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Résumé : 

 
Introduction : La dichotomie entre Th17/Treg joue un rôle important dans la régulation de la 

santé et l’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 RORγt da la différenciation des 

lymphocytes Th17 il est impliqué dans cette dichotomie. 

Objectif : Concevoir avec spécificité un couple d'amorces encadrant l’exon 4 du gène RORC 

afin d’initier par la suite l’analyse de ce gène par PCR. 

But : Montrer que notre amorce spécifique peut sert à effectuer des analyses PCR pour 

exploiter la réponse Th17 soulignant une approche adoptive dans la modulation de la 

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

Matériels et méthode : Cette étude repose sur la conception d’une paire d’amorces spécifique 

encadre le gène RORC par la recherche de la séquence de gène de RORγt avec l’outil 

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

recherché l’exon approprié et on ait choisi la bonne paire d’amorce à 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 gène RORC contient 9 exons. L'exon 4 a permis d’obtenir l'amorce spécifique 

du gène. Nous avons obtenu 10 paires d’amorces spécifiques du gène RORC (exon 4) par 

l’utilisation du programme primer blast. Finalement, on a choisi la paire d’amorce ‘’6’’ qui 

présente les critères 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 à 1000 

pb. Le logiciel « PCR In Silicon » nous a permis de localiser l’emplacement de notre produit 

spécifique sur le chromosome 1. 

Conclusion : En conclusion, nous avons élaboré une paire d’amorce qui encadrent le gène 

RORc de RORγt car elle présente les critères optimaux, nos résultats pourrait aidée à exploiter 

la réponse Th17 soulignant une approche adoptive dans la modulation de la dichotomie 

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

Mots clés : RORγt, Th17, Treg, PCR, la dichotomie, amorce. 

http://www.ensembl.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://genome.ucsc.edu/
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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. RORγt 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 RORγt 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 RORγt gene sequence with the “ENSEMBL” 

tool in the NCBI database on the “www .ensembl.org ”, then I searched for the appropriate 

exon and chose the correct primer pair using“ Primer Blast ”software, from the site 

(www.ncbi.nlm.nih.gov ), finally I 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 ᵒC and reverse of 59.75 ᵒC), 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 

RORγt 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: RORγt, Th17, Treg, PCR, dichotomy, primer 

 

 

 

 

 

 

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


 V ملخص
 

 
 ملخص

 
ويستند هذا الانقسام إلى توازن قابل للتعديل  المرض،دورًا مهمًا في تنظيم الصحة وتفاقم  Th17 / Treg: يلعب الانقسام بين مقدمة

في  RORγtالتي تشارك في التسامح. العامل الرئيسي  Tregو الذاتية،وهو أمر حيوي للدفاع المناعي وغالباً في المناعة  Th17بين 

 يشارك في هذا الانقسام. Th17تمايز الخلايا الليمفاوية 

 

ضمينه في ثنائية والذي تم ت RORγtالخاص بـ  RORcمحددة تحيط بجين  : الهدف من عملنا هو تصميم زوج من البوادئالهدف

Th17 / Treg، .باستخدام أدوات المعلوماتية الحيوية 

 

التي تبرز نهجًا متبنياً في  Th17لاستغلال استجابة  PCR: لإظهار أن جهاز التمهيدي الخاص بنا يستخدم لإجراء تحليلات الغرض

 أو للكشف عن التعديلات التي تؤثر على جيننا. Th17 / Tregتعديل انقسام 

 

من خلال البحث عن تسلسل الجين  RORC: تستند هذه الدراسة إلى تصميم زوج معين من البادئات يحيط بجين د والطرقالموا

RORγt " باستخدام أداةENSEMBL في قاعدة بيانات "NCBI " علىwww .ensembl.org  ثم بحثت عن ،"exon  المناسب

( ، أخيرًا قمت  www.ncbi.nlm.nih.gov"، من الموقع ) Primer Blastواخترت زوج البرايمر الصحيح باستخدام برنامج" 

 (./https://genome.ucsc.edu" ، عبر الموقع )PCR Insilicoبتأكيد وفحص موثوقية النتيجة باستخدام برنامج "

 

 من أزواج 10 على حصلنا. للجين محدد منتج على بالحصول 4 إكسون لنا سمح. إكسونات 9 على RORC جين يحتوي: النتائج

 المعايير يقدم الذي''  6''  التمهيدي زوج اخترنا أخيرًا،. PrimerBlast برنامج باستخدام( 4 إكسون) RORC بجين الخاصة البادئات

 20 أمامية، نيوكليوتيدات 20) الطول ،(مئوية درجة 59.75 وعكس مئوية درجة 59.41 للأمام) الانصهار حرارة درجة: المثلى

 كلها محددة غير ومنتجات ، نيوكليوتيدات 524 من محدد ومنتج ،( للعكسي ٪60 ، للأمام 50٪) CG محتوى ،(عكسي نيوكليوتيد

 .1 الكروموسوم على المحدد منتجنا موقع بتحديد" PCR In Silicon" برنامج لنا سمح. نيوكليوتيدات 1000 من أكبر

 

يمكن أن تساعد نتائجنا في  المثلى،لأنه يقدم المعايير  RORγtلـ  RORcقمنا بتطوير زوج تمهيدي يحيط بجين  الختام،: في الخلاصة

. أو لاكتشاف التغيرات التي تؤثر على Th17 / Tregالتي تسلط الضوء على نهج متبني في تعديل تقسيم  Th17استغلال استجابة 

 الجينات.
 .RORγt ،Th17 ،Treg ،PCR ،dichotomy ،primer: المفتاحية الكلمات

 

https://genome.ucsc.edu/
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Introduction 

Les lymphocytes T CD4 + jouent un rôle majeur dans la défense contre les maladies 

en orchestrant le système immunitaire. Le bon fonctionnement du compartiment des cellules 

T CD4+ base sur un équilibre réglé entre les différents sous-ensembles de lymphocytes T. 

La division du support CD4 était précédemment supposée être dominée uniquement par les 

sous- ensembles T helper 1 (Th1) et Th2, alors que les preuves récentes montrent que les 

cellules Th17 et les cellules T régulatrices (Treg) jouent également un rôle 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 extrêmement importante pour le maintien d'un 

environnement immunitaire sain et fonctionnel, ainsi que des effets nocifs se produisent 

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

Les cellules Th17 sont des acteurs vitaux pour la défense de l'hôte contre les agents 

pathogènes, 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, l'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 signaux 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 RORγ 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 scientifiques. Les tests basés 

sur la PCR, effectuent des études qualitatives et quantitatives génomiques sophistiquées 

d'une manière 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 gène (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 contrôlent l'expression des gènes complexes dépendant ou non d’un ligand (Rutz et al., 

2016). Ils sont responsables des principaux aspects du développement des eucaryotes, de la 

différenciation cellulaires, de l'homéostasie métabolique et de la reproduction cellulaire (Bain 

et al., 2007). 

La superfamille de NR est divisée en trois familles : 

 
 Des récepteurs pour les hormones stéroïdes comme le récepteur des œstrogènes 

(ER), le récepteur de glucocorticoïde (GR) ou le récepteur des androgènes (AR). 

 Des récepteurs pour les ligands non stéroïdiens, tels que le récepteur de l'acide 

rétinoïque (RAR), le récepteur de l'hormone thyroïdienne (TR) ou le récepteur de la 

vitamine D (VDR). 

 Un certain nombre de récepteurs qui se lient à 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 

rétinoïdes (ROR) se composent de trois membres : ROR α, ROR β et ROR ɣ , également 

appelé NR1F1, NR1F2 et NR1F3 (selon le Comité de Nomenclature des Récepteurs 

Nucléaires) ou RORA, RORB et RORC (selon le Comité de nomenclature des gènes humains) 

(Rutz et al., 2016). 

Chaque gène ROR génère ses isoformes grâce à une combinaison d'utilisation d'exon et 

d’épissage de promoteur (Figure 1.1). Ces isoformes ne diffèrent que par des domaines 

aminoterminals. Les ROR et leurs isoformes diffèrent aussi dans leur expression spécifique 

aux tissus et régulent des processus physiologiques et des gènes cibles différents. (Jetten, 

2009a; Jetten and Joo, 2006). 
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Figure 1.1. Structure schématique des domaines du RORγ et leurs isoformes (Rutz et 
al., 2016). RORγt est généré par un épissage alternatif de promoteur dans le domaine variable 
AB. Les autres régions de la protéine sont le DBD, la région charnière (H) et LBD contenant 
la fonction d’activation 2(AF2). L'utilisation de exons 1γ pour produit la protéine RORγ. Ils sont 
remplacés par un exon unique (exon 1γt) pour enfin produire l'isoforme immuno-spécifique 
RORγt (Les 24 premiers acides aminés de RORγ sont remplacés par 3 résidus de l'exon1γt). 

 

 
1.1.2. Définition 

 
 

Le récepteur nucléaire RORγt est une isoforme de RORɣ spécifique aux cellules immunitaires 

(Ivanov et al., 2006). Les expériences montrent que les souris déficientes en RORγt 

représentent les caractéristiques suivantes : un manque de plaques de Peyer, des follicules 

lymphoïdes isolés dans le l'intestin et les ganglions lymphatiques périphériques sont perdus. 

L’anomalie de ces structures lymphoïdes, expliquent l'absence de cellules lymphoïdes T 

inductrices (LTi) de tissus chez ces souris déficientes, notez que les LTi dépendantes de 

RORγt. (Eberl et al., 2004; Eberl and Littman, 2003) 

1.1.3. Génome : 
 

Les résultats ont révélé que le gène RORC a une structure complexe composée de 11 exons 

séparés par 10 introns. Bien que la plupart des isoformes ROR sont contrôlés par différents 

promoteurs, mais la régulation transcriptionnelle de leur expression spécifique aux tissus et 

n'est pas très identifié. (Jetten, 2009b; Medvedev et al., 1997) 

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

se trouve sur le chromosome 1 q21.3, et couvre environ 24 Kb. (Medvedev et al., 1997) 

Jusqu'à présent, la présence des mutations de perte de fonction en RORγ ou RORɣt, elle n’a 

pas très identifié. (Okada et al., 2015) 

1.1.4. Mécanisme de régulation transcriptionnelle de RORɣt 

 

 Deux mécanismes de régulation transcriptionnelle de RORɣt ont été identifiés : 
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La liaison d'un agoniste à RORɣt induit le recrutement de divers coactivateurs visant à 

recruter l'ARN polymérase II, nucléotidyl transférase responsale de la transcription des 

gènes cibles. 

En revanche, la présence d'un antagoniste, des corépresseurs sont recrutés au RORɣt 

et la transcription de gène cible est réprimée. (Figure 1.2) 

 

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

 
1.1.5. Expression 

 

L’ARNm du RORɣ a été détecté dans plusieurs tissus y compris les reins, le foie, les muscles, 

le cœur, les poumons et le cerveau, mais l'expression de RORγt est limitée aux tissus 

lymphoïdes et un certain nombre des cellules lymphoïdes (Rutz et al., 2016). 

1.1.6. Rôle et fonction 

Les preuves actuelles montrent que les récepteurs orphelins peuvent hétérodimériser ou se 

lier sous forme de monomères aux éléments de la réponse afin de remplir leur fonction (Bain 

et al., 2007). 

Pendant la formation des organes lymphoïdes, les cellules stromales expriment le récepteur 

de lymphotoxine-b (LTbR), et les cellules inductrices du tissu lymphoïde qui résident les 

ganglions lymphatiques au cours de développement expriment la lymphotoxine-a1 et b2. 

L'interaction de ces deux derniers entraîne une régulation positive des molécules d'adhésion 

et des chimiokines, qui facilitent l'attraction et l’accumulation des cellules hématopoïétiques, 

dans le site de développement des cellules secondaires des organes lymphoïdes. 

L'expression de RORɣt est requise pour la différenciation de ces cellules LTi (Eberl et al., 

2004; van de Pavert and Mebius, 2010). 

RORγt est un régulateur clé de la thymopoïèse. En absence de RORɣt, les souris présentent 

une atrophie thymique sévère. L'expression de RORɣt induit le passage du double négatif 
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(DN) au double positif (DP) dans le stade de développement des cellules T thymiques (Rutz 

et al., 2016). De plus, l’absence de RORɣt cause une diminution importante du nombre des 

thymocytes CD4 + CD8 + (DP) et CD4 + CD8 - et CD8 + CD4 - mature simple positif (SP). 

Cela est dû à une augmentation significative de l'apoptose dans les cellules DP thymiques 

.(Rutz et al., 2016). En effet, l'expression ciblée de Bcl-xL (facteur anti-apoptotique, B-cell 

lymphoma-extra large) est contrôlée par le promoteur RORɣt. Ces souris déficientes en 

RORɣt, semblent initialement saines mais à l'âge de 4 ans environ 50% des souris présentent 

des lymphomes thymiques (Figure 1.2). (Rutz et al., 2016) 

 

 

Figure 1.3. Fonctions Biologiques de RORγt (Rutz et al., 2016). 1. l’expression de RORγt est 

dépendante, pour le développement de cellules LTi, qui permet le développement des organes lymphoïdes. 2. 
Pendant le développement thymocytaire, RORγt est exprimé dans cellules DP, qui est obligatoire pour leur survie 
et pour contrôler l’expression du facteur Bcl-xL. 3. RORγt est le facteur clé de la transcription des Th17. 4. cellules 
immunitaire dépendantes du RORγt, dans une addition à Th17 cellules, nombreuses autres cellules immunitaires 
aussi expriment RORγt. 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 
muqueuse 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 première sous-unité est sous forme un domaine de liaison au ligand au niveau de C- 

terminal : (LBD) et une liaison à l'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 indique (ligand binding domain), il contient une poche intérieure spécifique, pour relier le 

ligand et une fonction pour l’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 à l'ADN de haute affinité (Jin et al., 2010; Rutz et al., 2016). Enfin, il 

adopte un pli à trois couches conservé de 12 hélices α (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 deuxième 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 à d'autres régions de la molécule réceptrice. D’autre part, le DBD est 

connecté au LBD via une courte séquence d'acides aminés nommée « séquence charnière 

H » (hinge). La propriété fonctionnelle complète de cette dernière n’est pas encore identifiée, 

la phosphorylation de la séquence charnière conduit à 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 conservés. 

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 reconnaît 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 dernières cystéines dans le 

premier doigt de zinc, reconnaît le motif central dans la rainure principale de l'ADN. (Rutz et 

al., 2016). Des résidus supplémentaires immédiatement en aval du deuxième motif de zinc, 

nommé extension C-terminale (CTE), déterminent la spécificité de la liaison ROR à l'ADN. (Jin 

et al., 2010) 

Contrairement à la plupart des NR, qui se lient à l'ADN comme hétérodimères ou 

homodimères, RORɣt lie leur RORE sous forme de monomères (André et al., 1998; Giguère 

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, RORɣt est constitué d'une structure complexe et modulaire qui comprend un 

domaine de liaison au ligand C-terminal, et un domaine de liaison à l'ADN situé au centre 

responsable de multiples fonctions pour l'activation transcriptionnelle. Les interactions 

allostériques entre les sous-unités sont essentielles à la capacité de ces récepteurs nucléaires 

pour fonctionner comme des commutateurs efficaces de la régulation des gènes. Ces 

interactions sont couplées à des changements subtils de structure (Figure 1.4) (Bain et al., 

2007). 

 

 
 

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

AF : fonction d’activation ; DBD : le domaine de liaison à l’ADN ; H :la région charnière ; LBD : le domaine de 

liaison au ligand. Ci-dessous, une vue étendue du DBD indiquant les emplacements relatifs de la boîte P, de la 

boîte D, de la boîte T, de la boîte A, de l'hélice 1, de l'hélice 2 et du C-terminal d’extension (CTE). 

1.2. Lymphocyte T helper 17 (Th17) 

1.2.1. Généralités 

Avant l'élucidation de la cellule T helper 17 (Th17), en tant que sous-ensemble unique des 

lymphocytes T CD4+, les chercheurs pensaient que les cellules T CD4 + effectrices 

entièrement différenciées existaient sous deux formes : les cellules Th1, les effecteurs de 

l'immunité à 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 rôle dans l’expansion des LTh17. Les 

cytokines IL-6 et Transforming Growth Factor-beta (TGF-β) 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-α). IL-6 et TGF-β sont indispensables à la différenciation des Th17 par 

l’induire de la sécrétion autocrine d’IL-21 qui entraîne l’expression de : CCR6 (récepteur de la 
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chémokine), CCL20 (chemokine ligands), récepteur de l’IL-23 (IL-23R) et le facteur de 

transcription RORɣt. Ainsi que les macrophages et les cellules dendritiques stimulés par les 

cytokines inflammatoires (IL-1 et IL-6) secrètent IL-23, qui aide à la l’expansion et la 

stabilisation des cellules Th17 en se fixant à l’IL-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 

et al., 2011) 

RORɣt est le principal facteur de transcription des LTH17, il va stimuler STAT3 et la synthèse 

d’IL-17A et F. D’autres facteurs de transcription participent en synergie avec RORɣt comme 

RORα, interféron régulatoire facteur 4 (IRF4) et aryl hydrocarbon receptor (AHR), mais RORɣt 

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 génèrent pas à partir LTh0 humains en présence d’IL-6 et 

de TGF-β seuls. Ces deux derniers n’étant capables d’induire que l’expression de RORɣt, mais 

pas la sécrétion d’IL-17 (Samson et al., 2011). Chez l’homme, la différenciation est obtenue 

sous l’action conjointe de l’IL-1 et l’IL-23 ou l’IL-6 et l’IL1 avec l’association de TGF-β (Samson 

et al., 2011). 

Le précurseur LTh CD4+CD161+ humains est présent dans le thymus, le cordon ombilical et 

le sang périphérique. Ce précurseur exprime de manière constitutive RORɣt et IL-23R. Selon 

l’environnement cytokinique, il peut se différencier en LTh1, LTh2 ou en LTh17. La présence 

d’IL-23 avec IL-1 dans l’environnement favorise la différenciation en LTh1 ou LT17, alors que 

l’ajout de TGF- β inhibe l’expression de T-bet mais pas de RORɣt, générant donc les Th17 

seulement. Les LTh0 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. Caractéristiques et fonctions 

Les caractéristiques phénotypiques principales des LTh17 humains sont représentées par une 

expression élevée de CCR6, CCR4, CCR2, IL-23R et RORɣt et l’absence d’expression de 

CCR5. Les LTh17 sont caractérisés aussi par la sécrétion des différentes cytokines, 

essentiellement pro-inflammatoires (l’IL-17A, l’IL-17F et l’IL-22). Elles participent à la réponse 

antiinfectieuse vis-à-vis des pathogènes non pris en charge par les autres lymphocytes et 

jouent un rôle dans l’entretien ou l’émergence de pathologies dysimmunitaires. 

IL-17A et IL-17F, sont des interleukines les plus sécrétées par les LTh17, favorisent 

l’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) 
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L’IL-17A et F augmentent l’inflammation locale et la destruction des tissus, provoquent la 

synthèse des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1, TNF-α) ; de Granulocyte-Colony 

Stimulating Factor (G-CSF) et de Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM- 

CSF), qui stimulent la granulopoïèse, et la synthèse des prostaglandines et des 

métalloprotéases. Les cytokines IL-6 et IL-1 produites par les cellules déjà stimulées par l’IL- 

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 à la formation des centres germinatifs où les lymphocytes b (Lb) vont subir 

leurs mutations somatiques pour l’augmentation de la spécificité des anticorps sécrétés. 

(Samson et al., 2011) 

Les LTh17 produisent IL-22 et IL-22R sont exprimé d’une manière 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. La signalisation 

La stimulation du TCR active l'expression des gènes 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 gène IL-17. La stimulation de TGF-β 

induit à la fois l'activation de FoxP3, RORγt et RORα. Des concentrations élevées de TGF-β 

augmentent l’expression de FoxP3 par l'activation de SMAD4 et induisent par la suite la 

production de TGF-β et suppriment l'activité RORγt 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 l'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 à son tour stimule la transcription de gène IL-17. 

T-bet et Ets-1 antagonisent l'activité RORγ et fonctionnent donc comme des suppresseurs du 

développement des cellules Th17, et PPARγ supprime la transcription intrinsèque du gène IL- 

17 en bloquant l'élimination induite par l'activation des complexes répresseurs du promoteur 

du gène 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 β : transformant le facteur de croissance β; RORγt : récepteur orphelin lié à l'acide 

rétinoïque γ 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; PPARγ : récepteur activé par proliférateur 

de peroxysome γ; 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 l’IL-12 et 

l’IL-23. En fonction de la dominance de ces cytokines, la différenciation se fera vers Th1 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 zymogène 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-ɣ 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 l’IL- 

27, il inhibe le développement des maladies auto-immunes induites par les LTh17 telles que 

l’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 l’inhibition de l’expression de RORɣt avec la stimulation de l’expression de Foxp3 via 

STAT5.(Samson et al., 2011, p. 17) 

Des travaux récents, démontrent que l’acide rétinoïque secrété par les cellules dendritiques 

des muqueuses, pourrait inhiber l’expression des LTh17 au profit des LTreg. Aussi les cellules 

dendritiques CD103+ des organes lymphoïdes, des muqueuses et des organes lymphoïdes 

de l’intestin qui secrètent TGF-β et de l’acide rétinoïque sont des inducteurs puissants de 

LTreg, ce qui explique la faible infiltration des LTh17 dans les muqueuses intestinales. Donc 

à ce niveau, il existerait un équilibre entre les défenses anti-infectieuses contre les germes 

pathogènes (rôle des LTH17) et la tolérance vis-à-vis des germes considérés comme 

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

Enfin, les LTh17 humains semblent moins sensibles, par rapport aux autres populations 

lymphocytaires à l’action suppressive des Treg et résistent à l’action suppressive du TGF-β. 

Les LTh17 ont la capacité d’échapper à certains des mécanismes périphériques de la 

tolérance, favorisant l’entretien et l’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 rôle défenseur contre les infections pathogènes, 

l’évaluation de la réponse Th17 a été obtenue par l’utilisation des modèles dans lesquels un 

des gènes essentiels dans la réponse était validé, comme la sous-unité de l’IL23, les gènes 

de p19, de l’IL-17 ou du récepteur de l’IL-17A. (Samson et al., 2011) 

Les pathogènes induisant la réponse Th17 ne sont pas bien identifiés, mais il a été démontré 

que 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 pathogène lui-même qui stimule les 

cellules de l’immunité innée pour synthétiser des cytokines inflammatoires particulières 

comme l’IL-23. Les patients qui ont un déficit génétique dans la réponse IL-23/IL-17 ne peuvent 

pas contrôler les infections fongiques (Ma et al., 2008). Mais l’inflammation médiée par une 

production dérégulée d’IL-17 causerait l’activation de LTh17 pathogènes qui entretiendraient 

l’inflammation chronique sans l’éradication des agents infectieuses. (Samson et al., 2011) 
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Le rôle principal de l’IL-17 secrétés par les Th17 dans la réponse anti-infectieuse est la 

stimulation et l’initiation de la granulopoïèse 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 

l'homéostasie immunitaire et la tolérance immunologique avec des propriétés 

immunosuppressives puissantes. Ces cellules sont définies par une expression stable du 

facteur de transcription spécifique à la lignée ‘Foxp3’ et des quantités élevées de CD25+ 

(chaîne α du récepteur de l’IL-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 glucocorticoïdes (GITR), sont hautement régulés de 

manière dépendante du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) lors de l'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 cliniques 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-antigènes (Hsieh et al., 2006; Josefowicz et al., 2012). 

Cependant, Les Treg générés en dehors de thymus ou les Tregs périphériques (pTreg) 

principalement dans l’intestin se développent à partir de précurseurs des cellules T et 

nécessitent une stimulation antigénique tolérogènes, c’est-à-dire une costimulation optimale, 

une forte signalisation de TCR, des quantités de TGF-β et d'acide rétinoïque qui permettent 

l'induction de Foxp3 dans ces cellules périphériques. (Chen et al., 2003 ; Josefowicz et al., 

2012 ; Plitas and Rudensky, 2016) 
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Le gène 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 à la régulation de l’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 à la stabilité de l’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 antigènes de non-soi, telles que le 

microbiote commensal, les allergènes, les antigènes alimentaires dans les barrières 

intestinaux et les alloantigènes 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. Rôles 

La suppression immunitaire assurée par les Treg, est un mécanisme vital pour la régulation 

négative de l'inflammation et elle joue un rôle notable dans les troubles auto-inflammatoires 

ou auto-immuns, les allergies, les inflammations aiguës 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 

l’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. La dichotomie 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 naïf (Tconv) chez la souris. Chez l'homme, les cellules 

Th17 peuvent provenir d'un sous-ensemble unique de CD161 dérivé du thymus. Les cellules 

iTreg et Th17 ont besoin de TGFβ-1 pour leur développement, bien que la voie Th17 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 

TGFβ-1 peuvent tous les deux stabiliser l'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 à 

l'activation de cascades de signalisation distinctes et de facteurs de transcription qui contrôlent 

le programme de développement de ces lignées spécifiques. (Figure 1.6) 

 
 
 

 

Figure 1.6.  La dichotomie et la différenciation des   sous-population   Treg   et Th17 
(Alizadeh et al., 2013 ; Eisenstein and Williams, 2009). 

 
 

1.4.1. La balance Treg / Th17 

Les lymphocytes Th17 contrôlent la différenciation des Treg et vice versa, pour ainsi maintenir 

l'équilibre et combiner l'homéostasie immunitaire et l’élimination des pathogènes (Garrido- 

Mesa et al., 2013). Il y a une certaine dichotomie entre ces deux lignées qui pourraient 

nécessiter du TGFβ pour leur différenciation. Ce dernier induit l'expression de Foxp3 dans les 

lymphocytes T naïfs, favorisant le développement des Tregs, mais la présence d'IL-6 inhibe la 

génération de Tregs par l’induction de l’expression d’IL-23 R et de RORγt, favorisant le 

phénotype Th17 dans un processus qui semble dépendre de la dose des cytokines. 

L'expression de Foxp3 induite par TGF-β régule négativement la différenciation des 

lymphocytes Th17 en réprimant l'expression d'IL-23R et de RORγt (Garrido-Mesa et al., 2013). 

De plus, l'acide rétinoïque a été impliqué aussi dans l'équilibre Treg-Th17, il peut induire 

l’expression de Foxp3 et inhiber RORγt même dans des conditions induisant Th17, favorisant 

ainsi le développement de 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 l’homéostasie. Les recherches démontrent que cet équilibre intervient dans 

le maintien d'un environnement immunitaire sain et fonctionnel. 
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Les cellules Th17 et Treg sont deux sous-ensembles de cellules T mutuellement 

contradictoires. Les cellules Th17 sont vitales pour la défense de l'hôte contre les agents 

pathogènes, mais elles sont également impliquées dans les troubles auto-immunes. 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. (Knochelmann et al., 2018) 

Des résultats suggèrent que la restauration d'un réseau de cytokines adéquat et d'un équilibre 

Th17 / Treg, peut aider à obtenir une meilleure réponse clinique dans le cas du cancer. 

L'inhibition de la fonction RORγ offre une cible thérapeutique potentielle pour le traitement de 

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

Puisque le RORγt 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 gène pourrait 

être d’un rapport efficace dans le traitement des maladies correspondantes à médiation Th17. 

1.5. 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 manière sensible et rapide. La PCR est largement utile dans des domaines cliniques et 

dans les recherches scientifiques (diagnostic des maladies, séquençage, clonage des divers 

gènes et détection d’agents pathogènes). 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 gènes. (Garibyan and Avashia, 2013a; 

Green and Sambrook, 2018) 

1.5.2. Principe : 

La réaction enzymatique permet d’amplifier une séquence d’ADN à partir un fragment connu 

(20 nucléotides). Cette technique peut être 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 à analyser, grâce la grande sensibilité de la technique. 

(Garibyan and Avashia, 2013a; Green and Sambrook, 2018) 

1.5.3. 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 être 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 être spécifiques et complémentaires à l’ADN à amplifier. Ces amorces permettent 

l’amplification d’ADN exacte et servent comme des point d’initions sur lequel l’ADN polymérase 

va s’appuyer. 

L’ADN polymérase (la taq polymérase : polymérase active à des températures élevées) est 

l'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 l'ADN. (Garibyan 

and Avashia, 2013a; Green and Sambrook, 2018) 

1.5.4. Les étapes : 

Les acteurs de la PCR sont mélangés dans une plaque à 96 puits ou un tube à essai, puis 

placés dans une machine (essentiellement un thermocycleur) qui permet la réalisation des 

cycles répétés (trois étapes de base) d'amplification d'ADN. Après l’insertion des échantillons, 

la machine abaisse et élève la température selon des étapes programmées 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’èlongation : des deux brins d’ADN à partir des amorces grâce à L’ADN polymérase 

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

La durée d’un cycle est environ une minute qui se répéter un grand nombre de fois, pour 

l’amplification exponentielle de la séquence d’ADN choisi. Théoriquement n cycles de PCR 

permettent la production de 2𝑛 copies de la séquence. (Garibyan and Avashia, 2013a; Green 

and Sambrook, 2018) 

1.5.5. La visualisation : 

Se fait principalement par deux méthodes : 

1. Utilisation des colorants chimiques (tel que le bromure d'éthidium) pour la coloration de 

l’ADN amplifié. 
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2. Etiquetage par un fluorescent (fluorophores) des nucléotides ou des amorces avant 

l’amplification par PCR, qui sont incorporés directement dans le produit final. 

L’analyse : La méthode la plus utilisée est l'utilisation de l'électrophorèse sur gel d'agarose, 

pour la séparation et la visualisation les produits de PCR en fonction de la taille et de la charge. 

1.5.6. Les types : 

 PCR qualitative (semi-quantitative) : est utilisée pour déceler l'absence ou la présence 

d'un produit d'ADN particulier, c’est une technique idéale pour le clonage ou pour 

l’identification d’un pathogène. 

 PCR quantitative (en temps réel) : Il indique à la fois la détection et la quantité du 

produit de PCR en temps réel, pendant l’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 rôles suivants : l’hybridation à l'ADN matrice, la limitation de la 

région d’ADN à amplifier et grâce à leur extrémité 3'OH libre et elles initient le travail de l’ADN 

polymérase. (Dieffenbach et al., 1993) 

1.6.2. Choix d’amorces de PCR 

1.6.2.1. La spécificité 

L’amorce doit être spécifique de l’espèce recherchée ou du gène, unique dans la matrice 

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

La spécificité de l’amorce est importante surtout dans l’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 génomique comparative, 

l’évolution, la variation de séquence et la régulation transcriptionnelle. Ensembl annote les 

gènes, calcule plusieurs alignements, prédit la fonction de régulation et recueille des données 

sur les maladies. 

Primer-BLAST : est un outil pour trouver des amorces spécifiques à des modèle 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 très 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 être prises en considération lors de la conception des amorces 

pour une amplification spécifique avec un rendement élevé : 

o La longueur ou la taille de l’amorce 

o La température de fusion (𝑇𝑓) 

o La spécificité 

o La complémentarité 

o La teneur en G/C et le GC clamp 

1.7. Problématique 

La dichotomie Th17/Treg est importante pour maintenir l'homéostasie immunitaire. Les 

cellules Th17 sont vitales pour la défense de l'hôte, mais elles sont également impliquées 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 délétères, puisqu’ils sont parfois en 

corrélation avec la progression du cancer. Une dominance de Th17 ou une surveillance 

dysfonctionnelle de Treg sont associées à des troubles immunitaires. 

Le récepteur nucléaire RORγt qui est un facteur de transcription clé dans la génération et la 

différenciation de la sous-population Th17, et il permet également de contrôler la dichotomie 

Th17/Treg. Le ciblage de RORɣt est efficace dans différents cas pathologiques et il constitue 

un chemin dans l’immunothérapie. Il est donc important de choisir les bonnes amorces pour 

l’étude d’expression du gène RORC dans les cellules Th17 et pour contrôler et moduler la 

dichotomie Th17/Treg. 

Objectif : L'objectif de notre travail est la conception des amorces spécifiques qui encadrent 

le gène RORc de RORγt qui a été a impliquée dans la dichotomie Th17/Treg, à l’aide des 

outils de bio-informatique. 

But : Montrer que notre amorce spécifique peut sert à effectuer des analyses PCR pour 

exploiter la réponse Th17 soulignant une approche adoptive dans la modulation de la 

dichotomie Th17/Treg ou bien pour détecter les altérations qui touchent notre gène. 
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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 succès 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 : l’efficacité de l’amplification et la spécificité. 

 
Pour arriver à amplifier sélectivement des séquences nucléotidiques par PCR, il est important de 

confectionner au moins une paire d’oligonucléotides. Ces amorces sont synthétisées par voie ch imique (les 

oligonucléotides dont l'extrémité 5'). (Álvarez-Fernández, 2013; Nybo, 2009; Tham and Moon, 1996) 

2.2. Sélection des amorces 

Les principales règles de sélection d’une amplification efficace de l'amorce et donc de la PCR sont définies 

ci-dessous : 

2.2.1. La longueur de l'amorce 

La spécificité et la température de fusion sont contrôlées par la longueur de l'amorce. Généralement 

l'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 l’amorce est courte plus 

l’hybridation augmente. 

2.2.2. La température de fusion (𝑻𝒇) 

Généralement elle se situe entre 56 et 62 °C. 

Bien que les oligonucléotides soient ajoutés en même temps à une PCR dirigée sur une cible ou un site, les 

températures de fusion des amorces doivent être semblables, pour assurer une hybridation parfaite et pour 

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

Les températures de fusion des amorces sont déterminées à l’aide de calculs thermodynamiques avec la 

formule suivante : 

𝑇𝑎𝑚𝑜𝑟𝑐𝑒 = ∆H [∆S+ R ln (c/4)] -273.15°C + 16.6 𝑙𝑜𝑔10[𝐾+] 

H : l’enthalpie. 

S : l’entropie pour la formation de l’hélice. 

R : la constante molaire des gaz. 

c : la concentration d’amorces. 

 
 Pour les oligonucléotides de 18 à 24 bases on peut utiliser la formule suivante (formule de Wallace) 

: 
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𝑇𝑓= 2(A+T) + 4(G+C) 

 
A, T, G et C : les bases purine et pyrimidine. 

 
 Tous simplement on peut utiliser des logiciels de conception d’amorces déjà disponibles sur l’internet. 

(Yang et al., 2006) 

2.2.3. La spécificité 

La spécificité de l’amorce dépend de la longueur de l’amorce, et ces amorces ne doivent amplifier que le 

gène ciblé. Puisque qu’il y a beaucoup plus des séquences uniques entre 15 et 24 paires de bases, 

l’amélioration de la spécificité est nécessaire. 

Le choix d’une amorce incorrecte peut conduire à l’échec de la réaction PCR, avec mauvaise synthèse du 

gène, ou l’absence de synthèse du gène. 

Pour la vérifier on peut réaliser un alignement local avec l’outil BLAST. 

 
2.2.4. La complémentarité 

Il est nécessaire d'éviter les régions d'homologie intra-amorce. 

 
L’auto homologie de telle région, peut former des structures en « épingles à cheveux ». 

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

l’hybridation avec la matrice. 

L’homologie des extrémités 3’ de l’une ou de l’autre amorce, cause la formation de dimères d’amorce, ce qui 

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

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

Le pourcentage de CG doit être entre 45-55 % pour que l’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 être 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 l'efficacité de l'amplification. 

Il est préférable d’utiliser des amorces avec les successions de bases mélangées. 

 
2.2.6. La séquence à l'extrémité 3 

Pour éviter le problème des homologies d'amorce qui se produit dans les régions 3’, le mal amorçage et la 

respiration, il faut choisir un résidu G ou C à l'extrémité 3' des amorces car la liaison C/G est plus forte que 

la liaison A/T. 

2.3. RORC et RORɣt 

Le gène RORC est un membre de la superfamille des gènes des récepteurs nucléaires ROR. 
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RORɣt (RORC variant 2), est un facteur de transcription de la signature des cellules Th17, il est codé par le 

gène RORC, et qui est un membre des récepteurs nucléaires orphelins NR1F. 

Le RORɣt est exprimé comme 1 des 2 isoformes d'ARNm transcrites à partir de promoteurs alternatifs dans 

le gène RORC et code pour une protéine qui est plus courte de 21 acides aminés N-terminaux et il diffère 

dans les 3 premiers acides aminés N-terminaux par rapport à l'isoforme principale RORɣ. (Ratajewski et 

al., 2016) 

2.4. La séquence du gène RORC 

 On a recherché la séquence du gène RORC par l’utilisation de la base de données « ENSEMBL » 

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

 

 

Figure 2.1 : La base de données ‘’Ensembl’’. 
 
 
 

http://www.ensembl.org/
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Figure 2.2: La recherche de notre gène exact RORC. 
 

Figure 2.3: La description du gène RORC. 
 

Figure 2.4: La séquence de gène RORC. 

 
 

 Après cela, on a obtenu la séquence du gène RORC qui contient 10 introns et 9 exons, on l’a copié 

et l’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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Figure 2.5 : L’exon 4 encadrée. 

 

 
2.5. Le design de primer 

 À l’aide de la plateforme : centre national américain de l’information biotechnologique (NCBI) et par 

l’utilisation du logiciel Primer blaste sur le site « www. Ncbi. nlm. nih. Gov » on a conçu l'amorce 

spécifique du gène RORC. 

 

 
Figure 2.6 : L’outil Primer BLAST 

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

début de l’exon 4, puis on clique sur réversion, ensuit sur option statistique, on obtient une fenêtre 

http://www/
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contenant les numéros à remplir et pour déterminer les cases de l’autre amorce anti sens, on 

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

 
 

Figure 2.7 : La numération des bases. 

 
 
 
 

 Ensuite, on a copié et collé notre amorce d’intérêt (exon 4) dans le primer BLAST, supprimé les 

espaces indésirables entre les nucléotides et déterminer la séquence de l’amorce sens et anti sens. 
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Figure 2.8 : Analyse de la séquence d’intérêt par le Primer blast. 

 
Par la suite, nous sommes passés à la clé « Database » où nous avons choisi « Genomes for selectes 

organisme (primer reference assembly only) ». Et à 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 fenêtre (Figures ci- 

dessous). 

 
 
 

 
Figure 2.9 : l’obtention des résultats à travers le primer blast 

 
 
 
 

 

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

 La longueur du produit résultant de l’amorce spécifique faudrait qu’elle contienne un nombre de bases 

inférieur à 1000 bases, car la PCR n’amplifie pas une séquence comportant plus de 1000 bases. 

 La teneur en GC doit être proche de 50%. 

 Les températures d'hybridation des amorces sens et anti sens doivent être équivalente des unes aux 

autres, car la température d'hybridation est stable à une seule valeur. 

 Tous les produits aspécifiques résultants appartenant à l’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 à partir de ce processus sont présentées ci-dessous : 
 
 

 
Figure 3.1 : Résultat de primer BLAST 

Figure 3.2 : Résultat 2 de primer BLAST 
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Figure 3.3 : Résultat 3 de primer BLAST 

 

 
2. Interprétation des résultats 

2.1. Le site Ensembl décrire l’intégrité du gène RORC qui contient 9 exons. 

2.2. Le site Primer blast nous nous sommes permis de choisir l'exon 4 pour obtenir 

l'amorce spécifique du gène RORC. 

2.3. De plus, nous avons obtenu 10 paires d’amorces spécifique du gène RORC (exon 

4) par l’utilisation du programme primer blast. 

Finalement, on a choisi la paire d’amorce ‘’6’’ grâce à la présence des critères 

exigées précédemment : 

Tableau 01 : résultats de la conception 
 

 
Critères d’une bonne 

amorce 

Taux optimal Notre amorces 

Température de fusion 52 à 60 ᵒC Directe (59.41 ᵒC) 

Inverse (59.75 ᵒC) 

Longueur 15 à 30 nucléotides Directe 20 nucléotides 

Inverse 20 nucléotides 

Teneur en CG 40 à 60% Directe 50% 

Inverse 60% 

Produits spécifique Moins de 1000 pb 524 pb 

Produits aspécifiques Plus de 1000 pb Tous plus de 1000 pb 
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3. Confirmation des résultats 

La dernière 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 l’emplacement 

de notre produit spécifique sur le chromosome 1 avec le locus exact et grâce à cela nous 

avons prouvé la spécificité de ces amorces. 

 

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

 
 

4. Perspectives : 

Il a été démontré que l’isoforme RORγt, joue un rôle critique dans la différenciation des cellules 

Th17. Donc, il est clair que le ciblage de gène RORγt dans la dichotomie Th17 / Treg, est 

efficace pour le traitement des troubles immunitaires à médiation Th17, avec la minimisation 

des effets secondaires cliniques des immunosuppresseurs utilisés. 

On aimerait cibler, sélectivement le RORγt pour l'utiliser dans les futures études 

d’immunothérapie des maladies auto-immunes et de déséquilibre Th17 / Treg. Ce qui rend 

probablement la modulation sélective de RORγt peuvent être développés indépendamment 

des autres facteurs. 

Dans perspectives le ciblage pourrait être par plusieurs façons, comme le transfert des sondes 

activateurs ou répresseurs fourniront un moyen de disséquer complètement la biologie des 

isoformes ROR, ou bien par des vaccins. 

https://genome.ucsc.edu/
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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 à maîtriser le 

système immunitaire. 

En effet le domaine de l'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 très 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 très grande quantité un fragment d’ADN particulier, 

présent en très faible quantité au départ, parmi des millions d’autres fragments. 

La conception des amorces est un processus crucial pour le succès 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 conçue des amorces pour l’analyse du gène RORC, un 

gène dont le produit est impliqué dans la dichotome Th17/Treg, l’équilibre entre ces deux 

lymphocytes est devenu un facteur important dans la régulation de plusieurs maladies et 

pour le maintenir l’homéostasie immunitaire. 

L’étude de la variation génétique au niveau de ce gène, consiste à utiliser des amorces afin 

d’amplifier une région encadrant la variation, ceci représente une étape préalable, et 

indispensable à toute analyse de biologie moléculaire impliquant ce gène (PCR/Séquençage, 

RT/PCR …). 

Nous avons élaboré ce travail, grâce aux outils de la bio-informatique qui nous a permis de 

choisir l'exon 4 du gène RORC, pour obtenir la paire d’amorce ‘’6’’ spécifique. Cette paire 

d’amorce répond aux critères exigés internationalement (Température de fusion : 59ᵒC, 

longueur : 20 nucléotides, produits spécifiques : 524 pb, produits aspécifiques : tous plus de 

1000 pb). 

Notre paire d’amorce encadre spécifiquement du gène RORC associé au dérèglement 

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 gène. Pour cela il existe 

plusieurs outils de la bio-informatique qui permettent de retrouver les séquences de référence 

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