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Résumé

Introduction : 'auto-immunité chez '’homme est le résultat d’'un échec de contrble des cellules
autoréactives qui se produit a cause de nombreux acteurs parmi lesquels le CTLA-4. Cette molécule
atténue la costimulation des LT en se liant en compétition avec le B7 sur le CD28.

De nombreuses études ont montré I'association d’'un polymorphisme du géne CTLA-4 a une grande
variété de maladies auto-immunes. Ces études sont principalement réalisées par des analyses PCR.

Lors de la mise en point de ces analyses le choix des amorces constitue une étape cruciale.

Objectif : Concevoir avec spécificité un couple d'amorces encadrant le SNP de I'exon 1 du géne

CTLA-4 afin d’initier par la suite I'analyse de la séquence de ce géne par PCR.

But : Utiliser les amorces congues pour la réalisation de futures recherches sur I'association du SNP
du géne CTLA-4 aux maladies auto-immunes par une comparaison des génotypes des cas et des

témoins.

Matériels et méthodes : Nous avons mené une étude bio-informatique consistant a la recherche
de la séquence génomique du géne CTLA-4 par l'utilisation de la base de données Ensembl, puis
nous avons utilisé le logiciel Primer blast pour concevoir des amorces spécifiques encadrant I'exon
1 du géne CTLA-4 et analyser, ensuite, les résultats de cette conception des amorces afin de

sélectionner la paire la plus spécifiques.

Résultats : Aprés I'obtention de la séquence compléte du géne CTLA-4 contenant les exons et les
introns et l'utilisation du logiciel Primer-BLAST pour concevoir les amorces spécifiques, la paire
d’amorces adéquate est sélectionnées et qui répond a une température d'hybridation de 60°C. la
longueur de 'amorce sens est de 19 nucléotides et 'amorce antisens de 20 nucléotides. La teneur
en GC de 'amorce sens est de 57% et de 'amorce antisens est de 55%. Le produit qui sera amplifié
a une longueur de 508 paires de bases et les autres produits, aspécifiques ; ou s’hybrident ces
amorces, ont tous une longueur supérieure a 1000pb (ce qui est une taille impossible a amplifier par
PCR).

Conclusion : Nous avons élaboré grace a ce travail, un couple d’amorce qui encadre le
polymorphisme SNP de I'exon 1 du géne CTLA-4 associé aux maladies auto-immunitaires qui est

considéré comme préfigurant dans plusieurs maladies graves.

Mots clés : l'auto-immunité, CTLA-4, LT, polymorphisme, amorces, PCR.
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Abstract

Introduction: Autoimmunity in humans is the result of a failure to control autoreactive cells
that occurs due to many players including CTLA-4. This molecule attenuates the costimulation
of LT by binding in competition with B7 on CD28.

Numerous studies have shown the association of a CTLA-4 gene polymorphism with a wide
variety of autoimmune diseases. These studies are mainly carried out by PCR analyzes.

During the development of these analyzes, the choice of primers constitutes a crucial step.

Objective : Design with specificity a pair of primers surrounding the SNP of exon 1 of the
CTLA-4 gene in order to subsequently initiate the analysis of the sequence of this gene by
PCR.

Goal : To use the primers designed for future research on the association of the CTLA-4 gene

SNP with autoimmune diseases by comparing genotypes of cases and controls.

Materials and methods : We carried out a bioinformatics study consisting in the search for
the genomic sequence of the CTLA-4 gene by the use of the Ensembl database, then we
used the Primer blast software to design specific primers surrounding the exon 1 of the CTLA-
4 gene and then analyze the results of this design of the primers in order to select the most

specific pair.

Results : After obtaining the complete sequence of the CTLA-4 gene containing the exons
and introns and using the Primer-BLAST software to design the specific primers, the
appropriate pair of primers is selected and which responds to a temperature of 60 ° C
hybridization. The length of the forward primer is 19 nucleotides and the reverse primer is 20
nucleotides. The GC content of the sense primer is 57% and the reverse primer is 55%. The
product which will be amplified to a length of 508 base pairs and the other non-specific
products ; where these primers hybridize, are all greater than 1000bp in length (which is a

size impossible to amplify by PCR).

Conclusion : Thanks to this work, we have developed a primer pair that frames the SNP
polymorphism of exon 1 of the CTLA-4 gene associated with autoimmune diseases which is

considered to be a forerunner in several serious diseases.

Keywords : Autoimmunity, CTLA-4, LT, polymorphism, primers, PCR.
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Introduction

Les maladies auto-immunes chroniques chez I'homme sont le résultat d'un échec de contréle
des cellules immunitaires auto réactives dans la périphérie. Ce contrble est en grande partie réalisé
par l'inhibition des cellules nouvellement activées et mémoire. Un certain nombre de voies de
régulation immunitaire négatives ont été caractérisées y compris le corécepteur de surface cellulaire
CTLA-4 (antigéne cytotoxique des lymphocytes T-4) qui est un atténuateur critique de l'activation

des lymphocytes T auto réactives (Scalapino and Daikh, 2008).

L'expression de CTLA-4 est induite a la surface des cellules T aprés avoir recu un signal de
costimulation des cellules présentatrices d'antigene (CPA) via I'engagement de CD28 sur la surface
des LT .CTLA-4 atténue cette costimulation en inhibant les fonctions relayée par CD28 et par des

effets directs sur les CPA via les mémes ligands utilisés par CD28(Olive et al., 2011).

Un grand nombre d'études d’association génétique ont identifié des polymorphismes
mononucléotidiques — Single Polymorphism Nuceotid- (SNP) a l'intérieur ou a proximité du locus

du géne CTLA-4 associés a une grande variété de maladies auto-immunes (Rosenblum et al., 2015).

Les méthodes pour distinguer et détecter ces SNP doivent étre tres spécifiques et sensibles.
A cet égard, la réaction de polymérisation en chaine (PCR) a fourni les performances analytiques

nécessaires pour de nombreuses analyses moléculaires dans ce domaine (Matsuda, 2017).

Lors de la mise au point de la PCR, le choix des amorces est crucial. Ainsi, notre travail
constitue une étape préliminaire pour des futures recherches sur I'association du polymorphisme de
CTLA-4 a lauto-immunité, cette étape est la conception d'amorces encadrant la variation et qui

serviront a amplifier la séquence SNP recherché lors d'une PCR.
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Chapitre 1. Revue de littérature

1. Les maladies auto-immunes

Les maladies auto-immunes courantes peuvent étre considérées comme des troubles dus a des
variations de la fonction de trois différents compartiments cellulaires ; le tissu cible du processus
auto-immun; les cellules présentatrices d'antigene (APC); et les lymphocytes qui dirigent et

médiatisent la réponse immunitaire adaptative(Pearce and Merriman, 2006).

rtral selection of TCRs
of T-cell subsets

al

g

MHC variants

Antigen pick up

Antigen processing
fficiency of presentation

» Autoimmune
response

Tissue vféct»ors

Figure 1. Mécanismes cellulaires qui pourraient contribuer a une maladie auto-immune

(Pearce and Merriman, 2006). APC : cellules présentatrice d’antigéne ; MHC : Complexe Major

d’Histocompatibilité ; T cell : lymphocytes T ; TCR : récepteur des cellules T.

1.1. Letissu cible du processus auto-immun

Les antigenes qui forment la cible de l'attaque immunitaire peuvent étre polymorphes et cela
pourrait refléter des variations de structure, de quantité, localisation tissulaire ou subcellulaire et
régulation de I'expression de I'antigene(Vallbracht, 2004).

2
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1.2. Les cellules présentatrices d'antigenes (CPA)

Les CPA sont cruciaux dans la capture de I'antigéne, son traitement et sa présentation aux cellules
T auxiliaires (Th). Les CPA, comme les cellules dendritiques, sont essentiels dans [l'initiation et la
perpétuation des réponses immunitaires.

Le Complexe Major d’Histocompatibilité (CMH) est le locus polymorphe le plus étudié qui a des
effets médiés par les CPA, chaque alléle du CMH (ou combinaison d'alleles) a des affinités

différentes pour les antigénes peptidiques impliqués dans l'auto-immunité(Matzaraki et al., 2017).

1.3. Les cellules Th

Le troisieme compartiment est constitué de cellules Th (CD4), qui sont les conducteurs de la
réponse immunitaire adaptative. Plusieurs alleles variants de genes avec des rdles établis dans les

maladies auto-immunes sont exprimés en cellules Th y compris le CTLA-4 (figure 2) (Scalapino
and Daikh, 2008).

MHC class II

Peptide antigen
i = —
- LY -~
i Lk, \
\. Fyn CSK : /_@-_—-‘._5 ‘.’
\ ) y \\ l
\ / £
| j i\ |
| | |
| Dendritic | CD4'Tcell |

APC \ |

\ =
. o e/ %
Nww” e /
- e

B7 CTLA.4 B ,
(CD80 and CD86) —

sCTLA4

TRENDS in Molecuiar Medicine

Figure 2. Une cellule présentatrice d'antigéne (APC) interagissant avec une cellule T

montrant le réle des molécules d'auto-immunité clés (Pearce and Merriman, 2006). PD-L1 : Mort-
ligand programmé 1 ; PD-1 : Mort cellulaire programmée 1 ; CD3 : cluster de différenciation 3 ; CD28 : cluster de

différenciation 28 ; CTLA-4 : Antigéne 4 associé aux lymphocytes T cytotoxiques ; CD80/CD86 : cluster de différenciation
80/86 ; Lck : protéine tyrosine kinase spécifique des lymphocytes ; CSK : C-terminal Src Kinase ; MHC : complexe

majeur d’histocompatibilité.

2. Antigene 4 associé aux lymphocytes T cytotoxiques (CTLA-4)
2.1. Généralités
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CTLA-4 est un homologue de cluster de différenciation 28 ( CD28) exprimé par les LT avec une
affinité élevée pour le CD 80 ( ou également appelé B7/1) et CD86 ( ou bien B7/2).(Buchbinder
and Desai, 2016; Chambers et al., 2001; Collins et al., 2002). Cette liaison de CTLA-4 avec B7/1 et
B7/2 peut empécher le signal Co stimulateur fourni par la liaison CD28 /B7, elle peut en fait
produire des sighaux inhibiteurs de synapse de récepteur des cellules T(TCR), et par
conséquence une diminution de la capacité d’interagir avec la CPA (figure 3). De ce fait, CTLA-4
est exprimé constitutivement dans les lymphocytes T régulatrices (LTreg )qui sont Les acteurs
majeurs dans la tolérance et la régulation de réponse immunitaire par le contrble ou la suppression
des fonctions des lymphocytes T effectrices (LT eff) .(Buchbinder and Desai, 2016; Chambers et
al., 2001; Parry et al., 2005).

Cellule présentatrice d’antigene

Prolifération réduite
Fonctions effectrices
supprimées

Figure 3. Conséquences des interactionB7/CTLA-4 sur les LT. (Buchbinder and Desai, 2016).
CTLA-4 indigue un antigene 4 associé aux lymphocytes T cytotoxiques ; MHC : complexe majeur d’histocompatibilité ;

TCR : récepteur des cellules T ; Treg : cellules T régulatrices.

2.2. Expression de CTLA-4

Le CTLA-4 est exprimé a la fois par les lymphocytes T CD4 (LTCD4) et les lymphocytes TCD8
(LTCDS) et dans les LT naive, LTeff, LTreg, dans les poumons, le sein, le rhinopharynx, carcinome
gastrique et 'cesophage (Santoni et al., 2018).

Une expression biaisée dans les ganglions lymphatiques, 'appendice, et autres ( moelle osseux
,vésicule biliaires , la vessie ...) (Fagerberg et al., 2014).

Il est également exprimé par les cellules non lymphoides normales notamment les fibroblastes
placentaires (Kaufman et al., 1999), les cellules leucémiques et plusieurs lignées cellulaires

tumorales (cancer de sein ,d’ovaire,...) (Contardi et al., 2005).
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Il existe 2 formes d’expressions de CTLA-4: a la surface cellulaire suite a l'activation, et

intracellulaire comme un stockage (Kwiecien et al., 2017).

2.3. Signalisation CTLA-4/CD28

L’activation des LT résulte de l'interaction du TCR avec I'antigéne présenté sur le CMH via la CPA
et la co-stimulation médiée par le CD28 /B7. Dans le cas ou le signal via le TCR est faible, la
liasison CD28/B7 prédomine entrainant un signal d’activation, une production d’interleukine 2 (IL-2)
et une prolifération et survie des LT.

Dans le cas d’un fort signal, le CTLA-4 est régulé positivement par un transport accru vers la
surface cellulaire. En compétition avec le CD28 le CTLA-4 interagit avec le B7 limitant ainsi la
production de I'IL-2 conduisant a la suppression du LTeff et 'apoptose. Ce signal est prédominé
méme si un signal Co-stimulateur est présent, et dans le contexte d’inhibition de LTeff la
différenciation des LTreg est renforcé (figure 4). (Buchbinder and Desai, 2016 ; Yakoub and
Schilke, 2019)..

Cellule présentatrice d’antigéne Cellule présentatrice d’antigene

Production de I'IL-2
Prolifération
Augmentation de la survie

Réduction de production de I'IL-2
Réduction de prolifération
Réduction de la survie

Figure 4. Inhibition médiée par CTLA-4 des lymphocytes T. (Buchbinder and Desai, 2016).

CTLA-4 indique un antigéne 4 associé aux lymphocytes T cytotoxiques ; IL-2 : interleukine-2 ; MHC : complexe majeur
d’histocompatibilité ; TCR : récepteur des lymphocytes T.

Aprés l'interaction avec B7, CTLA-4 va moduler négativement la signalisation du TCR en recrutant
le phosphoinositide-3-kinase (PI3K), SH-2, et la protéine phosphatase 2A (PP2A) limitant ainsi la
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formation de complexe protéique associée a la chaine zéta de 70 kDa (Zap70), cette signalisation
est traduite par une diminution d’expression de I'lL-2 par LT, son inhibition et son apoptose (figure
5). (Dieu-Nosjean and Caux, 2019).

Cellule
présentatrice
d’antigéne CD80 CD86

CTLA-4
Lymphocyte T SHP2 Ply
PP2A B <

Complexe *
ZAP-70

Sécrétion d’IL-2
Anergie
Apoptose
Figure 5. Principaux mécanismes de régulation de I’activation du lymphocyte T dépendante

d’un signal TCR. (Dieu-Nosjean and Caux, 2019). PI3K : phosphoinositide-3-kinase ; SHP2 :SRC domaine

d'homologie région 2 contenant de la phosphatase-2 ; PP2A : protéine phosphatase 2A, PI3K : phosphoinositide-3-
kinase, Zap70 : protéine associée a la chaine zéta de 70 kDas ; IL-2 : interleukine 2.

2.4. Fonctions de CTLA-4

CTLA-4 est une molécule hautement endocytaire qui se lie a 2 ligands distincts, CD80(B7-1) et
CD86(B7-2) conduisant a leur élimination des cellules opposées, ainsi il peut réguler la réponse
immunitaire par la réduction de la capacité de CPA a stimuler via le CD28 ce qui explique la nature
endocytaire de CTLA-4 et que le récepteur stimulateur et inhibiteur partage les mémes ligands.
Donc le systtme CD28/CTLA-4 fonctionne comme un régulateur d’activité des cellules T.
(Rowshanravan et al., 2018).

En plus de la liaison compétitive avec les ligands partagés avec CD28, le CTLA-4 augmente
l'activation des LT en produisant des signaux inhibiteurs toniques au cours de la tumorigénes et
affaiblissant la réponse immunitaire contre la tumeur. En plus, via un signal inverse de B7 le CTLA-
4 conduit a l'inhibition de la prolifération cellulaire par le catabolisme des acides aminés et il peut
supprimer la signalisation proximale de TCR en inhibant la formation de Zap70. (Wang et al,,
2016).
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Cette liaison inhibe également la progression du cycle cellulaire et les facteurs de transcription :
facteur nucléaire KB(NF-kB),facteur nucléaire des cellules T activées( NF-AT),protéine activatricel
(AP-1), et régule I'adhésion médiée par I'antigéne-1 associé a la fonction lymphocytaire (LFA-
1)(Valk et al., 2008)

Donc CTLA-4 est un régulateur négatif dans les réponses immunitaires des LT et un point de

contrble clé régulant les réponses auto-immunes et antitumorales. (Khailaie et al., 2018)

2.5. Géne CTLA-4

Le gene CTLA-4 est situé sur le chromosome 2g33.2 (figure6). il est constitué de 4 exons et 3
introns (Brunet et al., 1987).

le peptide leader est codée par I'exon 1, le domaine immunoglobine( Ig ) codé par I'exon 2, et les
domaines transmembranaires et cytoplasmiques hydrophobes sont codés par les exons 3 et
4(Kailashiya et al., 2019; Teft et al., 2006).

Il existe 3 isoformes de ce géne : une protéine CTLA-4 ( fiCTLA-4) membranaire contient 149
acides aminées ou les 4 exons sont exprimés, ainsi qu'un autre protéine mutant CTLA-4 sans
domaine transmembranaire (soluble) ( SCTLA-4) et une protéine mutante CTLA-4 dépourvu de

domaine extracellulaire et transmembranaire (Ghaderi, 2011).

N\:f”.‘_‘ N oo NeAd N gm0
NN OFMN™ N = o > 5> s > 1n ONN
Ngg‘a e o o N Rﬂgggm’, m oM
o 00000 g0 T 0508 T O O

chromosome2 AL AT TN

Figure 6. Localisation du géne CTLA-4 sur le chromosome 2 humain .

2.6. Structure de CTLA-4 et mutations

2.6.1. Structure
CTLA-4 est un membre de super famille des immunoglobulines composée d’'un domaine V ,un
domaine transmembranaire et une queue cytoplasmique .(Lee et al., 2019).
il est constitué de 2 feuilles beta, qui forment un homodimere liées par une liaison disulfure médiée
par cystéine, il contient des chaines lourds (VH) , des chaines légéres (VL) et des boucles
CDR1 ,CDR2, et CDR3 (figure 7).(He et al., 2017).
Cette molécule contient 4 exons: I'exon 1 code pour le peptide signal, I'exon 2 code pour le

domaine extracellulaire contenant les sites de liaisons au CD80/CD86 et le site de dimérisation,
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'exon 3 pour le domaine transmembranaire et I'exon 4 pour la queue cytoplasmique. (Mitsuiki et

al., 2019).

Figure 7. Représentation de la structure de CTLA-4 (He et al., 2017).

2.6.2. Mutations

Les données actuelles publiées sur les mutations CTLA-4 montrent aux totale 52 mutations

hétérozygotes CTLA-4 germinale : 30 faux sens ,11 insertions ou délétions(in/del),et 7 non-

sens, 9 entre eux dans I'exon 2 et 8 dans I'exon 3 avec 4 mutations de site de dépistage

(figure 8) (Mitsuiki et al., 2019).De ce fait, les patients atteints de mutations CTLA-4 présentent

des maladies auto-immunes, une lymphoprolifération et hypogammaglobulinémie. Les patients

peuvent également développer de nombreuse infection virales ( c’est le cas de virus d’Epstein

Barr ) (Hoshino et al., 2018). et un risque élevé de cancer (Egg et al., 2018)

La distribution de 52 mutations hétérozygotes dans la lignée germinale de CTLA-4 est montré :

30 mutations faux sens, 11 insertions ou délétion (in /del) et 7 mutations non-sens (figure 8)

(Mitsuiki et al., 2019)

Position des acides
aminés

190
1 Exon 1 37 . . .Exon 2 o 153 Exon‘3 —
- Peptide si | Domaine de liaison et de dimérisation Domaine Queue cytoplasmique
eptide sigha CD80/CD86 transmembranaire ytop g

Site Site Site
d’épissage 1 d’épissage 1 d’épissage 2

Faux-sens 1 Faux-sens 26 Faux-sens 3

In/del 5 In/del 4 In/del 2

Non sens 2 Non sens 4 Non sens 1

Figure8. la Structure et les mutations du CTLA- 4 (Mitsuiki et al., 2019).
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2.7. CTLA-4 et auto-immunité

I a été constaté que la diminution d’expression du CTLA-4 affecte a la fois la tolérance
centrale ,périphérique et la suppression médiée par les LTreg conduisant ainsi a différentes
troubles d’auto-tolérance et induisant de nombreuses déficits auto-immunes (Klocke et al., 2016).
Généralement, des niveaux accrus de CTLA-4 soluble ( sCTLA-4) sont détectés dans plusieurs
maladies incluant la myasthénie, lupus, diabéte de type 1, sclérodermie systémique, maladie
cceliaque..., de ce fait il a été suggéré que cette augmentation de taux sérique de sCTLA-4 inhibe
spécifiquement l'activation précoce de LT en bloquant I'interaction CD80/CD86 avec le CD28
(Saverino et al., 2010).

2.7.1. Polymorphisme de géne CTLA-4

Le polymorphisme dans I'un des positions du géne CTLA-4 qui peut changer aux moins une
séquence d’acide aminé dans la séquence leader, peut affecter les fonctions de CTLA-4 induisant
alors différentes types des maladies auto-immunes (Kailashiya et al., 2019). le polymorphisme de
géne CTLA-4 précisément en position +49 dans le géne (alleéle A) peut augmenter sa fonction
inhibitrice et diminuer I'activation des LT, entrainant une faible réponse immunitaire contre les
cancers et augmente le risque des maladies auto-immunes notamment sclérose systémique et
polyarthrite rhumatoide et aussi de cancer du col et de l'utérus (Tanhapour et al., 2017). il est
également impligué méme dans les maladies thyroidiennes auto-immunes (Ramgopal et al.,
2018).et d’autres maladies auto-immunes (tableau 1). Tels que le diabéte insulinodépendant, la
thyroidite de Hashimoto, la maladie cceliaque, I'orthopathie associé a la thyroide (fourni par Ref
Seq. jul 2008) la cytopénie, I'entéropathie avec des symptOmes respiratoires et neurologique
(Mitsuiki et al., 2019), maladie d’Addison et la maladie rénale néphrotique (Wolff et al., 2015).
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Tableau 1. Polymorphismes du géne CTLA-4 et diverses maladies auto-immunes. (Romo-

Tena et al., 2013).*+49 A/ G (T / A) semble étre le SNP le plus étudié. SNP : Polymorphisme mononucléotidique.

Maladie auto-immune SNP

Diabete de type 1 +49 AIG (T/A)
Le lupus érythémateux disséminé +49 A/G (T/A)

CT60 G/A

-1722 TIC
Maladie de Graves +49 A/G (T/A)

-318 C/T

CT60 G/A
La polyarthrite rhumatoide +49 A/G (T/A)
Thyroidite d'Hashimoto +49 A/G (T/IA

3. Réaction de polymérisation en chaine PCR

3.1. Définition

La réaction de polymérisation en chaine PCR est une technologie d’amplification enzymatique qui
utilise principalement 'ADN polymérase | de Thermus aquaticus (Taq Pol)) qui permet d’obtenir un
grand nombre (plusieurs millions) a partir d’'un fragment d’ADN (Garibyan and Avashia, 2013; Saiki
et al., 1985).

Aprés la publication de la méthode origine en 1985, la procédure de base de PCR a été modifiée

selon les besoins de chaque expérience.
3.2. Principe

Le principe de la PCR est basé sur I'obtention de grands quantités des séquences d’ADN a partir
d’un échantillon d’ADN, la réaction est effectuée dans un mélange réactionnel qui comporte 'ADN
matrice, la Taq polymérase, les amorces, et les quatre désoxyribonucléosides triphosphates(
dNTP) dans une solution tampon (Maheaswari et al., 2016). La réaction est réalisé

automatiquement grace a un thermocycleur (Uhel et al., 2019).
3.3. Etapes
La réaction se réalise en 3 étapes :

1_Dénaturation : a (95°C) de 30 secondes a 1 minute pour séparer les 2 brins d’ADN (figure 9).

10
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2_Hébridation : des amorces a (54-64°C) et chaque une s’apparie avec leur brin complémentaire
d’ADN dénaturé (figure 9).

3_ Elongation : & (72°C) I'ADN polymérase (Taq pol) synthése le brin complémentaire de chaque
brin d’ADN matrice a partir de dNTP dans la solution (figure 9).

Les 3 étapes forment un cycle ,et la PCR se réalise en 25 a 35 cycles ,et puisque le nombre de
copies est multipliés a chaque cycle ,par 2,donc le nombre totale de séquences copies est de 2n
apres n cycle (figure 9) (Garibyan and Avashia, 2013; Uhel et al., 2019).

G—

— ADN double brin
Echantillon Amorces
d’ADN
1.Dénaturation
/B /E
ADN
/@ polymérase l
Désoxyribonucléo
tides J o]
L » m m Cyclel
Amorcel g a
2.Hybridation des m a Amorce2
amorces 56-64°C m— -
-
i/ [\ ‘ 3. Elongation
‘ 72°C
A g
\ = — F=
B : = 2" 3
f T = = Cyclen
£
Thermocycleur <

Figure9. Principe de la réaction de polymérisation en chaine PCR.(Uhel et al., 2019).

3.4. Choix d’amorce

3.4.1. Définition

Les amorces sont des courtes fragments d’ADN avec une séquence définie complémentaire a une
partie du génes cibles qui doit étre détecté et amplifié, ceux-ci servent de point d’extension sur
lequel la Taq polymérase peut s’appuyer .(Garibyan and Avashia, 2013).

La longueur de I'amorce doit étre de 15 a 30 nucléotides ,le pourcentage de guanine et cytosine
devrait se situer entre 40 et 60% ,les températures de fusion optimales (Tm ) finale entre les 2

amorces sens et antisens ne doit pas différer plus de 5°C (Lorenz, 2012)

Ces amorces sont dits universels (Kumar et al., 2011).

11
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3.4.2. Choix d’amorces
3.4.2.1. La spécificité

Pour un bon chemin de processus de PCR ,il faut que nos amorces sont spécifique a la région
d’ADN que I'on veut amplifier, donc il faut déterminer les séquences d’amorces et d’ADN et |l
devrait y avoir un appariement parfait des bases entre I'extréemité 3’ de 'amorce et 5° d’ADN, et il
faut éviter les diméres d'amorces, la structure en épingle a cheveux da a I'hybridation
autonome(Rychlik, 1993).

3.4.2.2. Outils

Des outils de conception d’amorces polyvalent robuste et implémenté qui congoit des amorces de
PCR spécifique a une cible tels Primer 3,.BLAST ,Ensemble (Ye et al., 2012).

3.4.2.3. Chercher les bonnes amorces

v' La taille : la taille optimal d’'une bonne paire d’amorce est de 18 a 22 paires de bases
(Lorenz, 2012).

v' La température de fusion : pour laquelle 'amorce double brin se dissocie , la température
optimale Tm doit se située entre 52 et 58 °C et que la température d’appariement doit étre
d’environ 5 °C (Lorenz, 2012).

Elle se détermine par la formule : Tm = 4(G+C) +2(A+T).

v' Le pourcentage optimale en G-C doit se situé entre 40 et 60% et dans les cing derniers
bases a I'extrémité 3’ doit avoir aux moins deux pour gque la réplication peut se démarrer
(Bustin and Huggett, 2017; Lorenz, 2012).

3.5. Problématique

L’auto-immunité est un processus hautement régulé a 'aide des différents acteurs, leur
probléme majeur est di & des variations de la fonction de trois différents compartiments
cellulaires ; le tissu cible du processus auto-immun ; les cellules présentatrices d'antigene (APC) ;
et les lymphocytes qui dirigent et médiatisent la réponse immunitaire adaptative. Plusieurs alléles
variants de génes avec des réles établis dans les maladies auto-immunes sont exprimés par les
cellules Th'y compris le CTLA-4 qui est en principe un régulateur négatif dans les réponses
immunitaires des LT et un point de control clé régulant les réponses auto-immunes. De ce fait
notre travail constitue une étape préliminaire pour des futures recherches sur I'association du
polymorphisme de CTLA-4 a l'auto-immunité, cette étape est la conception d'amorces encadrant la

variation et qui serviront a amplifier la séquence SNP recherché lors d'une PCR.

12
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3.6. Objectif

Concevoir avec spécificité un couple d'amorces encadrant le SNP du géne CTLA-4 afin
d’initier par la suite la PCR.
3.7. But

Utiliser les amorces congues lors de la réalisation des futures recherches sur I'association

du géne CTLA-4 aux maladies auto-immunes.

13
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Chapitre 2. Matériel et méthodes

1. Conception des amorces pour la PCR
La bio-informatique est un outil essentiel dans la recherche fondamentale et appliquée en
biotechnologie et en sciences biomédicales. Une séquence d'amorces optimale et une concentration
d'amorce appropriée sont essentielles pour une spécificité et une efficacité maximale de la PCR.
Donc La conception des amorces est sans doute le parametre le plus important pour le succes de
ce processus.
Un couple d’amorces mal congue peut entrainer peu ou pas de produit en raison d'une amplification
non spécifigue et / ou d'une formation de diméres d’amorces, qui peut devenir suffisamment
compétitive pour supprimer la formation de produit.
Il existe plusieurs outils en ligne destinés a concevoir des amorces de PCR efficaces pour les
analyses de séquences nucléiques en biologie moléculaire.
Notre but est de fournir des recommandations générales pour la conception et I'utilisation des
amorces de PCR.

e Sélection des amorces :
Plusieurs variables doivent étre prises en considération lors de la conception des amorces pour la
PCR. Les plus importantes sont :
1.1. La longueur de 'amorce :
En général, les oligonucléotides entre 18 et 24 bases sont spécifiques de la séquence a amplifier.
La longueur de I'amorce est proportionnelle a I'efficacité de I'hybridation, I'objectif est de concevoir
une amorce dont la température d’hybridation est d’au moins 50 °C, plus 'amorce est longue, moins
I'hybridation est efficace. Le nombre de matrices amorcées diminuant a chaque étape, cela peut
aboutir a une diminution sensible de produit amplifié.
1.2. Latempérature de fusion (Tm):
Une température de fusion de 55—-72 °C donnent les meilleurs résultats, elle correspond a une
longueur d’amorce de 18-24 bases. Les deux amorces d’oligonucléotides doivent étre congues de
sorte qu’elles aient des températures de fusion semblables.
1.3. La spécificité :
La spécificité de 'amorce dépend au moins partiellement de la longueur de 'amorce. Il est évident
qu’il y a beaucoup plus d’oligonucléotides uniques a 24 paires de bases qu’a 15 paires de bases.
De ce fait, les amorces doivent étre choisies de telle sorte qu’elles aient une séquence unique dans
'’ADN matrice qui doit étre amplifié, une température de fusion de 55-72 °C donne les meilleurs
résultats. Une amorce congue avec une séquence hautement répétitive conduira a une trainée lors
de 'amplification d’ADN génomique.
1.4. Les séquences d'amorces complémentaires :
Les amorces doivent étre congues absolument sans aucune complémentarité de séquence, ni intra-

amorce ni partielle au-dela de 3 paires de bases. Si une amorce posséde une telle région d’auto-
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complémentarité, des structures partiellement doubles brin en « épingles a cheveux » peuvent se
former.
La complémentarité de séquence partielle dans les régions centrales de deux amorces, sens et
antisens, peut interférer avec I'hybridation. Si la complémentarité se situe a I'extrémité 3’ de I'une
ou de lautre amorce, la formation de diméres d’amorce se produira, ce qui, par compétition,
empéchera le plus souvent la formation du produit désiré.
1.5. Lateneur en G/C et suites poly pyrimidine (T, C) ou poly purine (A, G) :
Idéalement, les amorces devraient étre composées de 45-55 % de GC. La séquence d’amorce doit
étre choisie de telle sorte qu’il N’y ait aucune suite poly-G ou poly-C pouvant promouvoir une
hybridation non spécifique.
Les suites poly pyrimidine (T, C) et poly purine (A, G) devraient également étre évitées.
1.6. La séquence a l'extrémité 3':
Il est établi que la position terminale 3’ dans les amorces PCR est essentielle pour empécher le
désamorcage, c’est pour cela qu’elle doit étre riche en G et C.

2. Recherche de la séquence génomique de référence du géne CTLA-4
Le géne de la protéine 4 associée aux lymphocytes T cytotoxiques ou CTLA-4 ou bien CD152 est
situé sur le bras long du chromosome?2 (2933.2).
La conception des amorces commence par la recherche de la séquence de référence du gene

CTLA-4, pour cela on utilise la base de données Ensembl. En allant sur le site www.ensembl.org en

inscrivant le nom du géne et spécifier 'espéce humaine (figure 10).
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Figure 10. Recherche de la séquence du géne CTLA-4 sur la base de données Ensembl.
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La plateforme de la base de données montre ou la séquence compléte du géne peut étre trouvée
sous le code ENSG00000163599.

La séquence génomique entiere est obtenue grace a l'icbne « Séquence ».

La séquence du géne est sous divisée en séquences codantes (caractéres en rouge) et séquences

non codantes (caractéres en noir).

Pour des raisons pratiques, cette séquence est copiée dans un fichier word.

3. Conception des amorces par I'outil primer-BLAST

Dans la base de données du National Center for Biotechnology Information (NCBI) nous avons

utilisé le logiciel Primer blast dans le site https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ afin de

concevoir les amorces recherchées.

Les étapes du primer-BLAST :
Etape 1 : Copier la séquence d’intérét dans la fenétre du logiciel

Etape 2 : Renseigner la position du nucléotide du départ de 'amplification et la taille maximale de

I'amplicon souhaité.
Etape 3 : Supprimer les intervalles non souhaités

Etape 4 : Cocher show results in a new window, puis cliquer sur Get primers (figure 12).
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National Center for Biotechnology Inform Sign into NCBI

Primer-BLAST Atool for finding specific primers

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

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

PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) @) Clear Range
AAGEATGCCCAGANGAT TEAAT AALATTGGGAT TT AGGAGGACCC TTGT ACTCCAGGAAATTCTCCAAGTCTCEACTTAGT ~ E
TATCCAGATCCTCAAAGTEAACATEAAG T TCAGT TTCAAATTGAATACATTTTCCATCCATGEATTEGCTTGTTTTGTTC . ULL
AGTTGAGTGCTTGAGGT TATCT TTTCGACGTAACAGCTAAACCCACGEC TTCCTTTCTCATARAACCAAAAC AMAAAGGLT Forward primer l:l Clear
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Figure 11. L’outils Primer BLAST.
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Figure 12. La derniére étape dans Primer BLAST
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Résultats

1. Résultat de larecherche de la séquence sur ensembl

La séquence de la région d’intérét encadrant le polymorphisme de géne CTLA-4 a été obtenue en
utilisant la base de données Ensembl.

Nous avons consulté 'ensemble des SNP de géne CTLA-4, puis nous avons configuré le menu de
la base de données, de telle sorte a avoir le maximum d’informations sur 'emplacement, le code,
les transcrits, ainsi que la séquence compléte contenant les exons et les introns du géne
(figurel3).

- O
&/ Géne: CTLA4 (ENSGO000016359° X | =+ =

€ > C @ Nonsécurisé | ensembl.org/Homo sapiens/Gene/Sequence?db=core:g=ENSGO000016359%;r=2:203867771-203873965 B a % @ »Q :

BLAST/BLAT | VEP | Outils | BioMart | Téléchargements | Aide et documentation | Blog &)+ Search all species

1 Humain (GRCh38.p13) v

Emplacement: 2 203,867,771-203,873,965 (RGN | Emplois ¥

Ecrans basés sur les génes R
= Résumé Géne: CTLA4 ENSGD0000163599
Variantes dépissure

iﬂéﬂggﬁ‘ﬂqugg transcripions | | 3 gescription protéine 4 associée aux lymphocytes T cylotoxiques [Source: HGNC Symbol; Acc: HGNC 25056
& séquence Synonymes de géne €D, CD152, CELIAC3, CTLA-4, GSE, IDDM12

Il Gﬁt;l‘lgurz fg‘cflﬁpad;ij?g Emplacement Chromosome 2: 203 867 771-203 873 865 brin avant.
- i GRCh38: CMOD0664.2

Arbre génétique . A propos de ce géne Ce géne a 6 transcrits ( variants dépissage) , 209 orthologues |, 1 paralogue , est membre de 1 famille de proléines Ensembl et est associé & 11 phénolypes

Arbre de gain / perte de gene

Paralogues

Familles de protéines Ensembi . .

= Ontologies Séquence marquée @

cle} tion moléculaire

GO: Cessus biologique

Phénotypes

= Variation génétique
es

Exons Exons CTLA4 Tous les exons de celie région

Balisage chargé

S

Régulation
Reéférences extemes
Preuve a l'appul

= Historique des ID

Histoire des génes

4 Télécharger la séquence GICIT CTTTCT )
GCTTTCTATTCAAGTGCCTTCTGTGTGTGCACATGTGTAATACATATCTGGGATCARAGC
<% Partagez cette page TATCTATATARACTCCTTGATTCTGTGTGGGTTCARACACATT TCARAGCTTCAGGATCC
TGAAAGGTTTTGCTCTACTTCCTGAAGACCTGAACACCGCTCCCATARAGCC ATGGCTTG =4
18:39
01/08/2020

~ [ @ .l FRA

Figure 13. Résultat de la recherche de la séquence CTLA-4 sur Ensembl.

2. Reésultats de la conception des amorces

Le couple d’amorce ainsi congue doit répondre aux criteres suivants :

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

le produit étudié.

e Les températures d'hybridation des deux amorces doivent étre les plus proches possibles,
car la température d'hybridation lors d'une PCR est programmée en une seule température.

o Lateneur en GC doit étre proche de 40%.

e Ignorer les produits aspécifiques de plus de 1000 pb, car lors d'une PCR il est moins probable

d'amplifier une séquence de plus de 1kb.
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Figure 14. Les résultats de la conception d’amorces par Primer-BLAST.

Dans un premier temps le couple d'amorces donné par l'outil Primer-blast, forme des hybridations
aspécifiqgues mais pour donner des produits d’amplification qui sont supérieures a 3000 paires de
bases (pb), donc ce résultat n'est pas pris en compte parce que les produits de PCR de plus de
3000 pb sont difficiles & amplifier.

Les autres paires d’amorces peuvent tous amplifier des produits aspécifiques de taille inférieure a
1000 paires de bases Ces paires d’amorces sont donc a éliminer.

La paire d’amorces choisit répond aux critéres de sélections de bonnes paires d’amorces :

La température d'hybridation des amorces est de 60°C (figure 15), une température de 55 a72 ° C

donne les meilleurs résultats.

La longueur des amorces est de 19 et 20 nucléotides (figure 14). Les oligonucléotides entre 18 et
24 bases sont extrémement spécifiques de la séquence, a condition que la température d’hybridation
soit optimale. La longueur de I'amorce est également proportionnelle a l'efficacité de I'hybridation.

En général plus I'amorce est longue, moins I'hybridation est efficace.
Le couple d’amorces donne un produit d’amplification d’'une longueur de 508 paires de bases.

La teneur en GC : est de 55 et 57%. La teneur en GC d'une amorce doit étre comprise entre 40
et60%.
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Primer pair 9

Sequence (5'->3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3" complementarity
Forward primer AGCTAAACCCACGGCTTCC Plus 19 197 215 6000 57.89 4.00 1.00
Reverse primer CTTATTTGCTGCCGCCCAAC Minus 20 T04 685 6046 55.00 4.00 1.00
Product length 508

Products on potentially unintended templates
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Reverse primer 1 CTTATTTGCTGCCGCCCAAC 2@
Template 16187897 .C.C..G...........G. 16187916
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Figure 15. La bonne paire d’amorce.

3. Confirmations des résultats
Afin de vérifier la fiabilité des amorces, nous avons soumis les séquences des amorces a une
analyse de confirmation qui se fait par in silico PCR (PCR virtuelle). Ceci s’effectue par un

programme dans le site suivant : https://genome.ucsc.edu/.

Les résultats de cette confirmation ont donné le produit situé sur le chromosome 2 (figure 16).

Donc ces résultats nous confirment la fiabilité et la spécificité des amorces que nous avons congues.
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UCSC In-Silico PCR

>chr2:203867727+203863234 508bp AGCTAAACCCACGECTTCC CTTATTTGCTGCCGCCCAAC
AGCTAAACCCACGECTTCCtttctcgtaaaatcasaacaaaaaggcttc
tattcasgtgccttctgtgtgtgcacatgtgtaatacatatctgggatea
asgctatctatatasagtcctigattctgtgtgggttcanacacatttca
asgcttcaggatcctgasaggttttgctetacticctgaagacctgaaca
ccgeteccatasagecatggettgocttggatttcageggcacaaggete
sgctgaacctggctaccaggacctggecctgcactctoctgttttttett
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sggcagtgatttatagcaasgccagaagttasaggtasaactecaatety
gettggetggetotgtattccagggccageagggagcaGT TEGGCEECAG
CAMATAAG

Primer Melting Temperatures

Forward: 61.5 C agctaaacccacggcttee
Reverse: 64.9 C cttatttgctgccgeecaac . . . .
The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3.

Help

What is chr_alt & chr_fix?
Replicating_ in-Silico PCR resulis on local machine

Figure 16. Confirmation des résultats par in silico PC.

21



Conclusions et perspectives

Conclusions et perspectives

La PCR est utilisée dans de nombreux domaines de la biologie et de la médecine, y compris la
recherche en biologie moléculaire, le diagnostic médical et méme certaines branches de I'écologie.
De ce fait, il s’avére plus qu’important d’élaborer des amorces. Ces derniers doivent étre
sélectionnés afin de donner la meilleure spécificité possible, tout en maintenant un processus
d'amplification PCR efficace.

Dans la présente étude, nous avons jugé pertinent de concevoir des amorces pour étudier le
polymorphisme du géne CTLA-4, qui est un régulateur négatif dans les réponses immunitaires des
LT et un point de contrble clé régulant les réponses auto-immunes e. Et dont le produit est associé
a une grande variété de maladies auto-immunes comme les maladies thyroidiennes auto-
immunes, le diabéte insulinodépendant, la thyroidite de Hashimoto, la maladie cceliaque et
d’autres.

Nous avons élaboré grace a ce travail, un couple d’amorce qui encadre le polymorphisme SNP de
l'exon 1 du géene CTLA-4 associé a la dérégulation immunitaire qui est considéré comme
préfigurant de plusieurs maladies graves. Le couple d’amorce obtenus répond aux critéres de
sélections de bonnes paires d’amorces : une température d'hybridation de 60°C. une longueur de
'amorce sens est de 19 nucléotides et 'amorce reverse de 20 nucléotides. Une teneur en GC de
'amorce sens est de 57%. Et de I'amorce reverse de 55%. Et que le premier produit a une
longueur de 508 paires de bases (spécifique) et les autres produits sont tous une longueur
supérieure a 1000pb (aspécifique).

L’étude de la variation génétique au niveau de ce géne, consiste a utiliser ces amorces afin
d’amplifier la région encadrant le polymorphisme, ceci représente une étape préalable, et
indispensable a toute analyse de biologie moléculaire impliquant ce polymorphisme
(PCR/Séquencage, RT/PCR ...).
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Résumé

Introduction : 'auto-immunité chez 'homme est le résultat d’'un échec de contréle des cellules auto réactives qui se produit a cause
de nombreux acteurs parmi lesquels le CTLA-4. Cette molécule atténue la costimulation des LT en se liant en compétition avec le
B7 sur le CD28.

De nombreuses études ont montré I'association d’'un polymorphisme du géne CTLA-4 & une grande variété de maladies auto-
immunes. Ces études sont principalement réalisées par des analyses PCR. Lors de la mise en point de ces analyses le choix des
amorces constitue une étape cruciale.

Objectif : Concevoir avec spécificité un couple d'amorces encadrant le SNP de I'exon 1 du géne CTLA-4 afin d’initier par la suite
I'analyse de la séquence de ce géne par PCR.

Matériels et méthodes : Nous avons mené une étude bio-informatique consistant a la recherche de la séquence génomique du
géne CTLA-4 par l'utilisation de la base de données Ensembl, puis nous avons utilisé le logiciel Primer blast pour concevoir des
amorces spécifiques encadrant I'exon 1 du gene CTLA-4 et analyser, ensuite, les résultats de cette conception des amorces afin de
sélectionner la paire la plus spécifiques.

Résultats : Apres I'obtention de la séquence compléte du gene CTLA-4 contenant les exons et les introns et I'utilisation du logiciel
Primer-BLAST pour concevoir les amorces spécifiques, la paire d’amorces adéquate est sélectionnées et qui répond a une
température d'hybridation de 60°C. la longueur de 'amorce sens est de 19 nucléotides et 'amorce antisens de 20 nucléotides. La
teneur en GC de I'amorce sens est de 57% et de 'amorce antisens est de 55%. Le produit qui sera amplifié a une longueur de 508
paires de bases et les autres produits, aspécifiques ; ou s’hybrident ces amorces, ont tous une longueur supérieure a 1000pb (ce
qui est une taille impossible & amplifier par PCR).

Conclusion : Nous avons élaboré grace a ce travail, un couple d’'amorce qui encadre le polymorphisme SNP de I'exon 1 du géne
CTLA-4 associé aux maladies auto-immunitaires qui est considéré comme préfigurant dans plusieurs maladies graves.

Mots clés : I'auto-immunité, CTLA-4, LT, polymorphisme, amorces, PCR.

Abstract

Introduction: Autoimmunity in humans is the result of a failure to control autoreactive cells that occurs due to many players including
CTLA-4. This molecule attenuates the costimulation of LT by binding in competition with B7 on CD28.Numerous studies have shown
the association of a CTLA-4 gene polymorphism with a wide variety of autoimmune diseases. These studies are mainly carried out
by PCR analyzes. During the development of these analyzes, the choice of primers constitutes a crucial step.

Objective : Design with specificity a pair of primers surrounding the SNP of exon 1 of the CTLA-4 gene in order to subsequently
initiate the analysis of the sequence of this gene byPCR.

Materials and methods : We carried out a bioinformatics study consisting in the search for the genomic sequence of the CTLA-4
gene by the use of the Ensembl database, then we used the Primer blast software to design specific primers surrounding the exon 1
of the CTLA-4 gene and then analyze the results of this design of the primers in order to select the most specific pair.

Results : After obtaining the complete sequence of the CTLA-4 gene containing the exons and introns and using the Primer-BLAST
software to design the specific primers, the appropriate pair of primers is selected and which responds to a temperature of 60 ° C
hybridization. The length of the forward primer is 19 nucleotides and the reverse primer is 20 nucleotides. The GC content of the
sense primer is 57% and the reverse primer is 55%. The product which will be amplified to a length of 508 base pairs and the other
non-specific products ; where these primers hybridize, are all greater than 1000bp in length (which is a size impossible to amplify by
PCR).

Conclusion : Thanks to this work, we have developed a primer pair that frames the SNP polymorphism of exon 1 of the CTLA-4
gene associated with autoimmune diseases which is considered to be a forerunner in several serious diseases.

Keywords : Autoimmunity, CTLA-4, LT, polymorphism, primers, PCR.



