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Résumé :

Introduction : La dichotomie entre Th17/Treg joue un r6le important dans la régulation de la
santé et 'aggravation des maladies, cette dichotomie repose sur un équilibre réglable entre
les Th17 qui sont vitales pour la défense immunitaire et souvent dans l'auto-immunité, et les
Treg qui sont impliqués dans la tolérance. Le facteur clé RORyt da la différenciation des
lymphocytes Th17 il est impliqué dans cette dichotomie.

Objectif : Concevoir avec spécificité un couple d'amorces encadrant 'exon 4 du géne RORC

afin d’initier par la suite 'analyse de ce géne par PCR.

But : Montrer que notre amorce spécifique peut sert a effectuer des analyses PCR pour
exploiter la réponse Th1l7 soulignant une approche adoptive dans la modulation de la

dichotomie Th17/Treg ou bien pour détecter les altérations qui touchent notre géne.

Matériels et méthode : Cette étude repose sur la conception d’une paire d’'amorces spécifique
encadre le géene RORC par la recherche de la séquence de géne de RORyt avec l'outil

« ENSEMBL » dans la base des données NCBI sur le site « www.ensembl.org », puis on ait

recherché I'exon approprié et on ait choisi la bonne paire d’amorce a l'aide de logiciel

«Primer Blast», sur le site (www.ncbi.nlm.nih.gov) , enfin on ait confirmé et vérifié la fiabilité

de résultat avec le logiciel « PCR Insilico» ,via le site (https://genome.ucsc.edu/).

Résultats : Le gene RORC contient 9 exons. L'exon 4 a permis d’obtenir 'amorce spécifique
du géne. Nous avons obtenu 10 paires d’amorces spécifiques du géne RORC (exon 4) par
l'utilisation du programme primer blast. Finalement, on a choisi la paire d’amorce “6” qui
présente les critéres optimaux : Température de fusion (directe de 59.41 oC et inverse de 59.75
oC), longueur (directe 20 nucléotides, inverse 20 nucléotides), teneur en CG (directe 50%,
inverse 60%), amorce spécifique de 524 pb, et produits aspécifiques tous supérieurs a 1000
pb. Le logiciel « PCR In Silicon » nous a permis de localiser 'emplacement de notre produit
spécifique sur le chromosome 1.

Conclusion : En conclusion, nous avons élaboré une paire d’'amorce qui encadrent le géne
RORCc de RORYyt car elle présente les critéres optimaux, nos résultats pourrait aidée a exploiter
la réponse Th1l7 soulignant une approche adoptive dans la modulation de la dichotomie

Th17/Treg ou bien pour détecter les altérations qui touchent notre géne.

Mots clés : RORyt, Th17, Treg, PCR, la dichotomie, amorce.
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Abstract:

Introduction: The dichotomy between Th17 / Treg plays an important role in regulating
health and worsening disease, this dichotomy is based on an adjustable balance between
Th17 which are vital for immune defense and often in autoimmunity, and Tregs which are
involved in tolerance. RORVyt the key factor in the differentiation of Th17 lymphocytes, is
involved in this dichotomy.

Objectives: The objective of our study is the design of specific primers, which frame the
RORc gene of RORyt which has been implicated in the Th17 / Treg dichotomy, using

bioinformatics tools.

Aim: To show that our specific primer is used to perform PCR analyzes, and to exploit the
Th17 response underlining an adoptive approach in the modulation of the Th17 / Treg

dichotomy, or to detect the alterations that affect our gene.

Materials and methods: This study is based on the design of a specific pair of primers
flanking the RORC gene, by searching for the RORyt gene sequence with the “ENSEMBL”
tool in the NCBI database on the “www .ensembl.org ”, then | searched for the appropriate
exon and chose the correct primer pair using“ Primer Blast "software, from the site
(www.ncbi.nlm.nih.gov ), finally | confirmed and checked the reliability of the result with the

“PCR Insilico” software, via the site (https://genome.ucsc.edu/).

Results: The RORC gene contains 9 exons. Exon 4 obtained the specific primer for the gene.
We obtained 10 primer pairs specific for the RORC gene (exon 4) using the primer blast
program. Finally, we chose the primer pair " 6 " which presents the optimal criteria: Melting
temperature (forward of 59.41 °C and reverse of 59.75 °C), length (forward 20 nucleotides,
reverse 20 nucleotides), CG content (50% forward, 60% reverse), specific primer of 524 bp,
and nonspecific products all greater than 1000 bp. The "PCR In Silicon" software allowed us

to locate the location of our specific product on chromosome 1.

Conclusion: In conclusion, we have developed a primer pair that flank the RORc gene of
RORyt because it presents the optimal criteria, our results could help to exploit the Th17
response highlighting an adoptive approach in the modulation of the Th17 / Treg dichotomy

or help for detecting alterations that affect our gene.

Keywords: RORyt, Thl7, Treg, PCR, dichotomy, primer


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

uadla

Jaaill W8 051 5 () LV 138 2l g e gall WBlE g daall wlaii  Uga 1352 Th17 / Treg o pludi¥) caaly ‘datia
® RORVt (ot V) Jalal) ol 8 & LS Al Treg y «Ailal) deliall (3 ULe 5 e liall glaall (5 n el 585 T17 (12
AR (7Y = &l Th17 4 seadll WAL il

Al 8 4l &3 s3Iy RORyt = =lall RORC Cra dansd 323aa (3l il (e ) mrenal g Uilee (e gl dagd)
A sl 4ile sleall <l ol aladiuly «Th17 / Treg

& Gite B 5,d ) Th17 dlaind JiuY PCR Cllat o) Y aading Uy (aldl) gagadll Jea of JlebaY 1oaal)
L e i ) cdbaatl) e Caisl 5 Th17 / Treg abudl Joass

Ol dudis e Giadl YA Ge RORC e damy ol e (e 5 el (I sl ) 220 a5 1@kl g 3) gl
ulidl exon oe iy a3 <" www .ensembl.org" = NCBI <lly s:28 & "ENSEMBL" 311 alaaiuly RORyt
< 1530 ¢ (www.ncbi.nlm.nih.gov) a@sall e " Primer Blast "zl aladinly mosiall ol il 255 @ sl

.(/https://genome.ucsc.edu) sl xe ¢« "PCR Insilico” gebi pladiuly dadill 48 & ga (and g 2l

e zls)l 10 Glo llhas  oall sana e o Jpeanlly 4 ¢S] W maw @liguS) 9 Lle RORC o 55y 1)
oalaall oy A" 6" saeal 755 L) 8 PrimerBlast geli g plaaiuls (4 05-S)) RORC (s Auslal) ol
20 sabal i S 55 20) Jshall ¢(Rasie A2 59.75 sSe 5 drsia Aa 2 59.41 pbe) Jleai¥) 3 a da s 1l
LIS 8a3aa e Clatiag ¢ Cladi gl 50 524 (e 235 ey ¢ (oSall 760 ¢ LD 750) CG (s sinn ¢ onSe 2 S g

1 asmses KU e saadll Ui 4 50 230a% "PCR In Silicon" gl W zass <l 541 651000 oo S|

o8 Ll ae b (o) Sy el yulaal) a3 43Y RORyt - RORC (i Jainy (s 75 sk Ll caliall & - AuadIAl)
sle Jig Al el GLESY §) Th17 / Treg s Jadad 8 Jdie med e o guall Llud Al Th17 ladn) Jolada)
RUHETEN)

.primer «dichotomy ¢«PCR «Treg «Th17 <RORyt :dalidall cilalsl)


https://genome.ucsc.edu/

Avant-propos Vi

Avant-propos

Ce travail exceptionnel a été réalisé dans des conditions tres difficiles liées a la crise
mondiale “Pandémie de Covid-19” et les conditions de quarantaine. C'est avec fierté et
satisfaction que je vous présente ce travalil.

En préambule a ce mémoire nous remerciant ALLAH qui nous aide et nous donne la force,
I'espoir et la foi durant ces langues années d’étude.

J’exprime tout d’abord, mes profonds remerciements au professeur Mourad ARIBI directeur
et créateur du Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée et Immunologie “BIOMOLIM”
pour sa grande connaissance en immunologie et expérience qui nous a donné durant ces
deux années.

Je remercie Pr SMAHI Mohammed Chems Eddine, pour I'honneur qu'il m'a fait en acceptant
de m’encadrer.

J’adresse également mes remerciements a Dr. Wafa NOUARI, maitre-assistant classe B,
université de Tlemcen, pour I'honneur qu'elle m'a fait en acceptant de diriger ce travail et
pour qu’elle nous a trouvé des thémes nouveaux, extraordinaires trés adaptées aux
conditions.

Je tiens a exprimer mes sinceres remerciements a Mlle. Aida MESSAQUD, pour la
pertinence de ses remarques et pour sa gentillesse.

Je remercie I'équipe de formation d'immunologie et tous les membres de ma promotion 2020
pour leurs aides durant mes années universitaires.

Je remercie également Dr BRAHAMI Nabila et Dr BENMANSOUR Souhiela Amal de
m’avoir fait 'honneur de participer au jury de cette mémoire.

En fin, je remercie ma petite adorable famille, mes grands-parents, et ma copine
Fatima, pour leur amour, leur soutien et pour leur support mes sautes d’humeur.

J’espére les rendre fiers de moi.

A tous ce qui se sont résignés a mon existence.



Table des matieres Vii

Table des matieres

RS UM G . L. e e il
A S T ACT ..ot iv
OB Vv
F NV 2= L gL B o] 0] o Lo 1S PP Vi
Table eSS MAtiOreS ... i Vii
LiSTES S FIgUI S ..ttt viii
LiSTE dES taDI@AUX .. e et iX
Liste des abréViatioNS. .. ..cvii e X
INEFOAUCTION . et 1
1.Chapirel. Revue de la littérature ..o, 2
0 I ] o = T 0 = T 2
1110 GENEIAlItES ... 3
10,2, DEFINITION ...ttt ettt e 3
103 GNMOME .. e 3
1.1.4. Mécanisme de régulation transcriptionnelle de RORYt ..., 3
T T b o =71 ) 4
1.1.6. ROIE €L TONCHION ...ttt e 4
T TS HUCIUNE .o e 5

1.2. Lymphocyte T helper 17 (TRL7) .o 7



Table des matieres Vii

1.2, GENAIAlIES. ... 7

1.2.2. Différenciation des LTh17. ... e 7

P2 T O T4 T 1] T P 8

1.2.4. Caractéristiques et fonClioNS. ..o 8

1.2.5.La SignalisSation. ..o 9

1.2.6. Régulation de la réponse TH17 ... 10
1.2.7. FONCtioNS iMMUNITAITES ......oeeie e 11
1.3. Lymphocyte T régulateurs (Treg)....o.ou e ae e 12
1.3.1. DEfINItION ... 12
R T 1Y/ = T o 11 1 12
1.3.3. Origine et épigénélique ... 12
1,314, ROIES. ..o 13
1.4. Ladichotomie et la différenciation des sous-population Treg et Th17 ............ 13
14.1. Labalance Treg / Thl7 ... e, 14
1.5. PCR (Polymerase Chain ReaCtioN) ........ciiiiiiiiii i e 15
1.5, 1. DEFINIION. ...ttt et 15
ST T 1 15
1.5.3. LS AULBUIS ..ttt et ettt et e e 15
ST =TS =Y =T o= T 16
1.5.5. La ViSUAIISAtION. ... e 16

1. 8.8, LS B P ittt 17



Table des matieres Vii

1.6. ChoiX d’@mMOKCEeS ... 17
1.6.1. DEfiNItioN ... 17
1.6.2. Choix d’amorces de PCR........i e 17
1.6.2.1. La SPECITICIIE ..o 17
1.6.2.2. LeS OULIIS. .ot e 17
1.6.2.3. Recherche de bonNes amOrCeS. ........ouiuiiiiiii e 18
1.7, ProblEmMatiQUe. ...t 18
2.Chapitre 2. Matériels et MEthodes ..........oviiiiiiii e 19
2.1. Conception des amorces pour la PCR.........oiiiiii e 19
2.2, SElEeCtioN dES AMOICES. ... it 19
2.2.1.Lalongueur de 'amOrCe. ... ....ouiiiie i 19
2.2.2. Latempérature de fUSION (Tf) «..oueueeni e 19
2.2.3. La SPECITICITE ... i 20
2.24. Lacomplémentarite ..o 20
2.2.5La teneur en G/C et les suites poly pyrimidine (T, C) ou poly purine (A, G).......... 20
2.2.6.Laséquence alextrémite 3 ... ... 20
2.3.RORC 1 RO R . 21
2.4 Laséquence dugene RORC ... ...t 21
2.5.Le desSign de PriMer ... e e 23
2.6.Les caractéristiques d’'une bonne paire d’'amorce .............ccoiiiiiiiiieni 26

3. Chapitre 3. RESUITALS .....utiti e 27



Table des matieres Vii

3.1.Résultats de primer blast ........ ..o 27
3.2.Interprétation des résultats ... ... 28
3.3.Confirmation des rESURALS ..........ooiiiii e 29
B4 P ISPV S o ettt 29
4. Chapitre 4. Conclusion génerale...........ooiieiiiiii e 31

5. Chapitre 5. Bibliographie ... 32



Liste des figures viii

Liste des figures

Figure 1.1. Structure schématique des domaines du RORYy et leurs isoformes
Figure 1.2. Mécanisme de régulation transcriptionnelle par RORy

Figure 1.3. Fonctions Biologiques de RORyt

Figure 1.4. Structure schématique des récepteurs nucléaires

Figure 1.5. Les facteurs de signalisation et de transcription dans la régulation de la
différenciation cellulaire des Th17

Figure 1.6. La dichotomie et la différenciation des sous-population Treg et Th17
Figure 2.1 : La base de données "Ensembl”

Figure 2.2: La recherche de notre géne exact RORC

Figure 2.3: La description du géne RORC

Figure 2.4: La séquence de géne RORC

Figure 2.5 : L’'exon 4 encadrée

Figure 2.6 : L’outil Primer BLAST

Figure 2.7 : La numération des bases

Figure 2.8 : Analyse de la séquence d’intérét par le Primer blast
Figure 2.9 : I'obtention des résultats a travers le primer blast
Figure 2.10 : La confirmation de notre gene

Figure 3.1 : Résultat de primer BLAST

Figure 3.2 : Résultat 2 de primer BLAST

Figure 3.3 : Résultat 3 de primer BLAST

Figure 3.4 : Confirmation des résultats par le logiciel PCR In Silico



Liste des tableaux

Liste des tableaux

Tableau 01 : résultats de la conception



Liste des abréviations

Liste des abréviations

A

AHR : Aryl hydrocarbon receptor

AF : fonction d’activation

AR :récepteur des androgénes

ARN : Acide ribonucléique

AP : protéine activatrice

B

BATF : Basic leucine zipper transcription factor facteur de transcription activant les cellules B
B-cell lymphoma-extra large

C

CCL: CC chemokine ligands

CCR: CC chemokine receptor

CD: cluster of differentiation

CMH : complexe majeur d'histocompatibilité

CNS : séquence non codante conservée

CTE : extension C-terminale

CTLA4 : cytotoxic T-lymphocyte antigen-4

CXCL: C-X-C ligand

D

DBD: DNA-binding domain

DN : double négatif

DP : double positif

E

E-FABP : protéine de liaison aux acides gras épidermiques
ER : récepteur des cestrogénes

F

FOXP3 : forkhead box P3

G

G-C SF: Granulocyte-Colony Stimulating Factor

GITR: glucocorticoid-induced tumor necrosis factor-related receptor
GM-CSF: Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

GR : récepteur de glucocorticoide



Liste des abréviations

I

INF : Interféron

IL- : Interleukin

IRF : facteur inductible par l'interféron

L

LB : Les lymphocytes B

LBD : ligand binding domain

LT Rb : récepteur de lymphotoxine-b

LTi : cellules inductrices du tissu lymphoide

M

MCP1: Monocyte Chemoattractant Protein

N

NFAT : facteur nucléaire des cellules T activées

NR : récepteurs nucléaires

NOD?2 : nucleotide oligomerization domain receptors
P

PAMP : Pathogen Associated Molecular Patterns
PNN : polynucléaires neutrophiles

PPARY : récepteur activé par proliférateur de peroxysome y
PTREG : Tregs périphériques

R

RAR : récepteur de I'acide rétinoique

ROR : récepteurs orphelins liés aux acides rétinoides
RORE : les éléments de la réponse ROR

RORVyt : récepteur orphelin lié a l'acide rétinoique yt
S

Smad : small Mothers Against Decapentaplegic
SOCS : suppresseurs de la signalisation des cytokines
SP : simple positif

STAT : transducteur de signal et activateur de transcription
T

TCR : récepteur des cellules T

Th : T helper cells

TGF: Transforming Growth Factor



Liste des abréviations

TGF B: Transforming Growth Factor-beta
TLR2: Toll-like receptors

TNF: tumor necrosis factors

T TREG : Treg thymique

TR : récepteur de I'hormone thyroidienne
\%

VDR : récepteur de la vitamine D



Introduction

Introduction

Les lymphocytes T CD4 + jouent un réle majeur dans la défense contre les maladies
en orchestrant le systéme immunitaire. Le bon fonctionnement du compartiment des cellules
T CDA4+ base sur un équilibre réglé entre les différents sous-ensembles de lymphocytes T.
La division du support CD4 était précédemment supposée étre dominée uniqguement par les
sous- ensembles T helper 1 (Thl) et Th2, alors que les preuves récentes montrent que les
cellules Thl7 et les cellules T régulatrices (Treg) jouent également un rdéle important dans la
régulation de la santé et l'aggravation des maladies comme l'auto-immunité et le cancer. La
dichotomie entre les cellules Th17 et Treg est extrémement importante pour le maintien d'un
environnement immunitaire sain et fonctionnel, ainsi que des effets nocifs se produisent

lorsque I'homéostasie entre ces deux sous-ensembles est perturbée.

Les cellules Th17 sont des acteurs vitaux pour la défense de I'hdte contre les agents
pathogenes, mais elles sont également impliquées dans des troubles auto-immunes et dans
le cancer. Cependant, Les Treg sont nécessaires pour l'auto-tolérance et la défense contre
l'auto-immunité mais sont souvent en corrélation avec la progression du cancer. Les cellules
Th17 provoquent, tant que les cellules Treg inhibent, I'auto-immunité (Duan et al., 2014;
Knochelmann et al., 2018; Lee, 2018).

La génération réciproque des cellules Th17 et Treg est une importance critique. Il existe
plusieurs facteurs qui influencent la génération et la dichotomie entre ces cellules, notamment
des signaux TCR, des signaux Co-stimulateurs, des sighaux des cytokines et de la stabilité
des facteurs de transcriptions ROR gamma t et FoxP3 (Duan et al., 2014; Lee, 2018; Rutz et
al., 2016).

Le récepteur nucléaire ROR gamma t est un isoforme de RORYy spécifique aux
lymphocytes T et un facteur de transcription clé pour le programme de la différenciation de la
ligné des cellules Th17 et pour leur fonction. Il est impliqué directement dans la dichotomie
Th17 /Treg (Rutz et al., 2016).

La PCR est largement utile dans divers domaines cliniques et scientifiqgues. Les tests basés
sur la PCR, effectuent des études qualitatives et quantitatives génomiques sophistiquées

d'une maniére sensible et rapide.

Dans la mise au point de la PCR, le choix des amorces est essentiel pour une
amplification efficace. Dans cette d’ordre d’idée, cette étude a pour objectif de concevoir des
amorces du géne (RORC) exprimé par les lymphocytes Th17 au cours de la dichotomie Th17

/Treg.
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1. Chapitre 1. Revue de la littérature

1.1. ROR gamma t

1.1.1. Généralités
Les récepteurs nucléaires (NR), composent une grande famille de facteurs de transcription
, qui contrélent I'expression des génes complexes dépendant ou non d’'un ligand (Rutz et al.,
2016). lls sont responsables des principaux aspects du développement des eucaryotes, de la
différenciation cellulaires, de 'hnoméostasie métabolique et de la reproduction cellulaire (Bain
et al., 2007).

La superfamille de NR est divisée en trois familles :

e Des récepteurs pour les hormones stéroides comme le récepteur des cestrogénes
(ER), le récepteur de glucocorticoide (GR) ou le récepteur des androgénes (AR).

e Des récepteurs pour les ligands non stéroidiens, tels que le récepteur de l'acide
rétinoique (RAR), le récepteur de I'hormone thyroidienne (TR) ou le récepteur de la
vitamine D (VDR).

e Un certain nombre de récepteurs qui se lient a divers produits de métabolisme lipidique,
y compris les acides gras et les prostaglandines (Rutz et al., 2016).

Un certain nombre de NR (17 NR sur 48 NR) sont dits récepteurs orphelins pour lesquels leurs
ligands régulateurs n'ont pas été bien identifiés (ou des ligands nouvellement identifiés par
exemple : les acides biliaires) (Bain et al., 2007). Ces récepteurs orphelins liés aux acides
rétinoides (ROR) se composent de trois membres : ROR a, ROR 3 et ROR y , également
appelé NR1F1l, NR1F2 et NR1F3 (selon le Comité de Nomenclature des Récepteurs
Nucléaires) ou RORA, RORB et RORC (selon le Comité de nomenclature des genes humains)
(Rutz et al., 2016).

Chague géne ROR génére ses isoformes grace a une combinaison d'utilisation d'exon et
d’épissage de promoteur (Figure 1.1). Ces isoformes ne different que par des domaines
aminoterminals. Les ROR et leurs isoformes difféerent aussi dans leur expression spécifique
aux tissus et régulent des processus physiologiques et des genes cibles différents. (Jetten,
2009a; Jetten and Joo, 2006).
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Figure 1.1. Structure schématique des domaines du RORYy et leurs isoformes (Rutz et
al., 2016). RORyt est généré par un épissage alternatif de promoteur dans le domaine variable
AB. Les autres régions de la protéine sont le DBD, la région charniére (H) et LBD contenant
la fonction d’activation 2(AF2). L'utilisation de exons 1y pour produit la protéine RORYy. lIs sont
remplacés par un exon unique (exon 1yt) pour enfin produire I'isoforme immuno-spécifique
RORyt (Les 24 premiers acides aminés de RORYy sont remplacés par 3 résidus del'exon1yt).

1.1.2. Définition

Le récepteur nucléaire RORyt est une isoforme de RORYy spécifique aux cellules immunitaires
(lvanov et al., 2006). Les expériences montrent que les souris déficientes en RORyt
représentent les caractéristiques suivantes : un manque de plaques de Peyer, des follicules
lymphoides isolés dans le l'intestin et les ganglions lymphatiques périphériques sont perdus.
L’anomalie de ces structures lymphoides, expliquent I'absence de cellules lymphoides T
inductrices (LTi) de tissus chez ces souris déficientes, notez que les LTi dépendantes de
RORVyt. (Eberl et al., 2004; Eberl and Littman, 2003)

1.1.3. Génome:

Les résultats ont révélé que le géne RORC a une structure complexe composée de 11 exons
séparés par 10 introns. Bien que la plupart des isoformes ROR sont contrdlés par différents
promoteurs, mais la régulation transcriptionnelle de leur expression spécifigue aux tissus et
n'est pas tres identifié. (Jetten, 2009b; Medvedev et al., 1997)

Le géne murin se localise sur le chromosome 3 dans la région 3F2.1-2.2, et le RORC humain

se trouve sur le chromosome 1 g21.3, et couvre environ 24 Kb. (Medvedev et al., 1997)

Jusqu'a présent, la présence des mutations de perte de fonction en RORy ou RORyt, elle n’a
pas trés identifié. (Okada et al., 2015)

1.1.4. Mécanisme de régulation transcriptionnelle de RORyt
e Deux mécanismes de régulation transcriptionnelle de RORyt ont été identifiés :

3
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La liaison d'un agoniste a RORyt induit le recrutement de divers coactivateurs visant a
recruter 'ARN polymérase I, nucléotidyl transférase responsale de la transcription des
genes cibles.

En revanche, la présence d'un antagoniste, des corépresseurs sont recrutés au RORyt
et la transcription de géne cible est réprimée. (Figure 1.2)

coactivateur

R
0
Ligand agoniste ] o : .
L [—. transcription du géne cible

Corépresseur
Ligand

antagoniste pas de transcription du géne cible

YVY\/,
\ A A X

Figure 1.2. Mécanisme de la régulation transcriptionnelle par RORyt (Rutz et al., 2016).
1.1.5. Expression

L’ARNmM du RORYy a été détecté dans plusieurs tissus y compris les reins, le foie, les muscles,
le cceur, les poumons et le cerveau, mais l'expression de RORyt est limitée aux tissus
lymphoides et un certain nombre des cellules lymphoides (Rutz et al., 2016).

1.1.6. ROole et fonction
Les preuves actuelles montrent que les récepteurs orphelins peuvent hétérodimériser ou se
lier sous forme de monomeres aux éléments de la réponse afin de remplir leur fonction (Bain
et al., 2007).

Pendant la formation des organes lymphoides, les cellules stromales expriment le récepteur
de lymphotoxine-b (LTbR), et les cellules inductrices du tissu lymphoide qui résident les
ganglions lymphatiques au cours de développement expriment la lymphotoxine-al et b2.
L'interaction de ces deux derniers entraine une régulation positive des molécules d'adhésion
et des chimiokines, qui facilitent I'attraction et I'accumulation des cellules hématopoiétiques,
dans le site de développement des cellules secondaires des organes lymphoides.
L'expression de RORyt est requise pour la différenciation de ces cellules LTi (Eberl et al.,
2004; van de Pavert and Mebius, 2010).

RORVyt est un régulateur clé de la thymopoiése. En absence de RORVt, les souris présentent

une atrophie thymique séveére. L'expression de RORyt induit le passage du double négatif



Chapitre 01 Revue de la littérature

(DN) au double positif (DP) dans le stade de développement des cellules T thymiques (Rutz
et al., 2016). De plus, 'absence de RORyt cause une diminution importante du nombre des
thymocytes CD4 + CD8 + (DP) et CD4 + CD8 - et CD8 + CD4 - mature simple positif (SP).
Cela est di a une augmentation significative de I'apoptose dans les cellules DP thymiques
.(Rutz et al., 2016). En effet, I'expression ciblée de Bcl-xL (facteur anti-apoptotique, B-cell
lymphoma-extra large) est contrdlée par le promoteur RORyt. Ces souris déficientes en
RORyt, semblent initialement saines mais a I'age de 4 ans environ 50% des souris présentent
des lymphomes thymiques (Figure 1.2). (Rutz et al., 2016)
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Figure 1.3. Fonctions Biologiques de RORyt (Rutz et al., 2016). 1. I'expression de RORyt est
dépendante, pour le développement de cellules LTi, qui permet le développement des organes lymphoides. 2.
Pendant le développement thymocytaire, RORyt est exprimé dans cellules DP, qui est obligatoire pour leur survie
et pour controler I'expression du facteur Bcl-xL. 3. RORVyt est le facteur clé de la transcription des Th17. 4. cellules
immunitaire dépendantes du RORyt, dans une addition a Th17 cellules, nombreuses autres cellules immunitaires
aussi expriment RORyt. Les cellules Tc17 (un sous-ensemble des cellules CD8+), Les cellules gdT
(principalement situé dans la peau et l'intestin), les cellules T résidentes dans les tissus et les LTi et les cellules
mugueuse associé invariant T (MAIT). Ces cellules ne produit pas seulement IL-17.

1.1.7. Structure

Les études ont montré que ces récepteurs nucléaires contenaient deux sous-unités basiques

de structure :

La premiére sous-unité est sous forme un domaine de liaison au ligand au niveau de C-
terminal : (LBD) et une liaison & 'ADN est située dans le centre : (DBD). (Hu et al., 2015;
Stehlin-Gaon et al., 2003).
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Le domaine de liaison au ligand “LBD” occupe un certain nombre de fonctions. Comme son
nom indigue (ligand binding domain), il contient une poche intérieure spécifique, pour relier le
ligand et une fonction pour I'activation de la transcription (AF-2), également nommée (Helix
12) régulée par un ligand. Ce domaine est nécessaire, pour le recrutement des divers
coactivateurs et corépresseurs. Les coactivateurs ont la capacité d'interagir avec les protéines,
remodelant la chromatine et la machinerie d'activation de la transcription (Rutz et al., 2016).
Le LBD est un médiateur principal dans l'autoassemblage, nécessaire pour la liaison des
éléments de réponse a I'ADN de haute affinité (Jin et al., 2010; Rutz et al., 2016). Enfin, il
adopte un pli a trois couches conservé de 12 hélices a (H1-H12), avec deux ou trois brins
formant une structure en feuille plus courte (Rutz et al., 2016) ,H12 contient le motif consensus
AF-2. (Kallen et al., 2004, 2002).

La deuxieme sous-unité est le DNA-binding domaine (DBD). Elle lie le récepteur aux éléments
hexanucléotidiques situés dans les promoteurs nucléaires, servant comme un transmetteur
allostérique d'information a d'autres régions de la molécule réceptrice. D’autre part, le DBD est
connecté au LBD via une courte séquence d'acides aminés nhommée « séquence charniére
H » (hinge). La propriété fonctionnelle compléte de cette derniére n’est pas encore identifiée,
la phosphorylation de la séquence charniere conduit a une activation de la transcription (Bain
et al., 2007 ; Hu et al., 2015 ; Rutz et al., 2016 ; Santorin et al., 2015).

DBD est composé de 66 acides aminés dont 9 résidus de cystéine parfaitement conserves.
Ce domaine contient deux séquences riches en lysine, cystéine et arginine, formant des
structures de doigts contenant la molécule de zinc. Ce motif en doigt de zinc, retrouvé dans
d’autres facteurs de transcription, permet au récepteur de se fixer sur la double hélice d'ADN.
(Rutz et al., 2016). Il reconnait également les éléments de la réponse ROR communs (RORE)
avec une séquence consensus (WWCWAGGTCA, W = A ou T) (Giguere et al., 1994;
Medvedev et al., 1996)

La P-box située dans le DBD, formant une boucle entre les deux derniéres cystéines dans le
premier doigt de zinc, reconnait le motif central dans la rainure principale de I'ADN. (Rutz et
al., 2016). Des résidus supplémentaires immédiatement en aval du deuxiéme motif de zinc,
nommeé extension C-terminale (CTE), déterminent la spécificité de la liaison ROR a I'ADN. (Jin
et al., 2010)

Contrairement a la plupart des NR, qui se lient a 'ADN comme hétérodimeres ou
homodimeéres, RORyt lie leur RORE sous forme de monomeéres (André et al., 1998; Giguére
et al., 1995; Medvedev et al., 1996). La région N-terminale liée au DBD contient des résidus

qui activent la fonction transcriptionnelle nommée AF-1, qui peut fonctionner comme un
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activateur de transcription indépendant du ligand. AF-1 peut également fonctionner en
synergie avec AF-2 (incorporée dans le LBD) (Bain et al., 2007; Rutz et al., 2016).

En résumant, RORyt est constitué d'une structure complexe et modulaire qui comprend un
domaine de liaison au ligand C-terminal, et un domaine de liaison a I'ADN situé au centre
responsable de multiples fonctions pour l'activation transcriptionnelle. Les interactions
allostériques entre les sous-unités sont essentielles a la capacité de ces récepteurs nucléaires
pour fonctionner comme des commutateurs efficaces de la régulation des géenes. Ces
interactions sont couplées a des changements subtils de structure (Figure 1.4) (Bain et al.,
2007).

i

Figure 1.4. Structure schématique des récepteurs nucléaires (Bain et al., 2007).

AF : fonction d’activation ; DBD : le domaine de liaison a 'ADN ; H :la région charniére ; LBD : le domaine de
liaison au ligand. Ci-dessous, une vue étendue du DBD indiquant les emplacements relatifs de la boite P, de la
boite D, de la boite T, de la boite A, de I'hélice 1, de I'hélice 2 et du C-terminal d’extension (CTE).

1.2. Lymphocyte T helper 17 (Th17)

1.2.1. Généralités
Avant ['élucidation de la cellule T helper 17 (Thl17), en tant que sous-ensemble unique des
lymphocytes T CD4+, les chercheurs pensaient que les cellules T CD4 + effectrices
entierement différenciées existaient sous deux formes : les cellules Thil, les effecteurs de
limmunité a médiation cellulaire, et les cellules Th2, qui favorisent la réponse humorale
(Eisenstein and Williams, 2009a). Les cellules Th17 comme indique leur nom sont définies
comme des lymphocytes T CD4+ sécrétant principalement des quantités importantes
d'interleukine 17A (IL-17A) (Alizadeh et al., 2013a)

1.2.2. Différenciation des LTh17:
Chez la souris, plusieurs cytokines vont jouer un réle dans I'expansion des LTh17. Les
cytokines IL-6 et Transforming Growth Factor-beta (TGF-B) vont induire la différenciation des
LTh 0 en LTh17, avec la présence des cytokines inflammatoires comme IL-1, IL-18 et tumor
necrosis factors (TNF-a). IL-6 et TGF-B sont indispensables a la différenciation des Th17 par

l'induire de la sécrétion autocrine d’IL-21 qui entraine I'expression de : CCR6 (récepteur de la
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chémokine), CCL20 (chemokine ligands), récepteur de I'lL-23 (IL-23R) et le facteur de
transcription RORyt. Ainsi que les macrophages et les cellules dendritiques stimulés par les
cytokines inflammatoires (IL-1 et IL-6) secrétent IL-23, qui aide a la I'expansion et la
stabilisation des cellules Th17 en se fixant a I'lL-23R des LTH17, cette liaison (IL-23/IL-23R)
induire la sécrétion des cytokines caractéristiques de LTh17 : IL-17F, IL-17A et IL-22. (Samson
etal., 2011)

RORyt est le principal facteur de transcription des LTH17, il va stimuler STAT3 et la synthése
d’'IL-17A et F. D’autres facteurs de transcription participent en synergie avec RORyt comme
RORa, interféron régulatoire facteur 4 (IRF4) et aryl hydrocarbon receptor (AHR), mais RORyt
reste le facteur clé de la transcription le plus spécifique des LTH17. (Samson et al., 2011)

1.2.3. Origine
Il a été démontré que, les LTh17 ne générent pas a partir LThO humains en présence d’IL-6 et
de TGF-B seuls. Ces deux derniers n’étant capables d’induire que I'expression de RORyt, mais
pas la sécrétion d’IL-17 (Samson et al., 2011). Chez 'homme, la différenciation est obtenue
sous I'action conjointe de I'lL-1 et I'lL-23 ou I'lL-6 et I'lL1 avec I'association de TGF- (Samson
etal., 2011).

Le précurseur LTh CD4+CD161+ humains est présent dans le thymus, le cordon ombilical et
le sang périphérique. Ce précurseur exprime de maniere constitutive RORyt et IL-23R. Selon
I'environnement cytokinique, il peut se différencier en LTh1, LTh2 ou en LTh17. La présence
d’IL-23 avec IL-1 dans I'environnement favorise la différenciation en LTh1 ou LT17, alors que
l'ajout de TGF- 8 inhibe I'expression de T-bet mais pas de RORyt, générant donc les Th17
seulement. Les LThO qui n’expriment pas le CD161+ sont donc incapables de se différencier
en LTh17 en présence d’IL-23 et d'IL-1. (Samson et al., 2011)

1.2.4. Caractéristigues et fonctions
Les caractéristiques phénotypiques principales des LTh17 humains sont représentées par une
expression élevée de CCR6, CCR4, CCR2, IL-23R et RORyt et I'absence d’expression de
CCR5. Les LThl7 sont caractérisés aussi par la sécrétion des différentes cytokines,
essentiellement pro-inflammatoires (I'lL-17A, I'lL-17F et I'lL-22). Elles participent & la réponse
antiinfectieuse vis-a-vis des pathogénes non pris en charge par les autres lymphocytes et

jouent un réle dans I'entretien ou 'émergence de pathologies dysimmunitaires.

IL-17A et IL-17F, sont des interleukines les plus sécrétées par les LThl7, favorisent
I'activation, le recrutement et la migration des macrophages et des polynucléaires neutrophiles
(PNN) via la stimulation de la production des chémokines (CXCL1, CXCL8 ou IL-8, CXCL10,
MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein)) par les macrophages, les PNN et les cellules

épithéliales (cellules coliques, cellules bronchiques, synoviales...). (Samson et al., 2011)

8
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L’IL-17A et F augmentent l'inflammation locale et la destruction des tissus, provoquent la
synthése des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1, TNF-a) ; de Granulocyte-Colony
Stimulating Factor (G-CSF) et de Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF), qui stimulent la granulopoiése, et la synthése des prostaglandines et des
métalloprotéases. Les cytokines IL-6 et IL-1 produites par les cellules déja stimulées par I'lL-
17 au niveau du site inflammatoire, vont induire une sécrétion d’IL-23 par les cellules
dendritiques et les monocytes, ce qui va augmenter la production d’'IL-17 par les LTH17. L’IL-
17 participe aussi a la formation des centres germinatifs ou les lymphocytes b (Lb) vont subir
leurs mutations somatiques pour 'augmentation de la spécificité des anticorps sécrétés.
(Samson et al., 2011)

Les LTh17 produisent IL-22 et IL-22R sont exprimé d’une maniére ubiquitaire par les cellules
endothéliales et les cellules épithéliales. L’IL-22 favorise la protection anti-infectieuse au sein
des épithéliums en provoquant la production de substances antimicrobiennes comme les
défensines. Elle augmente également la résistance transépithéliale et la prolifération des

cellules épithéliales. (Samson et al., 2011)

1.2.5. Lasignalisation
La stimulation du TCR active I'expression des génes des facteurs de transcription et induit la
prolifération des LTh. Le facteur de transcription activant les cellules B (BATF) est activé lors
de la stimulation du TCR et stimule la transcription du gene IL-17. La stimulation de TGF-3
induit a la fois I'activation de FoxP3, RORyt et RORa. Des concentrations élevées de TGF-3
augmentent I'expression de FoxP3 par l'activation de SMAD4 et induisent par la suite la
production de TGF-B et suppriment l'activitt RORyt et la différenciation des Th17. Mais, la
présence des cytokines IL-6 ou IL-1 active le transducteur de signal et l'activateur de la
transcription STAT3 qui induit I'expression génique des récepteurs d’IL-21 et IL-23, activant
une régulation positive autocrine d'IL-21 pour la différenciation des Th17. De plus, IL-1 induit

IRF4 qui a son tour stimule la transcription de géne IL-17.

T-bet et Ets-1 antagonisent l'activité RORYy et fonctionnent donc comme des suppresseurs du
développement des cellules Th1l7, et PPARYy supprime la transcription intrinseque du géne IL-
17 en blogquant I'élimination induite par l'activation des complexes répresseurs du promoteur
du géne IL-17. SOCS1 et SOC3 modulent réciproquement la différenciation des cellules Th17.
(Figure 1.5)
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Figure 1.5. Les facteurs de signalisation et de transcription dans la régulation de la

différenciation cellulaire des Th17 (Hwang, 2010). TCR : récepteur des cellules T; NFAT : facteur
nucléaire des cellules T activées; AP : protéine activatrice; BATF : facteur de transcription activant les cellules B;
IL-17 : interleukine-17; TGF B : transformant le facteur de croissance B; RORyt : récepteur orphelin lié a I'acide
rétinoique y t; STAT : transducteur de signal et activateur de transcription; IRF-4 : facteur 4 inductible par
l'interféron; E-FABP : protéine de liaison aux acides gras épidermiques; PPARYy : récepteur activé par proliférateur
de peroxysome y; SOCS, suppresseurs de la signalisation des cytokines.

1.2.6. Régulation de la réponse TH17

Certains agents microbiens, stimulent les cellules dendritiques (DC) pour sécréter I'lL-12 et
I'lL-23. En fonction de la dominance de ces cytokines, la différenciation se fera vers Thl ou
Th17. Certains signaux de danger d’origine microbienne (PAMP) ont été déterminés comme
inducteurs de la production d’IL-23 par les DC. Ces facteurs incluent les lectines de type C et
le zymogene via NOD2, le Toll-like receptors (TLR2), les peptidoglycanes (des substances
exprimées par le Candida albicans) et les récepteurs des lectines de type C comme dectin-1.
(LeibundGut-Landmann et al., 2007; Samson et al., 2011; van Beelen et al., 2007)

Par contre, certaines cytokines inhibent le développement des LTh17. Les cytokines comme
IFN-y et IL-4 induisant les voies LTh2 et LTh1, vont réguler négativement la différenciation de
TH17 (Miossec, 2007; Tesmer et al., 2008). Un autre puissant inhibiteur des LTh17 est I'lL-
27, il inhibe le développement des maladies auto-immunes induites par les LTh17 telles que
'encéphalite auto-immune expérimentale (Batten et al., 2006; Stumhofer et al., 2006, p. 27).

IL-2 est un inhibiteur de développement des LTh17 murins. Il induit le développement des Treg
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par linhibition de I'expression de RORyt avec la stimulation de I'expression de Foxp3 via
STATS5.(Samson et al., 2011, p. 17)

Des travaux récents, démontrent que l'acide rétinoique secrété par les cellules dendritiques
des muqueuses, pourrait inhiber 'expression des LTh17 au profit des LTreg. Aussi les cellules
dendritigues CD103+ des organes lymphoides, des muqueuses et des organes lymphoides
de lintestin qui secrétent TGF-B et de I'acide rétinoique sont des inducteurs puissants de
LTreg, ce qui explique la faible infiltration des LTh17 dans les muqueuses intestinales. Donc
a ce niveau, il existerait un équilibre entre les défenses anti-infectieuses contre les germes
pathogénes (role des LTH17) et la tolérance vis-a-vis des germes considérés comme

commensaux (réle des Treg). (Coombes et al., 2007)

Enfin, les LTh17 humains semblent moins sensibles, par rapport aux autres populations
lymphocytaires a I'action suppressive des Treg et résistent a I'action suppressive du TGF-f3.
Les LTh17 ont la capacité d’échapper a certains des mécanismes périphériques de la
tolérance, favorisant I'entretien et 'émergence de pathologies auto-immunes et inflammatoires
(Samson et al., 2011).

1.2.7. Fonctions immunitaires :
Il a été montré que les LTh17 jouent un réle défenseur contre les infections pathogénes,
I'évaluation de la réponse Th17 a été obtenue par I'utilisation des modéles dans lesquels un
des genes essentiels dans la réponse était validé, comme la sous-unité de I'lL23, les génes
de p19, de I'lL-17 ou du récepteur de I'lL-17A. (Samson et al., 2011)

Les pathogenes induisant la réponse Th17 ne sont pas bien identifiés, mais il a été démontré
gue certains types de micro-organismes comme Cutibacterium acnes, Citrobacter rodentium,
Helicobacter pylori, Aspergillus fumigatus, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Bacteroides spp, Mycobacterium tuberculosis et Candida albicans, causent une réponse Th17
avec une forte sécrétion d’'IL-17. L’importance de la réponse Th17 dans les infections

parasitaires et virales est controversée. (Samson et al., 2011)

Parmi les mécanismes incriminés, pour déclencher une réponse essentiellement Th17 par les
agents infectieux, on invoque les propriétés du facteur pathogéne lui-méme qui stimule les
cellules de limmunité innée pour synthétiser des cytokines inflammatoires particuliéres
comme I'lL-23. Les patients qui ont un déficit génétique dans la réponse IL-23/IL-17 ne peuvent
pas contrbler les infections fongiques (Ma et al., 2008). Mais l'inflammation médiée par une
production dérégulée d’IL-17 causerait I'activation de LTh17 pathogénes qui entretiendraient

linflammation chronique sans I'éradication des agents infectieuses. (Samson et al., 2011)
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Le rble principal de I'lL-17 secrétés par les Thl7 dans la réponse anti-infectieuse est la
stimulation et linitiation de la granulopoiése et le chimiotactisme des PNN. (Samson et al.,
2011)

Les travaux ont montré l'implication des LTh17 dans plusieurs maladies inflammatoires et
auto-immunes comme la sclérose en plaque, la maladie de Crohn, le rhumatisme
palindromique, les maladies inflammatoires digestives et le psoriasis... (Samson et al., 2011,
Tesmer et al., 2008; Wilson et al., 2007)

1.3. Lymphocyte T régulatrices (Treg)

1.3.1. Définition
Les cellules T régulatrices (Treg) sont des éléments centraux pour le maintien de
I'hnoméostasie immunitaire et la tolérance immunologique avec des propriétés
immunosuppressives puissantes. Ces cellules sont définies par une expression stable du
facteur de transcription spécifique a la lignée ‘Foxp3’ et des quantités élevées de CD25+
(chaine a du récepteur de I'lL-2). (Plitas and Rudensky, 2016)

1.3.2. Marqueurs
Les marqueurs exprimés par les Treg y compris CD25+, CD4+, CTLA-4 et le récepteur du
facteur de nécrose tumorale induit par les glucocorticoides (GITR), sont hautement régulés de
maniere dépendante du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) lors de I'activation de ces
lymphocytes. Plusieurs études ont permis d'identifier un marqueur spécifique de ces cellules
et qui augmente leur capacité suppressive, c’est le Foxp3 (facteur de transcription de la famille
forkhead), un membre codé par le chromosome X. Il agit comme un facteur essentiel de la
spécification de lignée et la différenciation des Tregs (Fontenot et al., 2003; Hori, 2003). La
mutation de perte de fonction de Foxp3 est responsable des maladies auto-immunes mortelles
et toutes les manifestations cliniqgues de la déficience en Foxp3 sont dues au manque des

Treg fonctionnels (Plitas and Rudensky, 2016).

1.3.3. Origine et épigénétique

La différenciation des Treg dérivées du thymus (tTreg), dépend d’'une haute interaction de
CMHII avec les complexes auto-peptides et la signalisation de récepteur d’IL2. Les tTreg sont
responsables de la tolérance des auto-antigénes (Hsieh et al., 2006; Josefowicz et al., 2012).
Cependant, Les Treg générés en dehors de thymus ou les Tregs périphériques (pTreg)
principalement dans lintestin se développent a partir de précurseurs des cellules T et
nécessitent une stimulation antigénique tolérogénes, c’est-a-dire une costimulation optimale,
une forte signalisation de TCR, des quantités de TGF-B et d'acide rétinoique qui permettent
I'induction de Foxp3 dans ces cellules périphériques. (Chen et al., 2003 ; Josefowicz et al.,
2012 ; Plitas and Rudensky, 2016)
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Le gene codant pour Foxp3 contient 4 régions importantes : le promoteur et trois régions
non-codantes conservées : les CNS 1, 2 et 3 (Concerved Non-coding Sequences). Les CNS
participent a la régulation de I'expression de Foxp3, de la fonction suppressive de Treg et la
stabilité de la lignée. Les CNS2 et 3 sont impliqués dans la régulation des lymphocytes tTreg
(CNS2 est lié a la stabilité de I'expression de Foxp3, CNS3 représente la région initiatrice du
processus de la différenciation des tTreg). CNS1, est indispensable pour une différenciation
efficace des pTregs. (Zheng et al., 2010)

Les pTregs ne occupent que les réponses contre les antigénes de non-soi, telles que le
microbiote commensal, les allergénes, les antigénes alimentaires dans les barrieres

intestinaux et les alloantigeénes maternels. (Plitas and Rudensky, 2016)

La cartographie génétique montrant, le destin cellulaire a prouvé que la stabilité des Treg
différenciés et le maintien de l'expression Foxp3 étaient héréditaires sous conditions
inflammatoire et physiologique. Cependant, cette hérédité est assuré par CNS2 (Plitas and
Rudensky, 2016; Rubtsov et al., 2010).

1.3.4. Robles
La suppression immunitaire assurée par les Treg, est un mécanisme vital pour la régulation
négative de l'inflammation et elle joue un réle notable dans les troubles auto-inflammatoires
ou auto-immuns, les allergies, les inflammations aigués ou chroniques, et le cancer. Les Tregs
occupent également une place importante dans l'inflammation métabolique et la réparation
tissulaire. (Dauga et al., 1990, 1990; Nybo, 2009)

La manipulation thérapeutique des Tregs est une approche prometteuse. Elle est réalisée par
'augmentation de leur nombre et leur fonctionnalité dans les maladies inflammatoires, auto-
immunes, et allergiques, tout en inhibant leurs mécanismes suppressifs ou en les

appauvrissant dans le cancer. (Coombes et al., 2007)

1.4. Ladichotomie et la différenciation des sous-population Treg et Th17

Les cellules Treg induites (iTreg) et les cellules Th17 sont dérivées d'une population d’'un
précurseur commun T conventionnel naif (Tconv) chez la souris. Chez I'hnomme, les cellules
Th17 peuvent provenir d'un sous-ensemble unique de CD161 dérivé du thymus. Les cellules
iTreg et Th17 ont besoin de TGFB-1 pour leur développement, bien que la voie Thl7 soit
favorisée en présence d'IL-6. Le pool des cellules Treg périphériques (pTreg) est composé
des cellules iTreg plusse les cellules Treg « naturelles » (nTreg) dérivées du thymus. IL-2 et
TGFB-1 peuvent tous les deux stabiliser I'expression de Foxp3, bien que certaines cellules
Treg puissent finalement peuvent la perdre. Le sort des cellules qui quittent le compartiment
pTreg est inconnu. La dichotomie de Th17 et Treg permet de transdifférencier entre les sous-
ensembles Th17 / Treg. (Alizadeh et al., 2013b; Eisenstein and Williams, 2009b). La nature
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Et la concentration des cytokines présentes dans le milieu de différenciation conduisent a
I'activation de cascades de signalisation distinctes et de facteurs de transcription qui controlent
le programme de développement de ces lignées spécifiques. (Figure 1.6)

nTreg ‘ Tconv
‘ z hvm M ‘

! main
pTreg = °§ S
,;x S, 7

Périphérie

pTreg

A

iTreg

Figure 1.6. La dichotomie et la différenciation des sous-population Treg et Thl7
(Alizadeh et al., 2013 ; Eisenstein and Williams, 2009).

1.4.1. Labalance Treg/ Thl7
Les lymphocytes Th17 contrélent la différenciation des Treg et vice versa, pour ainsi maintenir
I'équilibre et combiner I'hnoméostasie immunitaire et I'élimination des pathogénes (Garrido-
Mesa et al.,, 2013). Il y a une certaine dichotomie entre ces deux lignées qui pourraient
nécessiter du TGF pour leur différenciation. Ce dernier induit I'expression de Foxp3 dans les
lymphocytes T naifs, favorisant le développement des Tregs, mais la présence d'IL-6 inhibe la
génération de Tregs par linduction de I'expression d’IL-23 R et de RORyt, favorisant le
phénotype Thl7 dans un processus qui semble dépendre de la dose des cytokines.
L'expression de Foxp3 induite par TGF-B régule négativement la différenciation des
lymphocytes Th17 en réprimant I'expression d'IL-23R et de RORyt (Garrido-Mesa et al., 2013).
De plus, l'acide rétinoique a été impliqgué aussi dans I'équilibre Treg-Th17, il peut induire
I'expression de Foxp3 et inhiber RORyt méme dans des conditions induisant Th17, favorisant
ainsi le développementde Tregs (Garrido-Mesa et al., 2013). L'équilibre entre les cellules Th17
et les cellules Treg est devenu un facteur important dans la régulation de plusieurs maladies
et pour maintenir 'lhoméostasie. Les recherches démontrent que cet équilibre intervient dans

le maintien d'un environnement immunitaire sain et fonctionnel.
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Les cellules Thl7 et Treg sont deux sous-ensembles de cellules T mutuellement
contradictoires. Les cellules Th17 sont vitales pour la défense de I'héte contre les agents
pathogenes, mais elles sont également impliquées dans les troubles auto-immunes. Les Treg
sont nécessaires pour |'auto-tolérance et la défense contre l'auto-immunité, mais sont souvent

en corrélation avec la progression du cancer. (Knochelmann et al., 2018)

Des résultats suggérent que la restauration d'un réseau de cytokines adéquat et d'un équilibre
Th17 / Treg, peut aider a obtenir une meilleure réponse clinique dans le cas du cancer.
L'inhibition de la fonction RORYy offre une cible thérapeutique potentielle pour le traitement de

troubles immunitaires tels que sclérose en plaques. (Duan et al., 2014)

Puisque le RORyt est le facteur indispensable pour la différenciation de la sous-population
Th17 et également un influenceur de la dichotomie Th17/Treg. Le ciblage de leur géne pourrait

étre d’un rapport efficace dans le traitement des maladies correspondantes a médiation Th17.

15. PCR (Polymerase Chain Reaction)
1.5.1. Définition :
La PCR ou la réaction en chaine par polymérase est une technique enzymatique découverte

par le Dr Kary Mullis (1986), qui permet de détecter et de produire de grandes quantités d’ADN.

Les tests basés sur la PCR effectuent des études qualitatives et génomiques sophistiquées
d'une maniére sensible et rapide. La PCR est largement utile dans des domaines cliniques et
dans les recherches scientifiques (diagnostic des maladies, séquencage, clonage des divers
genes et détection d’agents pathogenes). Elle est également utilisée en médecine légale.
(Garibyan and Avashia, 2013a; Green and Sambrook, 2018)

La compréhension des principes de base de la PCR, son utilisation et son modification permet
une analyse plus sophistiquée du génome et des génes. (Garibyan and Avashia, 2013a;
Green and Sambrook, 2018)

1.5.2. Principe:
La réaction enzymatique permet d’amplifier une séquence d’ADN a partir un fragment connu
(20 nucléotides). Cette technique peut étre effectuée par l'utilisation d’'une variété des sources
d’ADN (tissus, organismes, sang...). L’essentiel c’est de disposer de traces d’ADN pour une
génération suffisante de copies a analyser, grace la grande sensibilité de la technique.
(Garibyan and Avashia, 2013a; Green and Sambrook, 2018)

15.3. Les acteurs:
La PCR nécessite la présence d'/ADN matrice, des amorces, d'’ADN polymérase et de

nucléotides. La matrice est la région d’ADN (généralement double brin) qu’on veut amplifier.
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Cette séquence d'acide nucléique, doit étre suffisante et ne contienne aucun inhibiteur de la
Taq polymérase. (Garibyan and Avashia, 2013; Green and Sambrook, 2018).

Les amorces sens et antisens sont des séquences courtes d’ADN (environ 20 bases) qui
doivent étre spécifiques et complémentaires a 'TADN a amplifier. Ces amorces permettent
I'amplification d’ADN exacte et servent comme des point d’initions sur lequel ’ADN polymérase

va s’appuyer.

L’ADN polymérase (la taq polymérase : polymérase active a des températures élevées) est
I'enzyme indispensable qui lie les nucléotides libres ensemble, pour générer le produit de la
PCR. (Garibyan and Avashia, 2013a; Green and Sambrook, 2018)

Les nucléotides servent comme des blocs de construction et comprennent les bases : adénine,
thymine, cytosine et guanine (A, T, C, G) qui se trouvent naturellement dans I'ADN. (Garibyan
and Avashia, 2013a; Green and Sambrook, 2018)

1.5.4. Les étapes:
Les acteurs de la PCR sont mélangés dans une plaque a 96 puits ou un tube a essai, puis
placés dans une machine (essentiellement un thermocycleur) qui permet la réalisation des
cycles répétés (trois étapes de base) d'amplification d'ADN. Aprés l'insertion des échantillons,
la machine abaisse et éleve la température selon des étapes programmeées et précises.
(Garibyan and Avashia, 2013a; Green and Sambrook, 2018)

Chaque cycle d’ADN comprend trois étapes :
1.La dénaturation : la séparation des deux brins d’ADN par un chauffage (95°C).

2.L’hybridation : le collage des amorces aux extrémités de la séquence cible par la diminution

de la température (40/65°C en fonction de la séquence des amorces).

3.L’élongation : des deux brins d’ADN a partir des amorces grace a L’ADN polymérase

(72°C : c’est la température optimale de la tag polymérase)

La durée d'un cycle est environ une minute qui se répéter un grand nombre de fois, pour
I'amplification exponentielle de la séquence d’ADN choisi. Théoriquement n cycles de PCR
permettent la production de 2~ copies de la séquence. (Garibyan and Avashia, 2013a; Green
and Sambrook, 2018)

15.5. Lavisualisation :
Se fait principalement par deux méthodes :
1. Utilisation des colorants chimiques (tel que le bromure d'éthidium) pour la coloration de
’ADN amplifié.
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2. Etiquetage par un fluorescent (fluorophores) des nucléotides ou des amorces avant
I'amplification par PCR, qui sont incorporés directement dans le produit final.

L’analyse : La méthode la plus utilisée est I'utilisation de I'électrophorése sur gel d'agarose,
pour la séparation et la visualisation les produits de PCR en fonction de la taille et de la charge.

15.6. Lestypes:

e PCR qualitative (semi-quantitative) : est utilisée pour déceler 'absence ou la présence
d'un produit d'ADN particulier, c’est une technique idéale pour le clonage ou pour
l'identification d’'un pathogéne.

e PCR quantitative (en temps réel) : Il indique a la fois la détection et la quantité du
produit de PCR en temps réel, pendant 'amplification. (Garibyan and Avashia, 2013b;
Green and Sambrook, 2018; Heid et al., 1996)

1.6. Choix d’amorces
1.6.1. Définition

Le choix des amorces est essentiel, dans la mise au point de la réaction PCR. Ces
oligonucléotides vont avoir les roles suivants : I'hybridation a I'ADN matrice, la limitation de la
région d’ADN a amplifier et grace a leur extrémité 3'OH libre et elles initient le travail de ’ADN

polymérase. (Dieffenbach et al., 1993)

1.6.2. Choix d’amorces de PCR
1.6.2.1. La spécificité
L’amorce doit étre spécifique de I'espéce recherchée ou du géne, unique dans la matrice

d’ADN a amplifié et elle ne doit pas s’hybrider avec un autre ADN contaminant.

La spécificité de 'amorce est importante surtout dans I'étude des familles multigéniques ou un

transcrit alternatif défini.

1.6.2.2. Les outils

Des outils de la bio-informatique :

Ensembl : est un explorateur de génomes qui base sur la recherche génomigue comparative,
I'évolution, la variation de séquence et la régulation transcriptionnelle. Ensembl annote les
genes, calcule plusieurs alignements, prédit la fonction de régulation et recueille des données

sur les maladies.

Primer-BLAST : est un outil pour trouver des amorces spécifiqgues a des modele de PCR (en
utilisant Primer3 et BLAST).
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In-Silico PCR : est un outil utilisé pour vérifier la fiabilité des résultats, il compare la base de
données des séquences avec une paire d'amorces PCR, en utilisant une stratégie d'indexation

pour des performances trés rapides.

1.6.2.3. Recherche de bonnes amorces:
L’amorce ou primer est une courte séquence d’ADN, servent comme points de départ de la
PCR. Une bonne conception d’amorce est essentielle pour la réussite de cette opération,
plusieurs conditions doivent étre prises en considération lors de la conception des amorces

pour une amplification spécifique avec un rendement élevé :

o Lalongueur ou la taille de 'amorce
o Latempérature de fusion (7))

o La spécificité

o La complémentarité

o Lateneur en G/C etle GC clamp
1.7. Problématique

La dichotomie Thl17/Treg est importante pour maintenir 'homéostasie immunitaire. Les
cellules Th17 sont vitales pour la défense de I'h6te, mais elles sont également impliqguées dans
les troubles auto-immuns. Bien que les Treg sont nécessaires pour l'auto-tolérance et la
défense contre l'auto-immunité, ils peuvent aussi devenir délétéres, puisqu’ils sont parfois en
corrélation avec la progression du cancer. Une dominance de Th1l7 ou une surveillance

dysfonctionnelle de Treg sont associées a des troubles immunitaires.

Le récepteur nucléaire RORyt qui est un facteur de transcription clé dans la génération et la
différenciation de la sous-population Th17, et il permet également de contréler la dichotomie
Th17/Treg. Le ciblage de RORyt est efficace dans différents cas pathologiques et il constitue
un chemin dans I'immunothérapie. |l est donc important de choisir les bonnes amorces pour
I'étude d’expression du géne RORC dans les cellules Th17 et pour contrbler et moduler la
dichotomie Th17/Treg.

Objectif : L'objectif de notre travail est la conception des amorces spécifiques qui encadrent
le géne RORc de RORyt qui a été a impliquée dans la dichotomie Th17/Treg, a l'aide des

outils de bio-informatique.

But : Montrer que notre amorce spécifique peut sert a effectuer des analyses PCR pour
exploiter la réponse Th1l7 soulignant une approche adoptive dans la modulation de la

dichotomie Th17/Treg ou bien pour détecter les altérations qui touchent notre gene.
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2. Chapitre 02. Matériels et méthodes
2.1. Conception des amorces pour la PCR
La conception des amorces est un processus crucial pour le succes global de la PCR, car sans la sélection

des amorces fonctionnelles et optimales, on n’obtiendra pas le rendement souhaité de la PCR.
La conception d’amorce a deux objectifs principaux : I'efficacité de 'amplification et la spécificité.

Pour arriver a amplifier sélectivement des séquences nucléotidiques par PCR, il est important de
confectionner au moins une paire d’oligonucléotides. Ces amorces sont synthétisées par voie chimique (les

oligonucléotides dont I'extrémité 5'). (Alvarez-Fernandez, 2013; Nybo, 2009; Tham and Moon, 1996)

2.2.  Sélection des amorces
Les principales régles de sélection d’'une amplification efficace de I'amorce et donc de la PCR sont définies

ci-dessous :

2.2.1. Lalongueur de I'amorce
La spécificité et la température de fusion sont contrblées par la longueur de lI'amorce. Généralement
I'utilisation d'amorces d'une longueur entre 18 et 24 bases avec une température d’hybridation optimale
fournie la meilleure chance pour maintenir l'efficacité et la spécificité. Plus 'amorce est courte plus

I'hybridation augmente.

2.2.2. Latempérature de fusion (Ty)

Généralement elle se situe entre 56 et 62 °C.
Bien que les oligonucléotides soient ajoutés en méme temps a une PCR dirigée sur une cible ou un site, les
températures de fusion des amorces doivent étre semblables, pour assurer une hybridation parfaite et pour

éviter un mal amorcement. (Dauga et al., 1990)

Les températures de fusion des amorces sont déterminées a l'aide de calculs thermodynamiques avec la

formule suivante :

Tgmorce = AH [AS+ R In (c/4)] -273.15°C + 16.6 log1o[K*]
H : I'enthalpie.

S : I'entropie pour la formation de I'hélice.
R : la constante molaire des gaz.
¢ : la concentration d’amorces.

e Pour les oligonucléotides de 18 a 24 bases on peut utiliser la formule suivante (formule de Wallace)
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Tr=2(A+T) + 4(G+C)
A, T, G et C: les bases purine et pyrimidine.

e Tous simplement on peut utiliser des logiciels de conception d’'amorces déja disponibles sur l'internet.
(Yang et al., 2006)
2.2.3. La spécificité
La spécificité de 'amorce dépend de la longueur de 'amorce, et ces amorces ne doivent amplifier que le
géne ciblé. Puisque qu’il y a beaucoup plus des séquences uniques entre 15 et 24 paires de bases,

'amélioration de la spécificité est nécessaire.

Le choix d’'une amorce incorrecte peut conduire a I'échec de la réaction PCR, avec mauvaise synthése du

gene, ou 'absence de synthése du géne.
Pour la vérifier on peut réaliser un alignement local avec l'outil BLAST.

2.2.4. Lacomplémentarité

Il est nécessaire d'éviter les régions d'homologie intra-amorce.
L’auto homologie de telle région, peut former des structures en « épingles a cheveux ».

L’homologie inter-amorce et 'homologie dans les régions centrales des amorces peuvent perturber

I'hybridation avec la matrice.

L’homologie des extrémités 3’ de I'une ou de I'autre amorce, cause la formation de diméres d’amorce, ce qui

entraine une compétition entre la formation du produit désiré et les dimeéres.

2.2.5. Lateneur en G/C et les suites polypyrimidine (T, C) ou polypurine (A, G)

Le pourcentage de CG doit étre entre 45-55 % pour que I'amorce ne soit pas fragile.

Les amorces avec des suites poly-G ou poly-C peuvent causer une hybridation non spécifique. Les suites
poly-T et polyA doivent étre évitées, par ce qu’elles ouvriront des parties du complexe amorce-matrice.

L'utilisation des suites polypyrimidine (T, C) et polypurine (A, G) peut réduire I'efficacité de I'amplification.
Il est préférable d’utiliser des amorces avec les successions de bases mélangées.

2.2.6. Laséquence al'extrémité 3
Pour éviter le probléme des homologies d'amorce qui se produit dans les régions 3’, le mal amorgage et la
respiration, il faut choisir un résidu G ou C a I'extrémité 3' des amorces car la liaison C/G est plus forte que

la liaison A/T.

2.3. RORC et RORyt

Le gene RORC est un membre de la superfamille des génes des récepteurs nucléaires ROR.
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RORyt (RORC variant 2), est un facteur de transcription de la signature des cellules Th17, il est codé par le
géne RORC, et qui est un membre des récepteurs nucléaires orphelins NR1F.

Le RORYyt est exprimé comme 1 des 2 isoformes d’ARNm transcrites a partir de promoteurs alternatifs dans
le géne RORC et code pour une protéine qui est plus courte de 21 acides aminés N-terminaux et il differe
dans les 3 premiers acides aminés N-terminaux par rapport a l'isoforme principale RORy. (Ratajewski et
al., 2016)

2.4. Laséquence du gene RORC

e On a recherché la séquence du géne RORC par l'utilisation de la base de données « ENSEMBL »

avec le site « www.ensembl.org ». (Figures ci-dessous)

Logn/Register

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

Tools BioMart > BLAST/BLAT > Variant Effect Predictor > research ir parative g6

Ensembl Release 100 (April 2020)
o Update 1o GED

Search o Update of

Human v o
RORC ©

eg BRCAZ or rat 5:62797383.63627669 or rs699 or coronary heart disease

Other news from our blog

All genomes Favourite genomes /'

- Select a species - v m Human
‘ Pig breeds
g Mouse

Figure 2.1 : La base de données “Ensembl”.

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

21


http://www.ensembl.org/

Chapitre 02 Matériels et méthodes

Figure 2.2: La recherche de notre gene exact RORC.

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

“ Human (GRCh38 p13) v
Location: 1:151,806,071-151,831845  ((SNTLTLTS

Gene based displays

ry Gene: RORC £NsG00000143365

Description

Gene Synonyms

Location 71-151 831 845 reverse strand

About this gene This gene has 8 transcript

Transcripts Show transcript table

Summary @

Name
ccos This gene is & member of the Human CCDS set
UniProtkB
RefSeq

LRG
Ensembl version

Other assemblies

Gone type

«

Figure 2.3: La description du géne RORC.

< 5T g

Exons RORC exons Al exons in this region

Markup  loaded

S
GOCCTOCTOCCTOCCCTOOOCCCTOCTCOCTOCCCTCCTGOOCAGCCAGOOCAGCCAOGA
<9’.'“" COGCACCAAGOGAGC TOCOCCAT OGACAGGGOCCCACAGAGACAGCACCGAGCCTCACGG

I : ~ 3 AGAATGT
GOGOCACTGOOCCATCAGCAGGOAAGGACAGAATOTCAGGCOOTCCTTOOCCCCACCCAT
\TCOCAGGOCCACAGOCTTOOTCAOCTOTG

AOC) A TTGAGOOC! AGCTOCAGOGCCACT

Figure 2.4: La séquence de géne RORC.
e Aprés cela, on a obtenu la séquence du géne RORC qui contient 10 introns et 9 exons, on 'a copié

et I'a collé dans un document Word, puis nous avons choisi et mis exon 4 dans un cadre. L'exon 4

est le seul qui a une longueur moyenne et il a un seul produit spécifique.
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Document] - Word
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Insetion  Conception  Miseenpage  Réérences  Publipostage  Révision  Affichage  Aide ) Rechercher des outits adaptés 5 Partager

T o = S T e £ Rechercher =
X Courier New |95 VIA A |Ade | @ | Zv sy | SEIE (2] AsBbceo| AaBbceoc AaBbCc Aasbcet AQB A

o 5 Copier 25 Remplacer
oller - ' DAY - F - 5. O % Normal | % Sans i Titre 1 Tare 2 Titre P
7 o Reproduirelamiskun foome | X R e, x| 4 = . 2 - oL ¥ Sasieat e ¢ M | Iy Sétectionner~
Presse-paplers 5 Police o Paragraphe ) Styles [ Laition
H -0 =
CAGCCAGAACTACCCT GECGGETGEAAACAGCT TTTACCGCGTGTGGCTGT COCATGTGE
TTTTGGAATTT TACGAT
TGTCACTTGGCCACCT TAAACCCCE
CTEGACCCTGTOGTCACCOCTY
TGAGCAAAG GTCC TGT
TCCCTGACAGCAGCART GGTAAGA
Pagedsurts 10surdsomots [[%  Francas France) w P R - 1 + 100%

Figure 2.5 : L’exon 4 encadrée.

2.5. Ledesign de primer

e A Taide de la plateforme : centre national américain de I'information biotechnologique (NCBI) et par
I'utilisation du logiciel Primer blaste sur le site « www. Ncbi. nim. nih. Gov » on a concu l'amorce
spécifique du géne RORC.

U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Ségn in to NCBI

o

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

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

Besstoage Save search pacameters Ratdeve recentresults Publication  Tips for finding specific prmers
PCR Template
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is profarred) & Cloar Range

From To
Forward primer

Reverse primer
Or, upload FASTA file Cholsir un fichier | Aucun fichier choisi
Pnmer Parameters

Use my own forward primer

(5°>3" on plus strand) - .
Use my own reverse primer “ Cloat
(5°>3' on minus strand)

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

Min Opt Max Max Tm diffeconce
Primer melting temperatures 570 60.0 630 3 Y]
(Tm)

Exon/intron selection
Exon junction span

Exon junction match

A retseq MRNA sequence as PCR template input i required for 0ptions in Ihe Section &)
No preference vig

Min 5" match  Min Y match  Max J' match

Figure 2.6 : L’outil Primer BLAST

e Pourremplir les cases des amorces sens, on sélectionne du début de la séquence encadrée jusqu’au

début de I'exon 4, puis on clique sur réversion, ensuit sur option statistique, on obtient une fenétre
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contenant les numéros a remplir et pour déterminer les cases de I'autre amorce anti sens, on

sélectionne du début de la séquence encadrée jusqu’au la fin de I'exon 4.

Fichier  Accuel  Insetion  Conception  Miseenpage  Références  Publipostoge [EETSTRSMN Affichage  Aide ) Rechercher des outils adaptés 8 Partager

ABC ™ +* ™ & m B- ~ >
Dictionnaire des synonymes 82 > ) Marques simples |/ J) E [ 4
g b [ Afficher les margques = bl ’
Grammaite et 456 ¢y ppictione Vérifies langue | Nouvesu - " Sunides z Accepter Comparer | Protéger Entrée
orthographe Faccessibilité e commentsire Afficher - (2] Volet ik . - manuscrite =
Vérification Accessibilité Commentaires Suivi % Modifications Comparer
H -0 =
Statistiques ? X
< 1
> 4
—W Caractéres (espaces non compris) 7
CAGCCAGAACT]
Caractéres (espaces compris) 217
TTITGGAATTTIONN Friorsehes 2
Lignes 4
GECCAGATTGGECAS 7] Indure les zones de texte, les notes de bas de page et les notes de fin
TGAEGEETIGTCACT] [Creme ]
AC
€eeee oc
Pagedsurts dsurdsOmots [[X  Francais (France) W T B - ] + 100%

Figure 2.7 : La numération des bases.

¢ Ensuite, on a copié et collé notre amorce d’intérét (exon 4) dans le primer BLAST, supprimé les
espaces indésirables entre les nucléotides et déterminer la séquence de 'amorce sens et anti sens.

[ v Nevonsi Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Signin to NCBI

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

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

Resatppos  Save search paramelers Retreve recentresults  Publication  Tips for finding specific primers
PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A rtse Cloar Range
CACTCLTRGACCACCCCT G T GAGAMGAC AGEEAGC CARGELCT AGTAAGTGAL o F T
TOHOGCCACCTGOO0GKGI00GAKC TOGALCC TRTCSTEACCCCTCTGoARAGGA TCTTGRGAACAGTGTGAGCA Lo 0

T CAAGATC TST TGOGAGATGGG T GOAGCAGCTAAEAGTCCTECTES Forward primer | 1 217 ¥ Gl

| Reverse primer [240

Or, upload FASTA file

Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Primer Parameters

Use my own forward primer

(5°>3" on plus strand) ~ e
Use my own reverse primer v Clage
(5> on minus strand) g
Min Max
PCR product size 70 1000
# of primers to return 10
Min Opt Max Max Tm differonce
Primer melting temperatures 570 60.0 630 3 “

(Tm)

Exon/intron selection A refseq MRNA sequence as PCR template Input Is required for options in the section 4

Exon junction span No preference viw

Exon junction match Min 5'match  Min ¥ match  Max ) match

24



Chapitre 02 Matériels et méthodes

Figure 2.8 : Analyse de la séquence d’intérét par le Primer blast.

Par la suite, nous sommes passés a la clé « Database » ou nous avons choisi « Genomes for selectes
organisme (primer reference assembly only) ». Et a la fin nous avons cliqué sur le bouton "Get Primers" et
« show results in a new window », ci-dessous pour voir les résultats dans une nouvelle fenétre (Figures ci-

dessous).

Exon junction span No preference v
Exon junction match Min 5'match  Min 3 match  Max 3 match

7 4 8

Minimal and maximal number of bases that must anneal to exons at the 5" or 3 side of the junction 4
Intron inclusion Primer pair must be separated by at ieast one intron on the Comesponding genomic DNA )
Intron length range Min Max

1000 1000000 | 4

Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check Enable search for primer pairs specific 10 the intended PCR template 4
Search mode Automatic v
Database Refseq mRNA vie
Exclusion Refseq mRNA Exciude sample seq "
Refseq representative genomes |
Organism | Genomes for selected org s (primary reference assembly ooly) |
— Fodents). taxonomy 1 o select from the suggestion st as you typo. &
Refseq RNA (refseq_ma) ‘
Custom
Entrez query (optionsn 9

Primer specificity stringency  primer must have at least |2 v | total mismatches to unintended targets, including
atleast[2 v | mismatches within the last[5_ | bps at the 3’ end. &

Ignore targets that have | 6 v | or more mismatches to the primer 43

Mox target size 4000 9
Allow splice variants Allow primer 10 ampity mRNA spice varnants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) 44
Get Primers Show resuits in 8 new wincow £ Use new graphic view 44 v

Figure 2.9 : Pobtention des résultats a travers le primer blast

m) U.S. Netional Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnoiogy Information Sign in to NCBI

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST)
Input PCR template Id|Query_1
Range 1-600

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 Nona Selected 0
A Tite Identity Alignment length Seq stant Seq stop Gene
Homo sapiens chromosome 1. GRCh38 p13 Primary Assembly 100% 600 151825726 151826325

Show results in & new window

. . m) <<. l'.\\.rw/

Figure 2.10 : La confirmation de notre gene.
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2.6. Les caractéristiques d’'une bonne paire d’amorce

e Lalongueur du produit résultant de 'amorce spécifique faudrait qu’elle contienne un nombre de bases
inférieur a 1000 bases, car la PCR n’amplifie pas une séquence comportant plus de 1000 bases.

o Lateneur en GC doit étre proche de 50%.

e Lestempératures d'hybridation des amorces sens et anti sens doivent étre équivalente des unes aux
autres, car la température d'hybridation est stable a une seule valeur.

e Tous les produits aspécifiques résultants appartenant a 'amorce souhaitée doivent contenir plus des
1000 bases.
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G-D Chapitre 03 : Résultats
1. Résultats de primer blast

Les résultats obtenus a partir de ce processus sont présentées ci-dessous :

Primer pair 6

Résultats

Forward primer  GGARACAGCTTTTACCGCGT Plus 2
Reverse primer  CTCCACCCATCTCCCAACAG Minus 20
Productlength 524

>NC_000001.11 Homo sapiens chromosome 1, GRCh38 p12 Primary Assembly

product length « 524
Features assocfated with this product:
fuglear receotor ROA.g £

oucleac ceceonor B08: camma dsgfocm 3

Forward primer 1 GOAAACAGCTTTTACCECOT 20
Tesplate 15182602 ..ivcieoracancranane 151826283

Reverse primer 1 CTCCACCCATCTCCCAMCAS 20
Tesplate ISIBAS779  civvcevernensnnanane 151825798

product length « 1610
Features flanking this product:
3 : cotein 4174 {sofors.
1851 2o ot 3' yige: sdherens junction-associated erotein 1 orecursor
Reverse primer

1 CTCCACCCATCTCCCARCAG 20
Templote 4593574 G...oveaC

L PRp Gooo 4593555

Reverse primer 1 CTCCACCCATCTCCCAMCAS 20
Tesplate 4591965 AGG......GT..iiives 4591984

>NC_000007 14 Homo sapiens chromosome 7, GRCh38 p12 Primary Assembly

Sequence (5'>3) Template strand Length Start Stop Tm

24 43 5941 5000
547 528 5975 6000

GC%  Self complementarity

800
200

Self 3' complementarity
200
1.00

Figure 3.1 : Résultat de primer BLAST

>NC_000007 14 Homo sapiens chromosome 7, GRCh38 p12 Primary Assembly

product length = 1717

Features flanking this procuct:
2 S . dn-

7 ’ : - i

Reverse primer 1 CTCCACCCATCTCCCAACAS 20
Tesplate BA7IAE74 AL Cuiiand { ST 84734655

Reverse primer 1 CTCCACCCATCTCOCAMCAS 20
Tesplate 84732958 A..iBuiqiananad C... 84732977

>NC_000005 10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38 p12 Primary Assembly

procuct length = 1021
Features associatec with this product:
adag finger ocoteln 364

Reverse primer 1 CTCCACCCATCTCCCAMCAG 20
Template J2453748  L.GTC..civananns Toos 72453729

Reverse primer 1 CTCCACCCATCTCCCAMCAS 20
Tesplate T2452728 .. Tiieaaanaa ARG, TNS2747

>NC_000023 11 Homo sapiens chromosome X. GRCh38 p12 Primary Assembly

Product length « 2478
Features flanking this product:
J : T-pox transceiotion Factor THX22 iscfors 2
226158 bo at 3' side: tecminal nucleotidvitrensfecase 50

Reverse primer 1 CTCCACCCATCTCCCAMCAG 20
Template 80216381 A..... AclToinenns T 80216362

Reverse primer 1 CTCCACCCATCTCCCAMAG 20
Template 821398 A..... AcaCuvarnonnd C Sa13923

Figure 3.2 : Résultat 2 de primer BLAST
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Primer pair 7

Figure 3.3 : Résultat 3 de primer BLAST

2. Interprétation des résultats

2.1. Le site Ensembl décrire I'intégrité du géne RORC qui contient 9 exons.

2.2.  Le site Primer blast nous nous sommes permis de choisir I'exon 4 pour obtenir
I'amorce spécifiqgue du géne RORC.

2.3. De plus, nous avons obtenu 10 paires d’'amorces spécifique du géne RORC (exon
4) par I'utilisation du programme primer blast.
Finalement, on a choisi la paire d’'amorce “6” grace a la présence des critéeres
exigées précédemment :

Tableau 01 : résultats de la conception

Critéres d’une bonne| Taux optimal Notre amorces
amorce
Température de fusion |52 a 60 °C Directe (59.41 °C)

Inverse (59.75 °C)

Longueur 15 a 30 nucléotides Directe 20 nucléotides

Inverse 20 nucléotides

Teneur en CG 40 a 60% Directe 50%

Inverse 60%

Produits spécifique Moins de 1000 pb 524 pb

Produits aspécifiques Plus de 1000 pb Tous plus de 1000 pb

28



Chapitre 03 Résultats

3. Confirmation des résultats
La derniere étape de notre travail est de confirmer les résultats, qui se fait par le logiciel

« PCR In Silicon » via le site (https://genome.ucsc.edu/) qui nous a donné I'emplacement

de notre produit spécifique sur le chromosome 1 avec le locus exact et grace a cela nous

avons prouvé la spécificité de ces amorces.

A Genomes  Genome Browser  Tools Mirrors Downloads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

779-151826302 524bp GGAAACAGCTTTTACCGCGT CTCCACCCATCTCCCAACAG
GCGTRTEgCtgtegeatgtggteteggaatttte
tacgattggetgeccctecceteacaccetgecccaggec
cagattggecacgtggggcgcctgteatectactcactgeaccccttggg
BETERREtRERERRtTgteactLggccacctgtgtgRtcagagcttass
ceccccagtccagaagcactgggggogagagc taggtcagogettcagg
CTRARRCRCtECtRARARRRCCTCPCCCLPCCLCLRCCRCCARCTRCACC
CCACtCCtgRaccaccecetyctgagasggacagggagccasggccggcs

BIBCCAOgRCtcagtcatgagoagtaogtgaatggggccacctggRgscs
BEREARCCTERACCCTRLERteaCECCtetggaragRaggatgtettggsy
sscagtgtgagcasatctgagcasageagggtgcgtectggteanggtcs
BgatCTGTTGOGAGATGGETGGAG

Primer Molting Tomporatures
Forward: 61.5 C ggasacagcttttaccgegt

Reverse: 62.8 C ctccacccatctcccaacag

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 results on local machine

Figure 3.4 : Confirmation de fiabilité des résultats par le logiciel PCR In Silico

4. Perspectives :
Il a été démontré que l'isoforme RORvt, joue un réle critigue dans la différenciation des cellules
Th17. Donc, il est clair que le ciblage de géne RORyt dans la dichotomie Th17 / Treg, est
efficace pour le traitement des troubles immunitaires a médiation Th17, avec la minimisation

des effets secondaires cliniques des immunosuppresseurs utilisés.

On aimerait cibler, sélectivement le RORyt pour lutiliser dans les futures études
d'immunothérapie des maladies auto-immunes et de déséquilibre Th17 / Treg. Ce qui rend
probablement la modulation sélective de RORyt peuvent étre développés indépendamment

des autres facteurs.

Dans perspectives le ciblage pourrait étre par plusieurs fagcons, comme le transfert des sondes
activateurs ou répresseurs fourniront un moyen de disséquer complétement la biologie des

isoformes ROR, ou bien par des vaccins.
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Ces résultats ouvrent la porte pour fournir de nouvelles informations sur la puissance des
cellules Th17 dans la régression des tumeurs, améliorant ainsi notre capacité a maitriser le
systeme immunitaire.

En effet le domaine de I'immunothérapie anticancéreuse, converge sur le potentiel d'exploiter
la dichotomie Th17 / Treg, pour avoir un impact profond sur la vie des patients atteints de

cancer et d'auto-immunité sans perturber les réponses des autres cellules.
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Conclusion

La PCR est une technique incontournable et trés couramment utilisée dans nombreux
domaines : en routine des laboratoires, en médecine, en recherche fondamentale, en
médecine légale, en agroalimentaire et en histoire. Cette réaction enzymatique permet de
sélectionner puis d’amplifier en une trés grande quantité un fragment d’ADN particulier,
présent en trés faible quantité au départ, parmi des millions d’autres fragments.

La conception des amorces est un processus crucial pour le succes global de la PCR, car
sans la sélection des amorces fonctionnelles et optimales, on n’obtiendra pas le rendement
souhaité de la PCR.

Dans la présente étude, nous avons congue des amorces pour I'analyse du gene RORC, un
géne dont le produit est impliqué dans la dichotome Th17/Treg, I'équilibre entre ces deux
lymphocytes est devenu un facteur important dans la régulation de plusieurs maladies et

pour le maintenir ’lhoméostasie immunitaire.

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

Nous avons élaboré ce travail, grace aux outils de la bio-informatique qui nous a permis de
choisir I'exon 4 du géne RORC, pour obtenir la paire d’amorce “6” spécifique. Cette paire
d’amorce répond aux critéres exigés internationalement (Température de fusion : 59°C,
longueur : 20 nucléotides, produits spécifiques : 524 pb, produits aspécifiques : tous plus de
1000 pb).

Notre paire d’amorce encadre spécifiquement du géene RORC associé au déréglement
immunitaire qui est considéré comme préfigurant de plusieurs maladies graves tel que le

cancer et les maladies auto-immunes.

De ce fait, Il est important de bien concevoir les amorces avant toute manipulation ultérieure
concernant les études sur les altérations qui peuvent toucher notre gene. Pour cela il existe
plusieurs outils de la bio-informatique qui permettent de retrouver les séquences de référence

de n'importe quel géne et de concevoir des amorces spécifiques.
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