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Résumé 

 

Introduction : TLP6 exprimé par les macrophages joue un rôle essentiel dans la 

régulation de la réponse anti-infectieuse et au processus des maladies auto-

immunes. 

Objectif : Concevoir des amorces du gène TLR6 par Primer BLAST afin de pouvoir 

étudier son rôle dans les réponses anti-infectieuses et les maladies auto-immunes. 

Matériel et méthodes : Nous avons réalisé une étude bio-informatique pour trouver 

la séquence du gène TLR6 sur le site www.ensemble.org , puis à partir de la 

plateforme de la NCBI on a utilisé le primer blast pour obtenir une bonne paire 

d’amorce de gène TLR6 et on a ensuite confirmé leurs spécificités en confirmant les 

résultats par PCR inSilico. 

Résultats : A la fin de notre étude sur primer blast nos résultats montrent que la 

paire d’amorce numéro 1 la bonne paire d’amorce avec un produit spécifique à 

328pb et le reste sont plus de 1000, avec une longueur d’amorce de 20 bases et 

une température de la fusion de 58° C et une teneur de GC de 55%. 

Conclusion : A partir de cet outil de conception des amorces nous avons pu obtenir 

facilement notre paire d’amorce du gène TLR6 qui se situe sur le chromosome 4. 

Ceci nous permettra d’étudier le rôle de TLR6 dans la régulation de la réponse anti-

infectieuse et la prédiction des maladies auto-immunes  

Mots clés : TLR6 ; réponse anti-infectieuse ; macrophages ; auto-immune, PCR. 

 

 

 
 

 

http://www.ensemble.org/
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Abstract 

Introduction: TLP6 expressed by macrophages plays an essential role in the regulation of the anti-

infective response and in the process of autoimmune diseases. 

 Objective: To design primers for the TLR6 gene using Primer BLAST in order to be able to study its 

role in anti-infectious responses and autoimmune diseases. 

Material and methods: We carried out a bioinformatics study to find the sequence of the TLR6 gene 

on the site www.ensemble.org, then from the NCBI platform we used the primer blast to obtain a good 

pair of TLR6 gene primer and their specificities were then confirmed by confirming the results by 

inSilico PCR. 

Results: At the end of our primer blast study our results show that primer pair number 1 the correct 

primer pair with a specific product at 328bp and the rest are over 1000, with a primer length of 20 bases 

and a melt temperature of 58 ° C and a GC content of 55%. 

Conclusion: From this primer design tool we were able to easily obtain our primer pair for the TLR6 

gene which is located on chromosome 4. This will allow us to study the role of TLR6 in the regulation of 

the anti- response. infectious disease and autoimmune disease prediction. 

Keywords : TLR6 ; réponse anti-infectieuse ; macrophages ; auto-immune, PCR. 
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أساسياً في تنظيم الاستجابة المضادة للعدوى وفي عملية أمراض المناعة دورًا  لهالبلاعم الذي تعبر عنه  TLR6 :ملخص

 الذاتية.

من أجل التمكن من دراسة دوره في الاستجابات  Primer BLASTباستخدام  TLR6الهدف: تصميم مواد أولية لجين 

 المضادة للعدوى وأمراض المناعة الذاتية

. 

على الموقع  TLR6لقد أجرينا دراسة المعلوماتية الحيوية للعثور على تسلسل جين  :المواد والطرق

www.ensemble.org،  ثم من منصةNCBI  استخدمناPrimer BLAST  للحصول على زوج جيد من تم تأكيد

 .inSilico PCRوخصائصها من خلال تأكيد النتائج بواسطة  TLR6التمهيدي الجيني 

 

 

هو زوج  1تظُهر نتائجنا أن زوج التمهيدي رقم  أجريناها،التي  Primer BLASTمنصة  ليعفي نهاية دراسة  النتائج:

 ودرجةاعدة نيكليوتدية ق 20بطول تمهيدي يبلغ  ،1000يزيد عن  paire de base 328 يحتوي علىالتمهيدي الصحيح 

 ٪.55بنسبة  GCدرجة مئوية ومحتوى  58حرارة انصهار 

 

 TLR6تمكنا بسهولة من الحصول على زوج التمهيدي الخاص بنا من جين  هذه،ن خلال أداة التصميم التمهيدي  الاستنتاجات:

في تنظيم الاستجابة المضادة. الأمراض المعدية والتنبؤ  TLR6. وهذا سيسمح لنا بدراسة دور 4الموجود على الكروموسوم 

 بأمراض المناعة الذاتية

 

 

 المناعة الذاتية.، بالالتها ،، العدوىTLR6 ،PCR المفتاحية:الكلمات 
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Introduction  

Le système immunitaire participe au maintien de l’intégrité de l’organisme par des 

réponses immunitaires innées et acquises. Les cellules de la lignée myéloïde comme les 

monocytes, les macrophages, les cellules dendritiques sont capables de détecter des 

agents pathogènes qui expriment spécifiquement des motifs conservés, appelé PAMP 

grâce à des récepteurs spécifiques nommées les PRR (Pattern recognition receptor). 

Les PRR ont la capacité aussi de reconnaitre les DAMP (Danger Associated Molecular 

Pattern) ce sont des molécules présentes sur les cellules en nécrose ou en 

stress(Shcheblyakov et al., 2010). 

Les PRR comprennent plusieurs types de récepteurs, les TLR (récepteurs de type Toll), 

les CLR (C-Type Lectin Receptors), et les NLR (récepteurs de type NOD),les RLR 

(Récepteurs de type RIG-1). Les TLR constituent la classe des PRR la mieux étudiée et 

sont caractérisés par leur rôle crucial dans la reconnaissance multiple desmicro-

organismes. Cette famille se compose de dix membres, TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, 

TLR6, TLR10 exprimées sur la membrane cytoplasmique bien que d’autres comme 

TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 sont exprimés sur la membrane des endosomes.(Delneste et 

al., 2007a) 

 

TLR6 a été décrit pour la première fois par Takeuchi sous la forme d'un polypeptide de 

contenant 796 acides aminés. L’hétérodimère (TLR2-TLR6) exprimé par les 

macrophages interagit avec ses ligands qui sont des lipopeptides diacylés, active à son 

tour une cascade de signalisation impliquant la voie de MyD88 et les facteurs de 

croissances NF-KB aboutissant à la production des cytokines pro-inflammatoires telles 

que TNF-alpha (facteur de nécrose tumorale),  IL-6 ou IL-12 pour une réponse innée 

protectrice de l’hôte(Marinho et al., 2013). Ce processus est précisément enchainé lors 

des infections parasitaires (Leishmania major), bactériennes (Mycobacterium avium) ou 

virales (virus de la dengue).  

 

Les macrophages jouent un rôle important dans présentation antigénique via ces 

récepteurs de type péages (TLR) et par l’activation de l’immunité anti-infectieuse par la 

sécrétion des cytokines pro-inflammatoires(M1) qui participent à l’élimination du 

pathogène et l’élaboration de la réponse inflammatoire. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9cepteurs_de_type_Toll
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lectine
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9cepteurs_de_type_NOD
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Un dysfonctionnement ou une régulation incorrecte du gène TLR 6 peut conduire à un 

rapport déséquilibre de cytokines et chimiokines pro et anti-inflammatoires chez l'hôte, 

contribuant à l'apparition d'un certain nombre de maladies inflammatoires telles que la 

stéatose hépatique non alcoolique, le cancer colorectal et des maladies auto-immunes 

comme la sclérose en plaque (Semlali et al., 2019a). 

L’expression du gène TLR6 pourrait prédire la susceptibilité individuelle au 

développement de certaines maladies inflammatoires  et de cancers(Semlali et al., 

2019a).Ce travail consiste à recueillir des données de la littérature concernant le rôle de 

TLR6 dans le macrophage et son implication dans l’immunité anti-infectieuse et dans 

l’auto-immunité, ainsi qu’à  la conception d’amorces spécifiques du gène TLR6qui 

serviront pour une réplication efficace et optimale par la PCR. 

.  
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1.1 Les récepteurs de l’immunité inné PRR 

 

      Lorsqu’un micro-organisme entre en contact avec les cellules l’organisme, il doit être 

détecté comme un agent étranger, c’est-à-dire être discriminé du soi, par les cellules du 

système immunitaire. Cette étape de reconnaissance fait intervenir les récepteurs de 

l’immunité innée, appelés  Pattern recognition receptor (PRR) qui ont la capacité de 

reconnaitre les motifs moléculaires présents sur les micro-organismes (Delneste et al., 

2007a) . Parmi les classes fonctionnelles de PRR, on distingue les récepteurs de type 

Toll (TLR), les C-Type Lectin Receptors (CLR), et les récepteurs de type NOD (NLR)et 

les Récepteurs de type RIG-1 (RLR). Les PRR sont généralement exprimés par les 

phagocytes, les cellules dendritiques et les cellules épithéliales ou endothéliales. Ces 

récepteurs se comportent comme des interfaces moléculaires entre la phase de 

reconnaissance des agents pathogènes et la phase d’activation d’une réponse immune 

protectrice. (Plato et al., 2015). 

 

1.2 La famille des récepteurs TLR 

 

1.2.1 Découverte 

        À la fin du 20e siècle, Toll s'est révélé être un récepteur essentiel pour la défense 

de l'hôte contre l'infection fongique chez la drosophile qui n'a qu'une immunité innée 

(Takeda et al., 2003). 

       En 1999, un récepteur homologue a été découvert chez les mammifères et a été 

appelé toll like récepteur (TLR) et qui induit l'expression de gènes impliqués dans les 

réponses inflammatoires. Depuis on connait chez l’homme une dizaine de ces 

récepteurs de TLR-1 à TLR-10 (tableau 1.1)  (Takeda and Akira, 2005). 

 

1.2.2 Structure et expression de TLR 

        TLR sont des molécules transmembranaires de natures protéiques, Chaque TLR 

possède un domaine extra cytoplasmique composé de nombreux motifs riches en 

leucine qui médiate la reconnaissance Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP) 

https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9cepteurs_de_type_Toll
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9cepteurs_de_type_Toll
https://fr.wikipedia.org/wiki/Lectine
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9cepteurs_de_type_NOD
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et un domaine intracytoplasmique TIR (toll/IL-1R-like) s’occupe des voies de 

signalisations. 

Les TLR sont soit exprimés de façon extracellulaire sur la surface de la cellule (Par 

exemple, TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, sont exprimés en grande partie sur la 

surface cellulaire des cellules immunitaires innée : monocytes, macrophages et cellules 

dendritiques ou intracellulaires  sur la membranes des endosomes (TLR3, TLR7, TLR8 

,TLR9).on peux distinguer les différents  membre de TLR et leur agonistes microbiens 

(tableau 1.1) (Delneste et al., 2007b). 

 

 

Famille Agonistes microbiens 
Agonistes du 
soi 

Autres 

TLR1 (+ TLR2) 
 

Triacyl lipopeptides 

(bactéries, mycobactéries 

 
 

TLR2 
 

Lipoprotéines/lipopeptides 
(nombreux pathogènes) 
Peptidoglycane et acide 
lipotéichoïque (bactéries 
Gram positif) * 
Lipoarabinomannane 
(mycobactérie) OmpA 
(bactérie à Gram négatif) 
 

HSP70**  

 TLR3 ARN double brin (virus)    

TLR4 
 

Lipopolysaccharide 
(bactérie à Gram négatif) 
Protéines virales (RSV, 
MMTV) 
 

HSP2 
Domaines de 
fibronectine, 
acide 
hyaluronique et 
héparane 
sulfate 

 

TLR5 
Flagelline (bactérie)   
 
 

  

TLR6 (+ TLR2) 
 (Mycoplasme) 
 

  

TLR7 ARN simple brin (virus)  

Drogues 
(imidazoquinoline, 
loxoribine, 
bropirimine) 
 

TLR8 ARN simple brin (virus)  Imidazoquinoline 

TLR9 ADN hypométhylé   
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 (bactérie) Hémione  
 

 

Tableau1.1 : Agonistes des molécules TLR humaines. 

1.2.3 Fonctions des TLR 

 

- La caractérisation fonctionnelle des récepteurs de type Toll (TLR) est de reconnaitre 

une grande variété des agents pathogènes.(Takeda and Akira, 2005). 

-  L’engagement des Pathogen Associated Molecular Pattern (PAMP) avec les TLR 

induit un ensemble de réactions moléculaires qui conduisent à des réponses 

immunitaires innées efficaces et au développement d’une immunité acquise spécifique 

au micro-organisme  

- Les TLR jouent un rôle crucial lors d’infection tant bactériennes, fongiques, parasitaires 

ou virales en permettent l’induction de la réponse immunitaire pro-inflammatoire 

nécessaire pour éliminer les micro-organismes détectés. Les TLR sont aussi capables 

de reconnaitre les Danger Associated Molecular Pattern (DAMP) sont des molécules 

présentes sur les cellules en nécrose et sur desproduits de dégradation de la matrice 

extracellulaire. 

 

 

1.3 TLR6 

 

1.3.1 TLR6, historique et structure 

 

Le TLR6 est un membre de la famille TLR. TLR6 a été décrit pour la première fois par 

Takeuchi sous la forme d'un polypeptide de 91,9 kDa contenant 796 acides aminés(aa) 



Chapitre1. Revue de la littérature    
 
 
 

7 
 

 Le gène TLR6 humain a un seul exon, est situé sur le chromosome 4p13. Le TLR6 

humain est un gène de 2391 paires de bases qui code pour une protéine 

transmembranaire de 796 aa de type I contient des répétions riche en leucines (LRR) 

une protéine extracellulaire de 630aa (y compris un peptide signal 31aa), un domaine 

transmembranaire de 21aa et un domaine de signalisation TIR intracellulaire de 145 aa. 

Il contient également un peptide signal N-terminale 20 motifs riche en leucine 

extracellulaire répétés en tandem, et un domaine cytoplasmique homologue au 

récepteur de l'interleukine-1 (IL1R)(Tantisira et al., 2004).  Récemment, un 

polymorphisme codant commun a été identifié dans ce gène qui conduit à un échange 

de sérine en proline en position 249 dans le domaine extracellulaire de la protéine 

TLR(Mukherjee et al., 2019). 

Ce récepteur est exprimé par les cellules de l’immunité innée telles que, les cellules 

dendritiques, les macrophages tissulaires, les cellules épithéliales et les neutrophiles  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.1Gène TLR6 en localisation génomique
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1.3.2 La voie de signalisation 

 

La majorité des TLR semblent fonctionner comme des homéomères, à l'exception du TLR6, qui 

forme des hétérodimères avec TLR2, après l’interaction de l’hétérodimère (TLR2-TLR6) avec leur 

ligand qui sont des lipopeptides diacylés (figure1.1). 

Après reconnaissance du ligand, la molécule cytoplasmique MyD88 qui contient un domaine 

TIR recrute Interleukin-1 Receptor Associated Kinase (IRAK1) au récepteur lors de la liaison 

ligand ensuite, IRAK active TNF Receptor Associated Factor (6TRAF6) menant à l’activation de 

IKB kinase (IKK). Ce complexe IKK phosphoryle IKB, ce qui entraine la translocation nucléaire des 

facteurs de transcriptions‐ κB,  impliqués dans l’induction de nombreux gènes, principalement pro-

inflammatoires ((Ren et al., 2016).  

Une dérégulation de  l’expression de  TLR6 ou un dysfonctionnement au niveau des séquence du 

gène  peut  entrainer un  déséquilibre  des cytokines et de chimokines pro-anti inflammatoires 

contribuant à l’apparition de  certaines maladies inflammatoires et  de cancers (Semlali et al., 

2019b). La compréhension des TLR et de leurs voies de signalisation pourrait révéler de nouvelles 

cibles thérapeutiques dans les septicémies et d'autres maladies à médiation immunitaire. 

 

 

Figure1.2 mécanismes d’activation l’hétérodimère TLR6-TLR2(Satta et al., 2008) 

 

1.4 TLR6 et l’immunité anti- infectieuse 

 

             La reconnaissance de PAMPS par les TLR abondants à la surface des macrophages 

déclenchent une série de réponses immunitaires spécifiques conduisant entres autres à la 
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sécrétion de nombreuses molécules à activité bactéricides et inflammatoires pour éliminer le 

micro-organisme détecté. 

De plus, les macrophages sont la cible de nombreuses bactéries intracellulaires (mycobactéries) 

et des parasites (les leishmanies). 

 

1.4.1.1 L’infection par brucella. Abortus 
 
  

Brucella. Abortusest un pathogène intracellulaire appartient à la famille des bactéries de gram-. B. 

abortus est reconnus par l’hétérodimère TLR2-TLR6 conduit à une activation intracellulaire 

dépendent NF-kB et la voie de signalisation   Mitogen-activated protéine kinases (MAPK) induit par 

la suite la production des cytokines pro- inflammatoires IL-12 par les macrophages et les cellules 

dendritiques. Des recherches ont montré que les cellules dendritiques (DC) infecté par b. abortus 

nécessite le TLR6 pour initier la réponse inné pro-inflammatoire de plus, le TLR-6  en 

coopérations avec  les récepteurs de types  NOD  ou les récepteurs de lectine de type C  améliore  

la résistance à l’infection(Almeida et al., 2013). 

 

1.4.1.2 L’infection par Mycobacterium avium 
 
TLR2 et TLR6 interagissent en synergie pour la reconnaissance de M. aviumqui induit une 

cascade de signalisation intracellulaire active la production des cytokines pro- inflammatoires par 

les macrophages. 

Des expériences ont montré que TLR6 est nécessaire pour l’activation induite par M. avium des 

MAPKs et du NF‐κB dans les cellules dendritiques et, un manque de TLR6 affecte la production 

IL-12 et TNF‐αpar les cellules dendritiques en réponse à M. avium. (Marinho et al., 2013). A cet 

égardTLR6 est critique pour la production de cytokines pro-inflammatoires dans les cellules 

dendritiques infectés par M. avium. 

1.4.1.3  L’infection par Leishmania major 
 

Leishmania major est un parasite protozoaire détecté par TLR2,TLR1 et TLR6 des macrophages. 

L’association de l’hétérodimère TLR2-TLR-6 assure une action antileishmanial contre les cellules 

infectés par la stimulation de la production de TNF ‐ α, par les macrophages (Pandey et al., 2014). 

L'infection par le virus de la dengue (DV). 

 

1.4.1.4 Infection par le virus de la dengue 
Le virus de la dengue transmise par les moustiques, est un membre de la famille des 

 Flaviviridae, Le génome du virus de la dengue code pour une poly protéine unique qui se 
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compose de 3 protéines structurales (capside, pré membrane et enveloppe) qui forment la 

structure physique de la particule virale et de 7 protéines non structurales (NS1, NS2a, NS2b, 

NS3, NS4a, NS4b, NS5 ) nécessaires à la réplication du virus (Chen et al., 2015). Le TLR2 et 

TLR6 sont activés pendant l'infection par le virus de la dengue et plus précisément par la protéine 

NS1 et cette activation conduit à une augmentation de la sécrétion d'IL-6 et la production de   

TNF-α. 

 

 

On conclusion, le TLR6 est impliqué dans des infections bactériennes, fongiques et virales en 

raison pour favoriser une réponse immunitaire protectrice de l'hôte. 

 

1.4.2 TLR6 et le cancer 

 

1.4.2.1 Le cancer colorectal (CRC) 

 

L'une des tumeurs malignes les plus courantes dans le monde, et est le type de cancer le plus 

répandu et la deuxième cause de mortalité associée au monde, les patients atteints de CCR ne 

sont normalement diagnostiqués que lorsque la maladie a atteint un stade avancé.(Kim et al., 

2020) . 

Les tissus du CRC présentent une expression plus élevée des gènes TLR1, TLR2, TLR4, TLR8 et 

TLR9 par rapport au TLR6, Donc le TLR6 peut présenter une fonction anticancéreuse en termes 

de risque de développement d'un cancer colorectal par contre des modifications dans les exons 

du gène comme l'hyperméthylation de la cytosine-phosphate-guanine (CpG) ou des mutations 

d’une nucléotide (les altérations des ARN non codants) aboutis à la formation de cancer du côlon. 

Des études récentes montré que le polymorphisme du TLR6 rs3796508 est un protecteur contre le 

CRC (Semlali et al., 2019a). 

 

 

1.4.3 TLR6 et les maladies inflammatoires 

 

1.4.3.1 Maladie de KAWASAKI (KD) 

 

Est une maladie génétique cardiovasculaire acquise chez l’enfant moins de 5ans, cette pathologie 

inflammatoire touche les artères, en particulier les artères coronaires. 

Son étiologie est reste toujours mal connue, mais sur le plans immunitaire le TLR6 s’associes a la 

KD à la suite d’ diminution dans la stimulation de facteur de transcription de NF-KB qui joue un 
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rôle dans la régulation de IL-6, ainsi favorisent une sécrétion minimal d’IL-6 contribue à une 

inflammation vasculaire prolongé (Kim et al., 2017). 

 

1.4.3.2 Le purpura de Henoch-Schönlein (HSP) 

 

 Le purpura de Henoch-Schönlein (HSP) est une maladie inflammatoire pédiatrique. Elle touche 

les vaisseaux sanguins de la peau, des reins et du tractus gastro-intestinal. Plusieurs pathogènes 

infectieux, médicaments, aliments et/ou piqûres d'insecte pourraient déclencher la maladie. 

Au niveau cellulaire, HSP se manifeste   par un déséquilibre de la balance Th1 / Th2 dans la 

phase aiguë et de l’activation des cellules T auxiliaires de type 2 (Th2) dominante de plus, les 

cellules Th17 sont activées anormalement ce qui favorise l’inflammation chronique cela se résume 

par la liaison de TLR6 Avec leurs ligands spécifiques qui influence l’activité (Th2) et Th17 

provoquant une surexpression de l'IL-17 et IL-4 impliqué à l’apparition de HSP. 

Des études sur cellules mononuclées du sang périphériques PBMC qui contient des niveaux 

d'expression de la protéine TLR6 et de l'ARNm MYD88 chez  patients pédiatriques atteints de 

HSP (CHANG et al., 2015) démontre que l’activation de TLR6 peut médier l'immunopathogenèse 

de HSP.   

 
 

1.4.3.3 TLR6 et l’obésité 

 

La stéatose hépatique non alcoolique (NAFLD) est un syndrome métabolique associée à l'obésité 

caractérisée par une accumulation excessive de graisses dans le foie sous forme de triglycérides. 

L’hétérodimère TLR2/ TLR6 et TLR6 dans le foie ou dans les hépatocytes exercent une activité 

positive qui favorise la pathogénèse NAFLD à progresser. Premièrement, par une expression 

accrue de TLR6  suivie d’une production  de cytokines par les macrophages pro-inflammatoires 

M1dérégulés  dans le foie et deuxièmement, le TLR6 dérégulé potentialisant l'activité en aval de 

TLR2 / TLR6 en contribuant  à la progression vers des formes plus sévères chez les patients 

atteints NAFLD  liés à l'obésité(Arias-Loste et al., 2016). 

 

1.4.4 TLR6 dans l’auto-immunité 

 

    L’auto-immunité est la conséquence de l'activation des lymphocytes auto réactifs et perte de 

tolérance auto-immunologique. 

La sclérose en plaque est une maladie auto-immune qui affecte le système nerveux central (SNC), 

elle se caractérise par la destruction de la myéline a cause des réactions inflammatoire non 

contrôlés (démyélisation) 

 Le TLR6 dans le SNV est présenté par les cellules endothéliales les macrophages, las astrocytes, 

les microglies, et d’autres cellules infiltrées.   
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Son expression est élevée dans la maladie de SEP en conséquence de leur participation aux 

réactions inflammatoire neuronales, l’hétérodimère TLR2/TLR6 stimulé par des dérivées de SNC 

comme la protéine de choc thermique (HSP60, HSP7) ou par d’autres molécules exogènes 

(PAMP) cela induit la production excessive des cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines 

par des macrophages M1 et M2a,stimulent les lymphocytes auto-reactifes (figure1.4). Donc, ces 

lymphocytes auto-réactifs contribue à la démyélinisation neuronale et axonale dans la 

pathogénèse de sclérose en plaque. 

 
 
Figure1.3schémas expliquent l’implication de TLR6 dans la pathogénèse de la sclérose en plaque 
(SEP)(Jafarzadeh et al., 2019) 
 

1.5 Macrophages 

 

Les macrophages ont été parmi les premières cellules effectrices immunitaires décrites. En 1882 

E. Metchnikoff avait observé des grandes cellules mononucléaires très mobiles capables de 

phagocyter des bactéries chez des invertébrés face à cette découverte  a reçu à juste titre un prix 

Nobel(Cavaillon, 2011).les macrophages sont des cellules qui patrouillent constamment les tissus 

périphériques contribuent au processus inflammatoires ,anti-infectieuse, et la réparation des 

plaies, ces cellules participent en outre à l’homéostasie tissulaire(Funes et al., 2018). 
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1.5.1 Origine et le maintien des macrophages 

 

       Les macrophages sont des cellules modulatrices présentes dans presque tous les organes ce 

qui reflète leur importance dans l’immunité. On distingue deux types de macrophages en fonction 

de leurs origines (figure 1.2) 

 Macrophages d’origine embryonnaire : les macrophages résidents développée à partir des 

cellules souches embryonnaires de sac vitellin et le foie fœtal qui   se caractérisent par la 

longévité et auto-renouvèlement. Cette population portent différents noms en fonction du tissu 

dans lequel ils sont retrouvés :  les macrophage de  foie [cellules de Kupffer (KC)],de l'épiderme 

cellules de Langerhans (LC) et de cerveau (microglie)  (Funes et al., 2018) 

 Macrophages d’origine hématopoïétique : des monocytes dérivés de cellules souches 

hématopoïétiques de la moelle osseuses infiltrent le sang et est donne naissance à des 

macrophages tissulaires en réponse à différents signaux environnementaux comme les facteurs 

de transcription purine-rich box-1 (PU1), interferon regulatory factor-8 (IRF8) et Krüppel-like factor-

4 (KLF4), les facteurs de croissance macrophages colony-stimulating factor(M-CSF). 

En homéostasie, les monocytes c sont continuellement recrutés pour peupler les niveaux de DC et 

de macrophages dans l'intestin et le derme .(Sprangers et al., 2016) 

L’origine, la différentiation et le développement mettre en évidence l'hétérogénéité phénotypique 

des macrophages. 

 

Figure1.3.origines et distribution des macrophages(Varol et al., 2015). 
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1.5.2 Polarisation phénotypique du macrophage 

 

Les macrophages sont classés en deux phénotypes différents répondants aux stimuli recevez et 

les signaux micro-environnementaux qui se rencontrent dans chaque tissu spécifique, les 

macrophages M1 classiquement active et les macrophages M2 alternativement activé (figure. 

1.5.2.1 Les macrophages M1 

 

     Le phénotypes M1 stimulé par IFN-γ et TLR conduit à la production de chimiokines pro 

inflammatoires TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-23 et cyclooxygénase-2 (COX-2), et de faibles 

niveaux d’IL-10. ),ils i expriment des niveaux élevés de complexe d'histocompatibilité principal de 

classe II (MHC-II), de marqueur CD68 et de molécules Costimulatrices CD80 et CD86(Martinez 

and Gordon, 2014). 

 Ils déclenchent des mécanismes microbicides par la production de NO, participent à l'élimination 

des agents pathogènes lors de l'infection par l'activation du système de nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate (NADPH), les macrophages M1 contribuent aux phases d'élimination 

d'équilibre médiées par les lymphocytes T au Cours de la progression tumorale et dans la 

réplication de virus Inhibe la réplication du VIH aux premières étapes de la pré-intégration. 

Finalement Pour se protéger contre de tels dommages tissulaires, la réponse inflammatoire 

chronique est inhibée par des mécanismes de régulation entraînés par la fonction anti-

inflammatoire des macrophages M2.(Chávez-Galán et al., 2015). 

1.5.2.2 Macrophages M2 

 

Les macrophages M2 anti-inflammatoires induit par STAT6 via le récepteur alpha IL-4 (IL-4Rα) se 

caractérise par une faible production d'IL-12 et une production élevée d'IL-10 et de TGF-β et des 

chimiokines, telles que CCL1, CCL13, CCL18, CCL22 et CCL24. Les M2 comprend M2a, M2b et 

M2c, M2a stimulé parIL - 4, IL ‐ 10, IL ‐ 13,   participent  à la résistance tumorale et jouent  un rôle 

dans l’hyper sensibilité de type 1et4, M2b activé par induction des récepteurs FC,  les complexe 

immuns et les  antagonistes des récepteurs Toll-like (TLR) cette sous population active le Th2 et 

orchestrent le remodelage des tissus, et les M2c induit par Glucocorticoïdes, IL ‐ 10, TNF‐ α ,  

participent àla réparation tissulaire lui favorise une capacité puissante dans le processus de la 

phagocytose (Chistiakov et al., 2015),(Shapouri‐Moghaddam et al., 2018). 
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Figure1.4. Polarisation des macrophage(Martinez and Gordon, 2014) 

 

1.5.3 Rôles dans la réponse innée 

1.5.3.1 Phagocytose 

 

La phagocytose est une étape clés de la réponse immunitaire innée contre le pathogène indiquées 

par les macrophages, cette l'activité phagocytaires, implique une série d'événements structurés 

comprenant la reconnaissance des agents pathogènes par les récepteurs de surface cellulaire (la 

famille TLR), l'endocytose médiée par les récepteurs, la fusion du phagosome avec l'endosome, la 

digestion des agents pathogènes, ainsi que la présentation de antigènes via le CMH(Gordon and 

Plüddemann, 2017). 

 

1.5.3.2 Activation cellulaire  
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Les macrophages exprimant les récepteurs TLR induisent l’activation transcriptionnelle de gènes 

codant des cytokines pro-inflammatoires via la voie de signalisation MyD88 et TRIF pour un profil 

M1 qui sécrètent IL-6 et TNF-. Ces cytokines participe à l’élimination du pathogène et l’élaboration 

de réponse inflammatoire   (Doyle et al., 2004). 

 

Figure1.5 phagocytose et l’activation cellulaire par l’hétérodimère TLR2/TLR6 

1.5.4 Rôles dans la réponse adaptative 

 

Les macrophages interviennent dans l’immunité adaptative par la présentation de l’antigène aux 

cellules T helpers (Th). 

 

1.6 Elaboration des amorces pour la PCR 

1.6.1 PCR 

 

La « Polymerase Chain Réaction » ou PCR, est une technique de réplication ciblée in vitro utilisé 

pour amplifier un fragment d’ADN('acide désoxyribonucléique) particulier(Rk et al., 1985). Et est 

un outil quasiment universel dans le domaine de la biologie. 
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1.6.2 Principe de la PCR 

 

La PCR est une suite de cycles, qui se répètent plusieurs fois successivement, comportant 

chacune trois étapes de température. En moyenne une PCR comporte entre 20 et 40 cycles.  

1.6.3 Les acteurs de la PCR 

 

• L'ADN 

avant la réaction de PCR, l’ADN purifier doit contenir le fragment d’ADN qu’on veut 

amplifier 

• Les deux amorces 

Ce sont des fragments courts d'ADN, capables de s'hybrider de façon spécifique, grâce à 

la complémentarité des bases, sur l’un des deux brins d'ADN. 

• ADNp (ADN polymérase ou TAKp) 

L’enzyme utilisée est une polymérase, c'est-à-dire qu’elle peut synthétiser un nouveau brin 

d’ADN à partir du brin d’ADN matrice après s’être fixée à une amorce. 

• Les DésoxyriboNucléotides-Tri-Phosphates (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ce sont des 

nucléotides précurseurs d’ADN constitué de résidus d’adénine (d’ATP), cystéine (d’CTP), 

guanine (d’GTP) et thymine (d’TTP). 

Ces nucléotides sont utilisés par l’enzyme la Taq Pol pour synthétiser les brins d'ADN 

complémentaires.  

1.6.4 Les étapes de la réaction de PCR 

 

Une réaction de PCR se déroule par répétitions successives des trois étapes suivantes : 

• Dénaturation de l'ADN par fusion à haute température pour convertir l'ADN bicaténaire en ADN 

monocaténaire. Cette étape est réalisée à une température comprise entre 93 et 96°C. 

• Hybridation à l'ADN cible de deux oligonucléotides utilisés comme amorces. Cette hybridation a 

lieu à une température comprise entre 55 et 65°C. 

• Extension de la chaine d'ADN par addition de nucléotides à partir des amorces en utilisant 

l'ADN polymérase (2) comme catalyseur en présence d'ions Mg2+. La température optimale de 

travail de l'ADN polymérase est de 72°C. 

Cet enchaînement d'étapes qui constitue un cycle d'amplification est reproduit successivement 

de 20 à 50 fois(Garibyan and Avashia, 2013). 
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1.7 Choix d’amorce 

1.7.1 Definition 

 

        Les amorces sont de courtes séquences oligonucléotidiques d'ADN monocaténaire, utilisées 

lors des PCR pour commencer l’amplification. 

Les amorces doivent donc être :  

- Spécifique de la séquence à amplifier. 

- Complémentaires des brins d'ADN existants ; 

- Orientées dans le bon sens de façon à permettre la synthèse d'ADN de 5' en 3'. 

- 40% en CG surtout dans la région 3’ (pour augmenter la stabilité puisqu’ils ont trois 

liaisons d’hydrogène). 

- Les amorces utilisées pour la PCR ont des longueurs habituellement comprises entre 17 

et 25 nucléotides. 

1.8 Base de données 

 

   Un ensemble de données structurées, généralement en champs, organisé en vue de son 

utilisation par des programmes correspondant à des applications distinctes. 

NCBI (Le Centre national d'information sur la biotechnologie) est la base de données la plus 

exécutive utilisé dans notre travail. 
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2.1 Conception d’amorce 

 

 La conception d’amorce est. Au cours de la conception d’amorce pour une zone précise 

d’ADN souhaité a amplifie, une amorce doit être orientée dans le sens 5’          3’ (brin sens) et 

l’autre amorce doit compléter le brin (anti sens) 3’          5’ (Albert et al., 1990). De plus on 

cherchera à respecter certaines règles de base dans la conception d’amorce comme a 

spécificité, la sensibilité, la température. 

La séquence d’amorce apporte plusieurs paramètres, telles que la position et la longueur du 

produit, sa température de fusion et finalement le rendement (Innis et al. 1988). 

 

2.2 Sélections d’amorce 

 

Plusieurs variables doivent être prises en considération lors de la conception des amorces 

pour la PCR. Les plus importantes sont : 

 

2.2.1 La teneur en GC  

La température de la fusion des amorces constituant la PCR ait autant que possible la même 

température de 55–72 °C pour obtenir les meilleurs résultats, elle correspond à une longueur 

d’amorce de 18–24 bases. la Tm finale pour les deux amorces ne doivent pas différer de plus de 5 

°C (Lorenz, 2012). 

 

2.2.2 La spécificité évidemment une étape importante pour le test PCR 

La spécificité amorce dépend au moins partiellement de la longueur de l’amorce. Il est évident qu’il 

y a beaucoup plus d’oligonucléotides uniques à 24 paires de bases qu’à 15 paires de bases. 

2.2.3 La longueur de l’amorce   

Ce paramètre est essentiel pour le succès de la PCR. En général, la longueur idéale de 

l’amorce doit être de 15 à 30 bases(Lorenz, 2012). 

2.2.4 La complémentarité 

 

Une amorce à brin sens et une amorce à brin anti sens, ne doivent pas être complémentaires 

l'une de l'autre, et l'extrémité 3' d'une seule amorce ne peut pas être complémentaire d'autres 

séquences de l’amorce. Ces deux scénarios entraînent la formation des structures de boucles 

en épingle à cheveux et des dimères d'amorce. (Lorenz, 2012). 
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2.2.5 Températures de fusion (TM) 

 

La température de la fusion des amorces constituant la PCR ait autant que possible la même 

température de 55–72 °C pour obtenir les meilleurs résultats, elle correspond à une longueur 

d’amorce de 18–24 bases. la Tm finale pour les deux amorces ne doivent pas différer de plus 

de 5 °C (Lorenz, 2012). 

 

2.2.6 La séquence à l’extrémité 3’ 

 

Il est nécessaire que la position terminale 3’ dans les amorces PCR est essentielle pour empêcher 

le mésamorçage. Le problème des homologies d’amorce se produisant dans ces régions a déjà 

été examiné. Une autre variable à considérer est l’inclusion d’un résidu G ou C à l’extrémité 3’ des 

amorces. Ce « crampon GC » contribue à la fixation correcte à l’extrémité 3’ en raison de la liaison 

hydrogène plus forte des résidus G/C. Cela contribue également à une plus grande efficacité de la 

réaction en réduisant au minimum la « respiration» qui pourrait se produire(BELAID, 2017). 

 

2.3 La séquence du gène TLR6 

 

Nous avons recherché la séquence du gène TLR6 par l’utilisation de la base de données 

« ENSEMBL » via le site « www.ensembl.org » (Figure 2.1). 

 
 
 

 
 
 
 
 

http://www.ensembl.org/
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Figure 2.1. Base de données ‘’ Ensembl ‘’ du gène TLR6. 
 
 
Ensuite, on a obtenu la séquence du gène TLR6 qui contient des introns et des exons, on l’a copié 

et l’a collé dans un document Word, puis nous avons choisi et mis exon 2 dans un cadre. 

 
 
 
 
 

2.4 Le design de primer 

À travers le centre national de l’information biotechnologique (NCBI) et par l’utilisation du 

logiciel Primer blaste dans le site « www. Ncbi. nlm. nih. Gov » on a conçu l'amorce spécifique 

du gène TLR6 (Figure 2.2). 
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Figure 2.2. Le Site NCBI. 

Pour la réalisation de notre amorce, on a suivi les étapes de primer blast qui sont résumées ci-

dessous : 

Premièrement, nous avons dirigé vers la plate-forme Primer BLAST (Figure 2.3). 

 

 
 

 

Figure 2.3. L’outil Primer BLAST. 

Deuxièmement, on a copié et collé notre amorce d’intérêt (exon 2) dans le rimer BLAST, supprimé 

les intervalles indésirables entre les nucléotides et déterminer la séquence de l’amorce sens et 

anti sens. 

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

jusqu’au début de l’exon 2 puis, on clique sur réversion (dans le document Word) ensuit, sur 

option statistique, on obtient une fenêtre contenant les numéros à remplir et pour déterminer les 
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cases de l’autre amorce (anti sens), on sélectionne du début de la séquence encadrée jusqu’au la 

fin de l’exon 2 (Figure 2.4 ;  2.5). 

 

 

Figure 2.4. Analyse de la séquence d’intérêt par le Primer BLAST. 

 
 
 

 

Figure 2.5.L’obtention des résultats à travers le Primer BLAST. 

 

2.5 Les  caractéristiques d’une  bonne amorce 

 

• L'amorce spécifiée faudrait qu’elle contienne un nombre de bases inférieur à 1 000 car la 

PCR ne peut pas amplifier une séquence comportant plus de 1 000 bases. 

• La teneur en GC doit avoisine les 40%. 

• Les températures d'hybridation de l'amorce (sens et anti sens) doivent être   équivalente 

des unes aux autres. Pendant la réalisation de la PCR, 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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• Choisir le couple d'amorces qui donne le moins de produits aspécifiques, afin d'amplifier 
que le produit étudié. 
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3.1 Résultats de la conception d'amorces pour le gène 

 

Les résultats obtenus à partir l’outil de Primer BLAST sont présentées dans les (Figure 3.1)         

ci-dessous : 
 

 
 

Figure 3.1. Résultat de Primer BLAST. 
 

3.2 Interpretation des résultats 

Premièrement, nous avons utilisé le site Ensembl pour découvrir l’intégrité du gène TLR6 qui 

contient 3 exons. 

Deuxièmement, à l'aide de la disponibilité des conditions idéales pour le site primer, nous 

avons choisi l'exon 2 pour obtenir l'amorce spécifique du gène TLR6.Après, nous avons 

obtenu 10 paires d’amorces spécifique du gène TLR6 (exon 2) par l’utilisation du programme 

Primer BLAST  

On a choisi la paire d’amorce 1 grâce à la présence des critères mentionnés précédemment : 

 

Critères d’une donne 
amorce  

Taux optimal  Notre amorce  

Température de fusion  52 à 58°C Directe 59,79  
Inverse   57,68  

Longueur 15à30 nucléotides Directe 20 nucléotides 
Inverse 21nuclétides  

Teneur en CG 40 à 60% Directe 55% 
Inverse 47% 

Amorces spécifiques - de 1000 pb 328 pb 

 Produits aspécifiques   + de2000 pb Tous + 1000 pb 
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Nos résultats possèdent les principales caractéristiques et considérations pour le choix de cette 

paire d’amorces mais ça reste insuffisant. De cela, nous avons soumis les séquences d’amorces à 

un test de confirmation au site USCS un Silico PCR. 

3.3 Confirmation des résultats 

La dernière étape de notre travail est la confirmation des résultats qui se fait par le logiciel 

« PCR In Silicon » via le site https://genome.ucsc.edu/La recherche renvoie le fichier 

représenté (Figure 3.2). 

Les résultats de cette confirmation nous a donné l’emplacement de notre produit spécifique sur 

le chromosome 4 et la longueur du gène qui est de 328 pb. 

Donc ces résultats nous confirment la fiabilité et la spécificité des amorces que nous avons 

conçues. 

 

 

 
 

 
 

Figure 3.2. Confirmation des résultats par le logiciel PCR In Silicon  

 

https://genome.ucsc.edu/
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Chapitre 4 

4 Conclusion 
 
 

Les récepteurs Toll- like (TLR) détectent une large variété de micro-organismes, sont exprimées 

sur les cellules de l’immunité inné comme les macrophages. Les TLR jouent un rôle essentiel 

contre les envahisseurs pathologiques pour initier des défenses immunitaires innées par la 

médiation de la production des cytokines pro-inflammatoires. Le TLR6 est important pour initier 

certaines réponses antimicrobiennes  

 

Un dérèglement de l’expression des TLR6 des macrophages ou un défaut de la voie de 

signalisation au sein de cette cellule est corrélées à l’apparition de diverses maladies 

inflammatoires auto-immuns (sclérose en plaques) et à la susceptibilité au cancer (cancer 

colorectal). 

 

      Pour mieux comprendre la contribution des réponses immunpathologiques liées au TLR6 dans 

l’auto-immunité et les réponses inflammatoires chroniques. 

 

Il serait donc nécessaire de concevoir des amorces du TLR6 avec une amplification optimale par 

PCR pourrait fournir à l’avenir une thérapie utile qui cible la bonne intervention pour la prévention 

des maladies auto-immunes et des cancers. 
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