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Résumé  

Introduction : l’auto-immunité chez l’homme est le résultat d’un échec de contrôle des cellules 

autoréactives qui se produit à cause de nombreux acteurs parmi lesquels le CTLA-4. Cette molécule 

atténue la costimulation des LT en se liant en compétition avec le B7 sur le CD28.  

De nombreuses études ont montré l’association d’un polymorphisme du gène CTLA-4 à une grande 

variété de maladies auto-immunes. Ces études sont principalement réalisées par des analyses PCR. 

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

 

Objectif : Concevoir avec spécificité un couple d'amorces encadrant le SNP de l’exon 1 du gène 

CTLA-4 afin d’initier par la suite l’analyse de la séquence de ce gène par PCR. 

 

But : Utiliser les amorces conçues pour la réalisation de futures recherches sur l’association du SNP 

du gène CTLA-4 aux maladies auto-immunes par une comparaison des génotypes des cas et des 

témoins. 

 

Matériels et méthodes : Nous avons mené une étude bio-informatique consistant à la recherche 

de la séquence génomique du gène CTLA-4 par l’utilisation de la base de données Ensembl, puis 

nous avons utilisé le logiciel Primer blast pour concevoir des amorces spécifiques encadrant l’exon 

1 du gène CTLA-4 et analyser, ensuite, les résultats de cette conception des amorces afin de 

sélectionner la paire la plus spécifiques.    

 

Résultats : Après l’obtention de la séquence complète du gène CTLA-4 contenant les exons et les 

introns et l’utilisation du logiciel Primer-BLAST pour concevoir les amorces spécifiques, la paire 

d’amorces adéquate est sélectionnées et qui répond à une température d'hybridation de 60°C. la 

longueur de l’amorce sens est de 19 nucléotides et l’amorce antisens de 20 nucléotides. La teneur 

en GC de l’amorce sens est de 57% et de l’amorce antisens est de 55%. Le produit qui sera amplifié 

à une longueur de 508 paires de bases et les autres produits, aspécifiques ; où s’hybrident ces 

amorces, ont tous une longueur supérieure à 1000pb (ce qui est une taille impossible à amplifier par 

PCR).    

 

Conclusion : Nous avons élaboré grâce à ce travail, un couple d’amorce qui encadre le 

polymorphisme SNP de l’exon 1 du gène CTLA-4 associé aux maladies auto-immunitaires qui est 

considéré comme préfigurant dans plusieurs maladies graves. 

 

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

Introduction: Autoimmunity in humans is the result of a failure to control autoreactive cells 

that occurs due to many players including CTLA-4. This molecule attenuates the costimulation 

of LT by binding in competition with B7 on CD28. 

Numerous studies have shown the association of a CTLA-4 gene polymorphism with a wide 

variety of autoimmune diseases. These studies are mainly carried out by PCR analyzes. 

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

Objective : Design with specificity a pair of primers surrounding the SNP of exon 1 of the 

CTLA-4 gene in order to subsequently initiate the analysis of the sequence of this gene by 

PCR. 

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

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

Materials and methods : We carried out a bioinformatics study consisting in the search for 

the genomic sequence of the CTLA-4 gene by the use of the Ensembl database, then we 

used the Primer blast software to design specific primers surrounding the exon 1 of the CTLA-

4 gene and then analyze the results of this design of the primers in order to select the most 

specific pair. 

Results : After obtaining the complete sequence of the CTLA-4 gene containing the exons 

and introns and using the Primer-BLAST software to design the specific primers, the 

appropriate pair of primers is selected and which responds to a temperature of 60 ° C 

hybridization. The length of the forward primer is 19 nucleotides and the reverse primer is 20 

nucleotides. The GC content of the sense primer is 57% and the reverse primer is 55%. The 

product which will be amplified to a length of 508 base pairs and the other non-specific 

products ; where these primers hybridize, are all greater than 1000bp in length (which is a 

size impossible to amplify by PCR). 

Conclusion : Thanks to this work, we have developed a primer pair that frames the SNP 

polymorphism of exon 1 of the CTLA-4 gene associated with autoimmune diseases which is 

considered to be a forerunner in several serious diseases. 

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

من  العديدتنجم عن اختلال  والتيالمضادة للذات  المناعية الخلاياالفشل في التحكم في  نتيجةلدى البشرھي  الذاتية المناعة  : مقدمة  

B  7من خلال الارتباط في منافسة مع  LT  التائية الخلايا تنشيطيخفف ھذا الجزيء من . CTLA- 4الفعالة بما في ذلك  الجزيئات  

.CD  28على  

. يتم إجراء ھذه الدراساتالذاتيةمع مجموعة متنوعة من أمراض المناعة   CTLA-  4من الدراسات ارتباط المورثة  العديد أظهرت  

حاسمةالبوادئ خطوة  اختياريشكل  ،التحليلاتھذه  تطويرأثناء  . PCR  تفاعل البلمرة المتسلسل  تحليلات طريقعن  رئيسي بشكل  

. التحليل في   

تحليل من أجل الشروع لاحقاً في  بخصوصية  CTLA-  4من جين  exon  1ل  SNP ة زوج من البوادئ المحيط  تصميم :الهدف  ب  

. PCR  تسلسل ھذا الجين بواسطة تفاعل البلمرة المتسلسل 

مقارنة    خلال   من الذاتية المناعة   بأمراض  CTLA-4    حول  للأبحاث المصممة البوادىء  استخدامالغرض:  ارتباطSNP جين  

. للحالات  الجينية الأنماط   

CTLA-4 لجين الجينيالحيوية و التي اشتملت على البحث عن التسلسل  المعلوماتية  طريقدراسة عن   أجرينا :والطرق    المواد  

1بادئات محددة تحيط ب  لتصميم exon لجين  Primer blast  برنامج، ثم استخدمنا Ensembl بياناتباستخدام قاعدة    

.الزوج الأكثر تناسبا تحديد للبوادئ من أجل  التصميمنتائج ھذا  تحليلثم  . CTLA-4 

Primer- واستخدام برنامج introns وexons  الذي يحتوي على CTLA-  4الحصول على التسلسل الكامل للجين  بعد : النتائج  

درجة مئوية 60البوادئ المحددة،يتم اختيارالزوج المناسب من البوادئ والذي يستجيب لدرجةحرارة تهجين تبلغ  لتصميم . BLAST 

٪ والبادئ 57التمهيدي ھو البادئ  لقاعدة  GC وى نيوكليوتيد. محت  20العكسي  و نيوكليوتيد 19الأمامي ھو  طول التمهيدی  

حيث يتم المستبعدة؛أزواج أساسية اما بالنسبة الى المنتجات الأخرى  508طول   إلىه تضخيمسيتم   ول٪. المنتج الا 55العكسي   

.(PCR بواسطة  ه تضخيم المستحيلنقطة أساس )وھوحجم من  1000من  الأولية، تكون جميعها أكبر تهجين ھذه المواد  

4من جين  -CTLA المرتبط بأمراض  exon  1ل  SNP  :زوج بوادئ يؤطر تعددالأشكال  بتطويرقمنا   بفضل ھذاالعمل، الخلاصة  

. الخطيرةمن الأمراض   العديدالتي تعتبر رائدة في  الذاتيةالمناعة  . 

، PCR. 4 الذاتية، المناعة : المفتاحية  الكلمات -LT ، CTLA المتسلسل،تفاعل البلمرة  البوادئ، تعددالأشكال، .  
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Introduction 

Les maladies auto-immunes chroniques chez l'homme sont le résultat d'un échec de contrôle 

des cellules immunitaires auto réactives dans la périphérie. Ce contrôle est en grande partie réalisé 

par l'inhibition des cellules nouvellement activées et mémoire. Un certain nombre de voies de 

régulation immunitaire négatives ont été caractérisées y compris  le corécepteur de surface cellulaire 

CTLA-4  (antigène cytotoxique des lymphocytes T-4) qui est  un atténuateur critique de l'activation 

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

  L'expression de CTLA-4 est induite à la surface des cellules T après avoir reçu un signal de 

costimulation des cellules présentatrices d'antigène (CPA) via l'engagement de CD28 sur la surface 

des LT .CTLA-4 atténue cette costimulation en inhibant les fonctions relayée  par CD28 et par des 

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

Un grand nombre d'études d’association génétique ont identifié des polymorphismes 

mononucléotidiques – Single Polymorphism Nuceotid-  (SNP) à l'intérieur ou à proximité du locus 

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

 Les méthodes pour distinguer et détecter ces SNP doivent être très spécifiques et sensibles. 

À cet égard, la réaction de polymérisation en chaine (PCR) a fourni les performances analytiques 

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

Lors de la mise au point de la PCR, le choix des amorces est crucial. Ainsi, notre travail 

constitue une étape préliminaire pour des futures recherches sur l'association du polymorphisme de 

CTLA-4 à l’auto-immunité, cette étape est la conception d'amorces encadrant la variation et qui 

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

1. Les maladies auto-immunes  

Les maladies auto-immunes courantes peuvent être considérées comme des troubles dus à des 

variations de la fonction de trois différents compartiments cellulaires ; le tissu cible du processus 

auto-immun;  les cellules présentatrices d'antigène (APC); et  les lymphocytes qui dirigent et 

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

 

 

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

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

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

 

 

1.1. Le tissu cible du processus auto-immun 

Les antigènes qui forment la cible de l'attaque immunitaire peuvent être polymorphes et cela 

pourrait refléter des variations de structure, de quantité, localisation tissulaire ou subcellulaire et 

régulation de l'expression de l'antigène(Vallbracht, 2004). 
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1.2. Les cellules présentatrices d'antigènes (CPA) 

Les CPA sont cruciaux dans la capture de l'antigène, son traitement et sa présentation aux cellules 

T auxiliaires (Th). Les CPA, comme les cellules dendritiques, sont essentiels dans l'initiation et la 

perpétuation des réponses immunitaires. 

Le  Complexe Major d’Histocompatibilité (CMH) est le locus polymorphe le plus étudié qui a des 

effets médiés par les CPA, chaque allèle du CMH (ou combinaison d'allèles) a des affinités 

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

 1.3 .    Les cellules Th  

Le troisième compartiment est constitué de cellules Th (CD4), qui sont les conducteurs de la 

réponse immunitaire adaptative. Plusieurs allèles variants de gènes avec des rôles établis dans les 

maladies auto-immunes sont exprimés en cellules Th y compris le CTLA-4 (figure 2) (Scalapino 

and Daikh, 2008). 

 

 

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

montrant le rôle des molécules d'auto-immunité clés (Pearce and Merriman, 2006). PD-L1 : Mort-

ligand programmé 1 ; PD-1 : Mort cellulaire programmée 1 ; CD3 : cluster de différenciation 3 ; CD28 : cluster de 

différenciation 28 ; CTLA-4 : Antigène 4 associé aux lymphocytes T cytotoxiques ; CD80/CD86 : cluster de différenciation 

80/86 ; Lck : protéine tyrosine kinase spécifique des lymphocytes ; CSK : C-terminal Src Kinase ; MHC : complexe 

majeur d’histocompatibilité. 

 

2. Antigène 4 associé aux lymphocytes T cytotoxiques (CTLA-4) 

2.1. Généralités 
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CTLA-4 est un homologue de cluster de différenciation 28 ( CD28) exprimé par les LT avec une 

affinité élevée pour le CD 80 ( ou également appelé B7/1) et CD86 ( ou bien B7/2).(Buchbinder 

and Desai, 2016; Chambers et al., 2001; Collins et al., 2002). Cette liaison de CTLA-4 avec B7/1 et 

B7/2 peut empêcher le signal Co stimulateur fourni par la liaison CD28 /B7, elle peut en fait 

produire des signaux inhibiteurs de synapse de récepteur des cellules T(TCR), et par 

conséquence une diminution de la capacité d’interagir avec la CPA (figure 3). De ce fait, CTLA-4 

est exprimé constitutivement dans les lymphocytes T régulatrices (LTreg )qui sont Les acteurs 

majeurs dans la tolérance et la régulation de réponse immunitaire par le contrôle ou la suppression 

des fonctions des lymphocytes T effectrices (LT eff) .(Buchbinder and Desai, 2016; Chambers et 

al., 2001; Parry et al., 2005). 

 

Figure 3. Conséquences des interactionB7/CTLA-4 sur les LT. (Buchbinder and Desai, 2016). 

CTLA-4 indique un antigène 4 associé aux lymphocytes T cytotoxiques ; MHC : complexe majeur d’histocompatibilité ; 

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

 

2.2. Expression de CTLA-4 

 Le CTLA-4 est exprimé à la fois par les lymphocytes T CD4 (LTCD4) et les lymphocytes TCD8 

(LTCD8) et dans les LT naïve, LTeff, LTreg, dans les poumons, le sein, le rhinopharynx, carcinome 

gastrique et l’œsophage (Santoni et al., 2018). 

Une expression biaisée dans les ganglions lymphatiques, l’appendice, et autres ( moelle osseux 

,vésicule biliaires , la vessie …) (Fagerberg et al., 2014). 

Il est également exprimé par les cellules non lymphoïdes normales notamment les fibroblastes 

placentaires (Kaufman et al., 1999),  les cellules leucémiques et plusieurs lignées cellulaires 

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

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

 

2.3.   Signalisation CTLA-4 / CD28 

 

L’activation des LT résulte de l’interaction du TCR avec l’antigène présenté sur le CMH via la CPA 

et la co-stimulation médiée par le CD28 /B7. Dans le cas où le signal via le TCR est faible, la 

liaison CD28/B7 prédomine entrainant un signal d’activation, une production d’interleukine 2 (IL-2) 

et une prolifération et survie des LT. 

Dans le cas d’un fort signal, le CTLA-4 est régulé positivement par un transport accru vers la 

surface cellulaire. En compétition avec le CD28 le CTLA-4 interagit avec le B7 limitant ainsi la 

production de l’IL-2 conduisant à la suppression du LTeff et l’apoptose. Ce signal est prédominé 

même si un signal Co-stimulateur est présent, et dans le contexte d’inhibition de LTeff la 

différenciation des LTreg est renforcé (figure 4). (Buchbinder and Desai, 2016 ; Yakoub and 

Schülke, 2019).. 

 

 

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

CTLA-4 indique un antigène 4 associé aux lymphocytes T cytotoxiques ; IL-2 : interleukine-2 ; MHC : complexe majeur 

d’histocompatibilité ; TCR : récepteur des lymphocytes T. 

 

Après l’interaction avec B7, CTLA-4 va moduler négativement la signalisation du TCR en recrutant 

le phosphoinositide-3-kinase (PI3K), SH-2, et la protéine phosphatase 2A (PP2A) limitant ainsi la 
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formation de complexe protéique associée à la chaîne zêta de 70 kDa (Zap70), cette signalisation 

est traduite par une diminution d’expression de l’IL-2 par LT, son inhibition et son apoptose (figure 

5). (Dieu-Nosjean and Caux, 2019). 

 

 

 

 

 

Figure 5. Principaux mécanismes de régulation de l’activation du lymphocyte T dépendante 

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

d'homologie région 2 contenant de la phosphatase-2 ; PP2A : protéine phosphatase 2A, PI3K : phosphoinositide-3-

kinase, Zap70 : protéine associée à la chaîne zêta de 70 kDas ; IL-2 : interleukine 2. 

 

2.4.  Fonctions de CTLA-4  

CTLA-4 est une molécule hautement endocytaire qui se lie à 2 ligands distincts, CD80(B7-1) et 

CD86(B7-2) conduisant à leur élimination des cellules opposées, ainsi il peut réguler la réponse 

immunitaire par la réduction de la capacité de CPA à stimuler via le CD28 ce qui explique la nature 

endocytaire de CTLA-4 et que le récepteur stimulateur et inhibiteur partage les mêmes ligands. 

Donc le système CD28/CTLA-4 fonctionne comme un régulateur d’activité des cellules T. 

(Rowshanravan et al., 2018). 

En plus de la liaison compétitive avec les ligands partagés avec CD28, le CTLA-4 augmente 

l’activation des LT en produisant des signaux inhibiteurs toniques au cours de la tumorigènes et 

affaiblissant la réponse immunitaire contre la tumeur. En plus, via un signal inverse de B7 le CTLA-

4 conduit à l’inhibition de la prolifération cellulaire par le catabolisme des acides aminés et il peut 

supprimer la signalisation proximale de TCR en inhibant la formation de Zap70. (Wang et al., 

2016). 
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Cette liaison inhibe également la progression du cycle cellulaire et les facteurs de transcription : 

facteur nucléaire κB(NF-κB),facteur nucléaire des cellules T activées( NF-AT),protéine activatrice1 

 (AP-1), et régule l’adhésion médiée par l’antigène-1 associé à la fonction lymphocytaire (LFA-

1)(Valk et al., 2008) 

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

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

 

2.5.  Gène CTLA-4 

Le gène CTLA-4 est situé sur le chromosome 2q33.2 (figure6). il est constitué de 4 exons et 3 

introns (Brunet et al., 1987). 

le  peptide leader est codée par l’exon 1, le domaine immunoglobine( Ig ) codé par l’exon 2, et les 

domaines transmembranaires et cytoplasmiques hydrophobes sont codés par les exons 3 et 

4(Kailashiya et al., 2019; Teft et al., 2006). 

Il existe 3 isoformes de ce gène : une protéine CTLA-4 ( fiCTLA-4) membranaire contient 149 

acides aminées où les 4 exons sont exprimés, ainsi qu’un autre protéine mutant CTLA-4 sans 

domaine transmembranaire (soluble) ( sCTLA-4) et une protéine mutante CTLA-4 dépourvu de 

domaine extracellulaire et transmembranaire (Ghaderi, 2011). 

 

 

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

 

2.6.  Structure de CTLA-4 et mutations 

2.6.1. Structure  

CTLA-4 est un membre de super famille des immunoglobulines composée d’un domaine V ,un 

domaine transmembranaire et une queue cytoplasmique .(Lee et al., 2019). 

il est constitué de 2 feuilles beta, qui forment un homodimère liées par une liaison disulfure médiée 

par cystéine, il contient des chaines lourds (VH) , des chaines légères (VL) et des boucles 

CDR1 ,CDR2, et CDR3 (figure 7).(He et al., 2017). 

Cette molécule contient 4 exons : l’exon 1 code pour le peptide signal, l’exon 2 code pour le 

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

al., 2019). 

 

 

 

 

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

 

2.6.2. Mutations  

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(Mitsuiki et al., 2019) 

 

 

 

 

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

Il a été constaté que la diminution d’expression du CTLA-4 affecte à la fois la tolérance 

centrale ,périphérique et la suppression médiée par les LTreg conduisant ainsi à différentes 

troubles d’auto-tolérance et induisant de nombreuses déficits auto-immunes (Klocke et al., 2016). 

Généralement, des niveaux accrus de CTLA-4 soluble ( sCTLA-4) sont détectés dans plusieurs 

maladies incluant la myasthénie, lupus, diabète de type 1, sclérodermie systémique, maladie 

cœliaque…, de ce fait il a été suggéré que cette augmentation de taux sérique de sCTLA-4 inhibe 

spécifiquement l’activation précoce de LT en bloquant l’interaction CD80/CD86 avec le CD28 

(Saverino et al., 2010). 

 

 

2.7.1. Polymorphisme de gène CTLA-4  

 Le polymorphisme dans l’un des positions du gène CTLA-4 qui peut changer aux moins une 

séquence d’acide aminé dans la séquence leader, peut affecter les fonctions de CTLA-4 induisant 

alors différentes types des maladies auto-immunes (Kailashiya et al., 2019).  le polymorphisme de 

gène CTLA-4 précisément en position +49 dans le gène (allèle A) peut augmenter sa fonction 

inhibitrice et diminuer l’activation des LT, entrainant une faible réponse immunitaire contre les 

cancers et augmente le risque des maladies auto-immunes notamment sclérose systémique et 

polyarthrite rhumatoïde et aussi de cancer du col et de l’utérus (Tanhapour et al., 2017). il est 

également impliqué même dans les maladies thyroïdiennes auto-immunes (Ramgopal et al., 

2018).et d’autres maladies auto-immunes (tableau 1). Tels que le diabète insulinodépendant, la 

thyroïdite de Hashimoto, la maladie cœliaque, l’orthopathie associé à la thyroïde (fourni par Ref 

Seq. jul 2008) la cytopénie, l’entéropathie avec des symptômes respiratoires et neurologique 

(Mitsuiki et al., 2019), maladie d’Addison et la maladie rénale néphrotique (Wolff et al., 2015).   
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Tableau 1. Polymorphismes du gène CTLA-4 et diverses maladies auto-immunes. (Romo-

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

Maladie auto-immune SNP 

Diabète de type 1 +49 A/G (T/A) 

Le lupus érythémateux disséminé +49 A/G (T/A) 

CT60 G/A 

−1722 T/C 

Maladie de Graves +49 A/G (T/A) 

–318 C/T 

CT60 G/A 

La polyarthrite rhumatoïde +49 A/G (T/A) 

Thyroïdite d'Hashimoto +49 A/G (T/A 

 

 

 

 3. Réaction de polymérisation en chaine PCR  

3.1.   Définition 

La réaction de polymérisation en chaine PCR est une technologie d’amplification enzymatique qui 

utilise principalement l’ADN polymérase I de Thermus aquaticus (Taq Pol)) qui permet d’obtenir un 

grand nombre (plusieurs millions) à partir d’un fragment d’ADN (Garibyan and Avashia, 2013; Saiki 

et al., 1985). 

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

selon les besoins de chaque expérience. 

3.2.  Principe  

Le principe de la PCR est basé sur l’obtention de grands quantités des séquences d’ADN à partir 

d’un échantillon d’ADN, la réaction est effectuée dans un mélange réactionnel qui comporte l’ADN 

matrice, la Taq polymérase, les amorces, et les quatre désoxyribonucléosides triphosphates( 

dNTP) dans une solution tampon (Maheaswari et al., 2016). La réaction est réalisé 

automatiquement grâce à un thermocycleur (Uhel et al., 2019). 

3.3.  Etapes 

La réaction se réalise en 3 étapes : 

1_ Dénaturation : à (95°C) de 30 secondes à 1 minute pour séparer les 2 brins d’ADN (figure 9). 
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2_Hébridation : des amorces à (54-64°C) et chaque une s’apparie avec leur brin complémentaire 

d’ADN dénaturé (figure 9). 

3_ Elongation : à (72°C) l’ADN polymérase (Taq pol) synthèse le brin complémentaire de chaque 

brin d’ADN matrice à partir de dNTP dans la solution (figure 9). 

Les 3 étapes forment un cycle ,et la PCR se réalise en 25 à 35 cycles ,et puisque le nombre de 

copies est multipliés à chaque cycle ,par 2,donc le nombre totale de séquences copies est de 2n 

après n cycle (figure 9) (Garibyan and Avashia, 2013; Uhel et al., 2019). 

 

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

 

3.4.  Choix d’amorce  

3.4.1. Définition 

Les amorces sont des courtes fragments d’ADN avec une séquence définie complémentaire à une 

partie du gènes cibles qui doit être détecté et amplifié, ceux-ci servent de point d’extension sur 

lequel la Taq polymérase peut s’appuyer .(Garibyan and Avashia, 2013). 

La longueur de l’amorce doit être de 15 à 30 nucléotides ,le pourcentage de guanine et cytosine 

devrait se situer entre 40 et 60% ,les températures de fusion optimales (Tm ) finale entre les 2 

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

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

 

 



Chapitre 1.                                                                                                                        Revue de la littérature 

12 

 3.4.2. Choix d’amorces  

  3.4.2.1. La spécificité  

Pour un bon chemin de processus de PCR ,il faut que nos amorces sont spécifique à la région 

d’ADN que l’on veut amplifier, donc il faut déterminer les séquences d’amorces et d’ADN et il 

devrait y avoir un appariement parfait des bases entre l’extrémité 3’ de l’amorce et 5’ d’ADN, et il 

faut éviter les dimères d’amorces, la structure en épingle à cheveux dû à l’hybridation 

autonome(Rychlik, 1993). 

  3.4.2.2. Outils 

Des outils de conception d’amorces polyvalent robuste et implémenté qui conçoit des amorces de 

PCR spécifique à une cible tels Primer 3,.BLAST ,Ensemble (Ye et al., 2012). 

  3.4.2.3. Chercher les bonnes amorces  

✓ La taille : la taille optimal d’une bonne paire d’amorce est de 18 à 22 paires de bases 

(Lorenz, 2012). 

✓ La température de fusion : pour laquelle l’amorce double brin se dissocie , la température 

optimale Tm doit se située entre 52 et 58 °C et que la température d’appariement doit être 

d’environ 5 °C (Lorenz, 2012). 

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

✓ Le pourcentage optimale en G-C doit se situé entre 40 et 60% et dans les cinq derniers 

bases à l’extrémité 3’ doit avoir aux moins deux pour que la réplication peut se démarrer 

(Bustin and Huggett, 2017; Lorenz, 2012). 

3.5. Problématique 

    L’auto-immunité est un processus hautement régulé à l’aide des différents acteurs, leur 

problème majeur est dû à des variations de la fonction de trois différents compartiments 

cellulaires ; le tissu cible du processus auto-immun ; les cellules présentatrices d'antigène (APC) ; 

et les lymphocytes qui dirigent et médiatisent la réponse immunitaire adaptative. Plusieurs allèles 

variants de gènes avec des rôles établis dans les maladies auto-immunes sont exprimés par les 

cellules Th y compris le CTLA-4 qui est en principe un régulateur négatif dans les réponses 

immunitaires des LT et un point de control clé régulant les réponses auto-immunes. De ce fait 

notre travail constitue une étape préliminaire pour des futures recherches sur l'association du 

polymorphisme de CTLA-4 à l’auto-immunité, cette étape est la conception d'amorces encadrant la 

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

 

. 
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3.6. Objectif  

            Concevoir avec spécificité un couple d'amorces encadrant le SNP du gène CTLA-4 afin 

d’initier par la suite la PCR. 

3.7. But  

            Utiliser les amorces conçues lors de la réalisation des futures recherches sur l’association 

du gène CTLA-4 aux maladies auto-immunes. 
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Chapitre 2. Matériel et méthodes  

1. Conception des amorces pour la PCR  

La bio-informatique est un outil essentiel dans la recherche fondamentale et appliquée en 

biotechnologie et en sciences biomédicales. Une séquence d'amorces optimale et une concentration 

d'amorce appropriée sont essentielles pour une spécificité et une efficacité maximale de la PCR. 

Donc La conception des amorces est sans doute le paramètre le plus important pour le succès de 

ce processus. 

Un couple d’amorces mal conçue peut entraîner peu ou pas de produit en raison d'une amplification 

non spécifique et / ou d'une formation de dimères d’amorces, qui peut devenir suffisamment 

compétitive pour supprimer la formation de produit. 

 Il existe plusieurs outils en ligne destinés à concevoir des amorces de PCR efficaces pour les 

analyses de séquences nucléiques en biologie moléculaire.  

Notre but est de fournir des recommandations générales pour la conception et l'utilisation des 

amorces de PCR.  

 

• Sélection des amorces : 

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

PCR. Les plus importantes sont : 

1.1. La longueur de l’amorce : 

En général, les oligonucléotides entre 18 et 24 bases sont spécifiques de la séquence à amplifier.  

La longueur de l’amorce est proportionnelle à l’efficacité de l’hybridation, l’objectif est de concevoir 

une amorce dont la température d’hybridation est d’au moins 50 °C, plus l’amorce est longue, moins 

l’hybridation est efficace. Le nombre de matrices amorcées diminuant à chaque étape, cela peut 

aboutir à une diminution sensible de produit amplifié. 

1.2. La température de fusion (Tm) : 

Une température de fusion de 55–72 °C donnent les meilleurs résultats, elle correspond à une 

longueur d’amorce de 18–24 bases. Les deux amorces d’oligonucléotides doivent être conçues de 

sorte qu’elles aient des températures de fusion semblables. 

1.3. La spécificité : 

La spécificité de l’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. 

De ce fait, les amorces doivent être choisies de telle sorte qu’elles aient une séquence unique dans 

l’ADN matrice qui doit être amplifié, une température de fusion de 55–72 °C donne les meilleurs 

résultats. Une amorce conçue avec une séquence hautement répétitive conduira à une traînée lors 

de l’amplification d’ADN génomique. 

1.4. Les séquences d'amorces complémentaires : 

Les amorces doivent être conçues absolument sans aucune complémentarité de séquence, ni intra-

amorce ni partielle au-delà de 3 paires de bases. Si une amorce possède une telle région d’auto-
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complémentarité, des structures partiellement doubles brin en « épingles à cheveux » peuvent se 

former. 

 La complémentarité de séquence partielle dans les régions centrales de deux amorces, sens et 

antisens, peut interférer avec l’hybridation. Si la complémentarité se situe à l’extrémité 3’ de l’une 

ou de l’autre amorce, la formation de dimères d’amorce se produira, ce qui, par compétition, 

empêchera le plus souvent la formation du produit désiré. 

1.5. La teneur en G/C et suites poly pyrimidine (T, C) ou poly purine (A, G) : 

Idéalement, les amorces devraient être composées de 45-55 % de GC. La séquence d’amorce doit 

être choisie de telle sorte qu’il n’y ait aucune suite poly-G ou poly-C pouvant promouvoir une 

hybridation non spécifique.  

Les suites poly pyrimidine (T, C) et poly purine (A, G) devraient également être évitées. 

1.6. La séquence à l'extrémité 3' : 

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

désamorçage, c’est pour cela qu’elle doit être riche en G et C. 

2. Recherche de la séquence génomique de référence du gène CTLA-4 

Le gène de la protéine 4 associée aux lymphocytes T cytotoxiques ou CTLA-4 ou bien CD152 est 

situé sur le bras long du chromosome2 (2q33.2). 

La conception des amorces commence par la recherche de la séquence de référence du gène 

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

inscrivant le nom du gène et spécifier l’espèce humaine (figure 10). 

 

 

 

Figure 10. Recherche de la séquence du gène CTLA-4 sur la base de données Ensembl. 

 

http://www.ensembl.org/
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La plateforme de la base de données montre où la séquence complète du gène peut être trouvée 

sous le code  ENSG00000163599. 

 

La séquence génomique entière est obtenue grâce à l’icône « Séquence ».  

 

La séquence du gène est sous divisée en séquences codantes (caractères en rouge) et séquences 

non codantes (caractères en noir). 

 

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

 

3. Conception des amorces par l’outil primer-BLAST 

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

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

concevoir les amorces recherchées.  

 

Les étapes du primer-BLAST : 

Étape 1 : Copier la séquence d’intérêt dans la fenêtre du logiciel 

Étape 2 : Renseigner la position du nucléotide du départ de l’amplification et la taille maximale de 

l’amplicon souhaité.  

Étape 3 : Supprimer les intervalles non souhaités   

Étape 4 : Cocher show results in a new window, puis cliquer sur Get primers (figure 12). 

 

http://grch37.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?g=ENSG00000163599
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Figure 11. L’outils Primer BLAST. 

 

 

Figure 12. La dernière étape dans Primer BLAST  
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Résultats  

1. Résultat de la recherche de la séquence sur ensembl  

La séquence de la région d’intérêt encadrant le polymorphisme de gène CTLA-4 a été obtenue en 

utilisant la base de données Ensembl. 

Nous avons consulté l’ensemble des SNP de gène CTLA-4, puis nous avons configuré le menu de 

la base de données, de telle sorte à avoir le maximum d’informations sur l’emplacement, le code, 

les transcrits, ainsi que la séquence complète contenant les exons et les introns du gène 

(figure13).  

 

 

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

 

2. Résultats de la conception des amorces 

 

Le couple d’amorce ainsi conçue doit répondre aux critères suivants : 

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

le produit étudié. 

• Les températures d'hybridation des deux amorces doivent être les plus proches possibles, 

car la température d'hybridation lors d'une PCR est programmée en une seule température. 

• La teneur en GC doit être proche de 40%. 

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

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

 

 

Dans un premier temps le couple d'amorces donné par l’outil Primer-blast, forme des hybridations 

aspécifiques mais pour donner des produits d’amplification qui sont supérieures à 3000 paires de 

bases (pb), donc ce résultat n'est pas pris en compte parce que les produits de PCR de plus de 

3000 pb sont difficiles à amplifier.  

  Les autres paires d’amorces peuvent tous amplifier des produits aspécifiques de taille inférieure à 

1000 paires de bases Ces paires d’amorces sont donc à éliminer.  

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

 La température d'hybridation des amorces est de 60°C (figure 15), une température de 55 à72 ° C 

donne les meilleurs résultats. 

 La longueur des amorces est de 19 et 20 nucléotides (figure 14). Les oligonucléotides entre 18 et 

24 bases sont extrêmement spécifiques de la séquence, à condition que la température d’hybridation 

soit optimale. La longueur de l'amorce est également proportionnelle à l'efficacité de l'hybridation. 

En général plus l'amorce est longue, moins l'hybridation est efficace. 

 Le couple d’amorces donne un produit d’amplification d’une longueur de 508 paires de bases.  

La teneur en GC : est de 55 et 57%. La teneur en GC d'une amorce doit être comprise entre 40 

et60%. 
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Figure 15. La bonne paire d’amorce. 

 

3. Confirmations des résultats 

Afin de vérifier la fiabilité des amorces, nous avons soumis les séquences des amorces à une 

analyse de confirmation qui se fait par in silico PCR (PCR virtuelle). Ceci s’effectue par un 

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

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

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

https://genome.ucsc.edu/
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Figure 16. Confirmation des résultats par in silico PC. 
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Conclusions et perspectives 

La PCR est utilisée dans de nombreux domaines de la biologie et de la médecine, y compris la 

recherche en biologie moléculaire, le diagnostic médical et même certaines branches de l'écologie. 

De ce fait, il s’avère plus qu’important d’élaborer des amorces. Ces derniers doivent être 

sélectionnés afin de donner la meilleure spécificité possible, tout en maintenant un processus 

d'amplification PCR efficace. 

Dans la présente étude, nous avons jugé pertinent de concevoir des amorces pour étudier le 

polymorphisme du gène CTLA-4, qui est un régulateur négatif dans les réponses immunitaires des 

LT et un point de contrôle clé régulant les réponses auto-immunes e. Et dont le produit est associé 

à une grande variété de maladies auto-immunes comme les maladies thyroïdiennes auto-

immunes, le diabète insulinodépendant, la thyroïdite de Hashimoto, la maladie cœliaque et 

d’autres.  

Nous avons élaboré grâce à ce travail, un couple d’amorce qui encadre le polymorphisme SNP de 

l’exon 1 du gène CTLA-4 associé à la dérégulation immunitaire qui est considéré comme 

préfigurant de plusieurs maladies graves. Le couple d’amorce obtenus répond aux critères de 

sélections de bonnes paires d’amorces : une température d'hybridation de 60°C. une longueur de 

l’amorce sens est de 19 nucléotides et l’amorce reverse de 20 nucléotides. Une teneur en GC de 

l’amorce sens est de 57%. Et de l’amorce reverse de 55%. Et que le premier produit à une 

longueur de 508 paires de bases (spécifique) et les autres produits sont tous une longueur 

supérieure à 1000pb (aspécifique).    

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

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

indispensable à toute analyse de biologie moléculaire impliquant ce polymorphisme 

(PCR/Séquençage, RT/PCR …). 
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 ملخص

من  العديدتنجم عن اختلال  والتيالمضادة للذات  المناعية الخلاياالفشل في التحكم في  نتيجةلدى البشرھي  الذاتيةالمناعة  :مقدمة  
B   7من خلال الارتباط في منافسة مع  LT  التائية الخلايا تنشيطيخفف ھذا الجزيء من . CTLA- 4الفعالة بما في ذلك   الجزيئات  

.CD  28على  
. يتم إجراء ھذه الدراساتالذاتيةمع مجموعة متنوعة من أمراض المناعة   CTLA- 4من الدراسات ارتباط المورثة   العديد  أظهرت  

حاسمةالبوادئ خطوة  اختياريشكل  ،التحليلاتھذه  تطويرأثناء  . PCR   تفاعل البلمرة المتسلسل  تحليلات طريقعن  رئيسيبشكل  
. التحليلفي   

تحليلمن أجل الشروع لاحقاً في  بخصوصية  CTLA-  4من جين  exon  1ل  SNPةزوج من البوادئ المحيط تصميم : الهدف ب  
. PCR  تسلسل ھذا الجين بواسطة تفاعل البلمرة المتسلسل 

CTLA-4 لجين الجينيالحيوية و التي اشتملت على البحث عن التسلسل  المعلوماتية طريقدراسة عن  أجرينا  :والطرق  المواد  
1بادئات محددة تحيط ب  لتصميم exon لجين  Primer blast  برنامج، ثم استخدمنا Ensembl بيانات باستخدام قاعدة    

.الزوج الأكثر تناسبا تحديدللبوادئ من أجل  التصميمنتائج ھذا  تحليلثم  . CTLA-4 
Primer- واستخدام برنامج introns وexons الذي يحتوي على CTLA-  4الحصول على التسلسل الكامل للجين   بعد :النتائج  

درجة مئوية 60البوادئ المحددة،يتم اختيارالزوج المناسب من البوادئ والذي يستجيب لدرجةحرارة تهجين تبلغ  لتصميم . BLAST 
٪ والبادئ 57التمهيدي ھو البادئ  لقاعدة  GC وىنيوكليوتيد. محت 20العكسي  و  نيوكليوتيد 19الأمامي ھو  طول التمهيدی  

حيث يتم المستبعدة؛أزواج أساسية اما بالنسبة الى المنتجات الأخرى   508طول   إلىه تضخيمسيتم  ول٪. المنتج الا 55العكسي   
.(PCR بواسطة هتضخيم المستحيلنقطة أساس )وھوحجم من  1000من   الأولية، تكون جميعها أكبر تهجين ھذه المواد  

4من جين  -CTLA المرتبط بأمراض  exon  1ل  SNP :زوج بوادئ يؤطر تعددالأشكال بتطويرقمنا  بفضل ھذاالعمل، الخلاصة  
.الخطيرةمن الأمراض  العديدالتي تعتبر رائدة في  الذاتيةالمناعة  . 

، PCR. 4 الذاتية، المناعة :المفتاحية الكلمات -LT، CTLA المتسلسل،تفاعل البلمرة  البوادئ،  تعددالأشكال، .  

Résumé  
Introduction : l’auto-immunité chez l’homme est le résultat d’un échec de contrôle des cellules auto réactives qui se produit à cause 
de nombreux acteurs parmi lesquels le CTLA-4. Cette molécule atténue la costimulation des LT en se liant en compétition avec le 
B7 sur le CD28.  
De nombreuses études ont montré l’association d’un polymorphisme du gène CTLA-4 à une grande variété de maladies auto-
immunes. Ces études sont principalement réalisées par des analyses PCR. Lors de la mise en point de ces analyses le choix des 
amorces constitue une étape cruciale. 
Objectif : Concevoir avec spécificité un couple d'amorces encadrant le SNP de l’exon 1 du gène CTLA-4 afin d’initier par la suite 
l’analyse de la séquence de ce gène par PCR. 
Matériels et méthodes : Nous avons mené une étude bio-informatique consistant à la recherche de la séquence génomique du 
gène CTLA-4 par l’utilisation de la base de données Ensembl, puis nous avons utilisé le logiciel Primer blast pour concevoir des 
amorces spécifiques encadrant l’exon 1 du gène CTLA-4 et analyser, ensuite, les résultats de cette conception des amorces afin de 
sélectionner la paire la plus spécifiques.    
Résultats : Après l’obtention de la séquence complète du gène CTLA-4 contenant les exons et les introns et l’utilisation du logiciel 
Primer-BLAST pour concevoir les amorces spécifiques, la paire d’amorces adéquate est sélectionnées et qui répond à une 
température d'hybridation de 60°C. la longueur de l’amorce sens est de 19 nucléotides et l’amorce antisens de 20 nucléotides. La 
teneur en GC de l’amorce sens est de 57% et de l’amorce antisens est de 55%. Le produit qui sera amplifié à une longueur de 508 
paires de bases et les autres produits, aspécifiques ; où s’hybrident ces amorces, ont tous une longueur supérieure à 1000pb (ce 
qui est une taille impossible à amplifier par PCR).    
Conclusion : Nous avons élaboré grâce à ce travail, un couple d’amorce qui encadre le polymorphisme SNP de l’exon 1 du gène 
CTLA-4 associé aux maladies auto-immunitaires qui est considéré comme préfigurant dans plusieurs maladies graves. 
Mots clés : l’auto-immunité, CTLA-4, LT, polymorphisme, amorces, PCR. 
 

Abstract 

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

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

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

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

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

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

 


