de quelques paramétres (Primer BLAST).
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CHAPITRE 3

3.1 Résultats
3.2 Confirmation des résultats
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3.1 Résultats
3.1.1 Les caractéristiques d’une bonne paire d’amorces

e Les amorces doivent contenir de 20 & 25 nucléotides, car, plus 'amorce est longue
moins I'hybridation est optimale.

e Lateneur en GC doit avoisiner les 40%.

e Les températures d'hybridation de l'amorce sens et anti-sens doivent étre
équivalentes des unes aux autres. Pendant la réalisation de la PCR, la température
d'hybridation est stable a une seule valeur.

e Tous les produits aspécifiques résultants appartenant a 'amorce souhaitée doivent
contenir plus de 1000 paire de bases, alors que celle des produits spécifiques doit

étre inferieur & 1000pb.

3.1.2 Résultats de la conception d’amorces pour le géne P53

Les résultats obtenus a partir de ce processus sont présentés ci-dessous (Figure 2.7)

Primer pair 1

Sequence (5'>3') Template strand Length |Start Stop
Forward primer GTCAGCTCATCAACCAGGCT Plus 20 65 34
Reverse primer TCTGAAGCAGCACAGCAGAA Minus 20 688 665

Product length

Products on potentially unintended templates
>NC_000017 11 Homo sapiens chremosome 17, GRCh38 p13 Primary Assembly

IGC% | Self complementarity Self 3' complementarity
£5.00 §4.00 3.00
50.00 §4.00 0.00

product length = 624
Features flanking this product:
1 5 m/potassium-transporting ATPase subunit beta-2 isofo...

p at
at 3 lular tumor antigen p53 isoform a

Forward primer 1 GTCAGCTCATCAACCAGGLT 2@
Template TEE7554  L.....eiaelnn 766753

Reverse primer 1 TCTGAAGCAGCACAGCAGAA 28
Template TEEEI3L  iiieiiiiiiieiiinnnn 7666950

product length = 367@
Features associated with this product:
ek ZTR

rre bZadlae affackan mmedadin 1 3cafanm

Figure 2.7. Résultat de Primer BLAST.

3.1.3 Interprétation des résultats

En utilisant Primer BLAST, nous avons obtenu 10 paires d’amorces spécifiques du géne
P53.
J’ai choisi la paire d’'amorces 1 grace a la présence des critéres suivants :
» La longueur du produit est de 624 pb (paire de bases), donc c’est un produit
spécifiqgue au gene P53.
» La longueur de 'amorce sens 5GTCAGCTCATCAACCAGGCT3’ et de 'amorce
anti-sens 5TCTGAAGCAGCACAGCAGAAZ’, ne dépasse pas 25 nucléotides.
» Latempérature de fusion, est presque similaire, 60°C pour 'amorce sens et 59°C

pour I'amorce anti-sens.
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» L’amorce sens et anti-sens ont un bon pourcentage en CG, 55% pour 'amorce
sens et 50% pour I'anti-sens.
» L’autocomplementarité des ces amorces est de 4 ce qui est bon pour éviter la

structure d’épingle a cheveux (Tableau 3.1).

Tableau 3.1. Critéres de notre paire d’amorces.

Critéres d’une bonne amorce Taux optimal Notre amorce

Température de fusion 52 a60°C Directe 60 °C
Inverse 59 °C

Longueur de nucléotides 15 a 30 nucléotides Directe 20 nucléotides
Inverse 20 nucléotides

Teneur en CG 40 4 60 % Directe 55 %
Inverse 50 %
Amorce spécifique Moins de 1000 pb (paires de 624 pb (paires de bases)
bases)
Produits aspécifiques Plus de 1000pb (paires de Plus de 1000pb (paires de
bases) bases)
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Pour confirmer les résultats nous avons utilisé une « PCR In Silico », via le site
https://genome.ucsc.edu/, qui nous a donné un seul résultat indiquant I'emplacement de
notre produit spécifique sur le chromosome 17, ce qui confirme la fiabilité et la spécificité de

la paire d’'amorces que nous avons congue (Figure 2.8).

UCSC In-Silico PCR

»chrl7:7666931-7667554 624bp GTCAGCTCATCAACCAGGCT TCTGAAGCAGCACAGCAGAA
GTCAGCTCATCAACCAGGCTgaaggtgcaagraggagocccttgocttge
cccaaggatcoccagacagectatgaagocaccagocttoctgacctocaaga
ccaccttttttttttctectttettactagggaatgocaaacactoctocccce
aggagptccagacccgoctoctttcagagacttttaacttaaacatctgtc
cctaﬁtcagcaggcaaactagagctcctgaagctcagtccctgtccttgc
ctctgtagacaggtcaccttgatgagocttoctttttttttttttaatttt
tttttattttaggctttattggggcataattgatcccccaaaattgeata
cattcaaggtatgragtgtgatgatttgatatgggestatattgtgaaac
cattaccacaatcaaattaatcagcacgtocatcatcacacacagttacc
atttgtgtgtgtgracgtgtgttcacctacgacgaggacacttggaccta
ctctgrcagatctcaagtaaacagaaaatctoccctttttgacaaccatocct
ccaccctttocaatcccaaccttttocctagattatgtoccctagotetgttt
ttatTTCTGCTGTOGCTGCTTCAGA

Figure 2.8. Confirmation des résultats PCR in Silico.
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Discussion

Le cancer est la cause principale de déces dans le monde, le systeme immunitaire
interagit avec le développement des tumeurs, afin d’éviter leur progression vers des
métastases. Cette interaction se traduit soit par une éradication de la tumeur soit par son

évasion (Becker et al., 2013).

Les genes suppresseurs de tumeurs limitent les divisions cellulaires et empéchent le
développement d’'un cancer ,l'inactivation de ces genes peut contribuer a la transformation

maligne d’une cellule(Jeanteur et al., 1990).

Plus de 50 % des cancers humains portent des mutations du géne suppresseur de tumeurs
P53 (Napoli and Flores, 2017). P53 est un géne suppresseur de tumeur, qui interagit avec
certains genes pour exercer un contrdle sur le cycle cellulaire. Les mutations de P53
présentent un risque que la cellule se transforme en cellule cancéreuse(Hainaut and Wiman,
2007).

La réaction de polymérisation en chaine PCR représente une méthode de biologie
moléculaire, rapide, sensible et spécifique pour la mise en évidence des modifications qui
peuvent étre présentes dans le gene P53 muté, cependant une PCR fiable nécessite de

bonnes amorces.

Nous concevons une bonne paire d’amorces pour le géne P53 en utilisant des outils
bioinformatiques notamment « Primer BLAST », nous avons obtenu les séquences
d’amorces suivantes : amorce sens 5GTCAGCTCATCAACCAGGCT3’ et amorce anti-sens
5"TCTGAAGCAGCACAGCAGAA 3’ spécifiques du gene P53, cette paire d’amorces est
utilisée afin d’évaluer les différents changements au niveau du gene suppresseur de tumeur

P53 au cour d’'un cancer.

En général, une conception d’amorces spécifique et une réalisation d’'une PCR fiable

approfondissent notre compréhension de l'intervention du gene P53 lors d’'un cancer.
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Conclusion et perspectives

La conception avec spécificité des amorces encadrant le géne P53, afin de pouvoir réaliser
par la suite une amplification optimale par PCR, pourrait faire plus tard I'objet d’'une

recherche en immunologie et en diagnostic moléculaire des cancers.
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