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Résumé : 

Une maladie auto-immune est une pathologie au cours de lequel le système immunitaires 

attaque ses propres constituants. Elle caractérise par la polarisation et différenciation  des 

lymphocyte helper TH1  et TH2 auto réactif . Le gène NOTCH favorise la dichotomie de th1 

et th2, l’expression de ce récepteur fait l’objet de plusieurs études, dont l’utilisation des 

méthodes de la biologie moléculaire tels que la technique de la PCR est considérée comme 

un étape essentiel pour réaliser ces études, le choix des bonnes pairs d’ amorces pour la 

réaction (PCR) par la conception des amorces est une étape obligatoire  afin d’effectuer 

l’étude . 

Objectif : Concevoir la bonne paire d’amorces à l’aide de la PCR et des logiciels de la bio-

informatique tels que le Primer Blast. 

But:Choisir la bonne paire d’amorces conçus par le Primer Blast qui assurent une bonne 

amplification de la PCR. Ceci permettra comme perspective d’étudier les associations entre 

le récepteur NOTCH  et la dichotomie de TH1 et TH2 dans l’auto-immunité 

Matériels et méthodes : faire la conception de la bonne amorce par PCR et la confirmer en 

utilisant les sites de biotechnologie. 

Résultats : Confirmation de la présence des amorces du gène NOTCH  visées par le PCR 

et données par le Primer blast. 

 

Mots clés :NOTCH , th1 ,th2 ,l’auto-immunité, PCR , conception d’amorce 
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Abstract : 

An autoimmune disease is a condition in which the immune system attacks its own 

constituents. It is characterized by the polarization and differentiation of the self-reactive TH1 

and TH2 helper lymphocytes. The NOTCH gene promotes the dichotomy of th1 and th2, the 

expression of this receptor is the subject of several studies, of which the use of molecular 

biology methods such as the PCR technique is considered an essential step to achieve In 

these studies, choosing the right primer pairs for the reaction (PCR) by the primer design is a 

mandatory step in order to perform the study. 

Objective: To design the correct pair of primers using PCR and bioinformatics software such 

as Primer Blast. 

Goal: Choose the right pair of primers designed by the Primer Blast that ensure good PCR 

amplification. This will allow, as a perspective, to study the associations between the NOTCH 

receptor and the dichotomy of TH1 and TH2 in autoimmunity. 

Materials and Methods: Design the correct primer by PCR and confirm it using 

biotechnology sites. 

Results:Confirmation of the presence of the primers of the NOTCH gene targeted by the 

PCR and given by the Primer blast. 

 

Keywords: NOTCH, th1, th2, autoimmunity, PCR, primer design 
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 الملخص

 TH1 ٌتمٌز بالاستقطاب والتماٌز بٌن الخلاٌا اللٌمفاوٌة المساعدة. مرض المناعة الذاتٌة هو حالة ٌهاجم فٌها الجهاز المناعً مكوناته

 ، والتعبٌر عن هذا المستقبل هو موضوع العدٌد th2 و th1 على تعزٌز الانقسام بٌن NOTCH ٌعمل جٌن. ذاتٌة التفاعل TH2 و

خطوة أساسٌة لتحقٌق فً هذه الدراسات ، واختٌار  PCR من الدراسات ، والتً ٌعتبر استخدام طرق البٌولوجٌا الجزٌئٌة مثل تقنٌة

 .من خلال التصمٌم التمهٌدي خطوة إلزامٌة لإجراء الدراسة (PCR) الصحٌح تعد أزواج التمهٌدي للتفاعل

 تصمٌم الزوج الصحٌح من البادئات باستخدام برامج: الهدف

 PCR والمعلوماتٌة الحٌوٌة مثل Primer Blast.      

سٌسمح هذا ، . جٌدًا PCR والذي ٌضمن تضخٌم Primer Blast اختر الزوج المناسب من البراٌمر المصمم بواسطة: الهدف

 .فً المناعة الذاتٌة TH2 و TH1 وثنائٌة NOTCH كمنظور ، بدراسة الارتباطات بٌن مستقبلات

 .وتأكٌده باستخدام مواقع التكنولوجٌا الحٌوٌة PCR تصمٌم التمهٌدي الصحٌح بواسطة: المواد والطرق

 .Primer والمعطى بواسطة انفجار PCR المستهدف بواسطة NOTCH تأكٌد وجود البادئات لجٌن: النتائج
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Introduction 

          Le système immunitaire assure la protection contre les  agents pathogènes a travers 

des réponses innées et / ou  adaptatives tout en assurant le maintien de l’intégrité de 

l’organisme par l’induction d’une tolérance vis-à-vis des composés du soi. Cette tolérance 

met en jeu différents mécanismes régulés et coordonnés. L’éducation des lymphocytes à ne 

pas reconnaître des composants du soi dans les organes lymphoïdes primaires ;la moelle 

osseuse et le thymus  est maintenue en périphérie par des mécanismes hautement régulés. 

Dans le  cas de rupture de tolérance souvent liée à une inflammation, des lymphocytes auto-

réactifs sont activés par la reconnaissance de composés du soi comme des antigènes , ce 

qui peut conduire à des pathologies auto-immunes . 

          Les maladies auto-immunes   touchent 5 à 8 % de la population . Elles comprennent 

70 à 80 pathologies différentes, comme la polyarthrite lupus érythémateux disséminé, la 

sclérose en plaque, le diabète de type 1, le psoriasis…. .(Dragin et al., 2017). 

          La rupture de tolérance est l’origine de l’auto réactivité  des cellules immunitaire tel 

que les lymphocytes TCD4+ , TCD8+ , lymphocyte B LB ...ect . Les cellules TCD+ sont 

activées et  différencie en lymphocyte helper de type 1 TH1 et de type 2 TH2 auto réactifs 

suite a une activation par l’antigènes présente par la cellule dendritique (DC) ,environnement 

cytokinique , facteurs de transcription ainsi le récepteur Notch   liés à la membrane jouent un 

rôle important dans l'orchestration de la différenciation des cellules Th. les DC qui expriment 

les ligands de type delta ou Jagged  Notch acquièrent la capacité d'instruire la polarisation 

des cellules Th1 ou Th2, respectivement . (Tindemans et al., 2017a) 

           La signalisation Notch est une voie de transduction du signal conservée dans 

l'évolution, qui contrôle divers aspects du développement et de l'homéostasie tissulaire. 

Chez les mammifères, il existe quatre récepteurs Notch différents (Notch 1–4) et cinq ligands 

Notch (Jagged 1 et 2, Delta-like 1, 3 et 4).(Sauma et al., 2011) . 
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          Chaque protéine Notch est code  par un gène  différent . (Arruga et al., 2018) .Le gène 

Notch1 est localisé sur le chromosome 9(9q34.3) .  Le gène Notch2 : est exprimé sur le 

chromosome 1p12  et  code pour la protéine encoche 2.  Les gènes Notch3 et 4 : sont 

localisés sur le chromosome19p13 14  et 6p21 32   respectivement cher l’homme . Dont 

l’étude de l’expression de ce gène par les techniques  de la biologie moléculaire permet de 

fournir  des nouveaux  méthodes pour diagnostiquer, évaluer, contrôler et traiter les maladies 

auto-immunes . 

          La PCR est un test enzymatique permet l’amplification de gène en utilisant des 

amorces Oligo- nucléotidiques conçus par un logiciel de la conception des amorces. 

         Dans notre étude nous essayons Concevoir la bonne paire d’amorces pour le gène 

Notch à l’aide de la PCR et du logiciels de bio-informatique Primer Blast. Afin de  choisir la 

bonne paire d’amorces conçus par le Primer Blast qui assurent une bonne amplification de la 

PCR. Ceci permettra comme perspective d’étudier les associations entre le récepteur Notch 

et la dichotomie de TH1 et TH2 dans l’auto-immunité. 
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REVUE LITTERATURE  

 

1. L’auto-immunité 

1.1. Généralité   

          Le système immunitaire est capable, en discriminant le soi du non soi, de détruire de 

nombreux agents pathogènes, mais leur réactions peuvent se révéler délétères dans des 

phénomènes comme l’attaque de ses propres constituants que l’on appelle auto-

immunité(AI). 

L’auto-immunité est la rupture des mécanismes de défense qui conduit à l’action pathogène 

du système immunitaire vis-à-vis des constituants naturels de l’organisme et à l’apparition 

d’une maladie dite auto-immune (MAI). Cette dernière peut être définie par l’activation du 

système immunitaire du patient contre ses propres antigènes (Ag). (Bonnotte et al, 2004). 

            Les MAI touchent 5 à 8 % de la population. Elles comprennent 70 à 80 pathologies 

différentes, comme la polyarthrite, le lupus érythémateux disséminé, la sclérose en plaque, 

le diabète de type 1, le psoriasis, la maladie de Crohn et la myasthénie grave .(Dragin et al., 

2017) 

           Le lupus  érythémateux disséminé (LED) affecte environ 20 000 personnes en France 

(chiffres de 2010) et plus de 5 millions de patients dans le monde. D’autres MAI sont encore 

plus fréquentes, comme la polyarthrite rhumatoïde (600 000 personnes touchées en France), 

le diabète de type I (300 000 en France), la maladie de Crohn (ou MC, 200 000 en France en 

2011) ou la sclérose en plaques (ou SEP, 70 à 90 000 en France). (Muller, 2017) 

          Une MAI est une pathologie au cours de laquelle le système immunitaire agresse ses 

propres constituants en  les considérants comme étrangères. Cela va créer une réaction  

inflammatoire. 

          Elles  peuvent être schématiquement divisées en deux groupes principaux (voir 

Tableau 1): 
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 les maladies auto-immunes spécifiques d’organes caractérisées par des lésions 

limitées à un tissu (comme  le diabète de type 1 qui est la conséquence d’une 

destruction des cellules beta du pancréas). 

 des maladies auto-immunes systémiques, caractérisées par des lésions bien plus 

étendues (le lupus, les sclérodermies et les poly myosites…,ect) .(Muller, 2017) 

Maladies auto-immunes spécifiques 

                     d’organes 

Maladies auto-immunes non spécifiques 

                    systémiques 

 

• Diabète de type 1 

• Thyroïdite auto-immune 

• Hepatopathies auto-immunes 

• Myasthénie 

• Vitiligo 

• Maladie d’Addison 

• Rétinite auto-immune 

• Cytopénies auto-immunes 

• Syndrome de Gougerot-Sjogren 

• Polyarthrite rhumatoïde 

• Sclérodermie 

• Poly-myosite et dermato polymyosite. 

• Connectivite mixte 

• Vascularité primitive 

• Poly chondriteatrophiante 

 

 

                          Tableau 1 : classification des maladies auto-immunes 

 

 

           Le caractère pathologique de la réaction immunitaire au cours des MAI tient à sa cible 

(auto-Ag) et à son caractère chronique. La mise en place d’une réponse dirigée contre le soi 

implique la survenue d’une rupture de tolérance. La persistance de la réponse immunitaire 

ainsi que les dommages tissulaires sont la conséquence de l’activation lymphocytaire T et B. 

           De nombreux facteurs peuvent s’intriquer et induire une rupture de la tolérance du soi 

à l’origine des maladies auto-immunes .(Delévaux et al., 2013) 
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1.2 . La tolérance du soi 

La fonction du système immunitaire est d’assurer l’intégrité de l’organisme: pour cela, il 

reconnaît une variété considérable de pathogènes (microbes, parasites, virus…) sans pour 

autant réagir aux antigènes de l’individu (le soi). Cette absence de réponse aux antigènes du 

soi est appelée « tolérance immunitaire ». Elle résulte d’une « éducation » des lymphocytes 

B (LB) et  lymphocyte T (LT) au cours de leur maturation, respectivement dans la moelle 

osseuse et le thymus. Plusieurs mécanismes participent à l’établissement de cette 

tolérance : centrale (dans le thymus ou la moelle osseuse) ou périphérique (ganglions, 

tissus). 

1.2.1.Tolérence centrale 

          La tolérance centrale s’appuie sur la délétion clonale et la réédition du BCR. La 

délétion clonale aboutit à la mort cellulaire des LT et LB ayant un TCR ou un BCR non 

fonctionnel (sélection positive) ou reconnaissant les auto-Ag avec une trop forte affinité 

(sélection négative). La réédition du récepteur ou « receptor editing » est un phénomène 

propre au BCR. 

Pour les lymphocytes T (dans le thymus) : 

- sélection positive des TCR capables de reconnaître le HLA de classe I ou II de l'individu 

- sélection négative des TCR auto réactifs. 

Pour les lymphocytes B (dans la moelle osseuse) : 

- sélection négative des BCR reconnaissant les autoantigènes avec une forte affinité 

- « receptor editing » : recombinaisons au niveau des gènes des BCR, pour en modifier la 

spécificité 

1.2.2. Tolérance périphérique 

           En périphérie, l'anergie assure la tolérance en permettant un état de non-réponse 

spécifique. Un LT est rendu anergique par une stimulation antigénique non accompagnée 
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des signaux de co-stimulation délivrés par certaines molécules membranaires des cellules 

présentatrices d'Ag (CPA) (CD80, CD86). 

           Au cours de l’anergie des  LB exprime de faible niveau d’IgM à leur surface. Ils sont 

caractérisés par l’absence de marqueurs d’activation, une diminution des molécules de co-

stimulation (CD19 et CD21), une capacité de prolifération, de différenciation et de production 

d’Ig diminuée. Les populations régulatrices (T régulatrices, B régulatrices notamment) sont 

également impliquées dans la tolérance  

1.3.Rupture de tolérance 

         La rupture de tolérance est une étape clé dans la physiopathologie des MAI. Parmi les 

acteurs cellulaires et moléculaires majeurs impliqués dans ce phénomène. 

 Syndrome APECED (poly endocrinopathie auto-immune associée à une candidose) : 

est la conséquence d’un déficit génétique de AIRE, facteur de transcription 

permettant aux cellulaires médullaires thymiques d’exprimer un grand nombre 

d’auto-Ag tissulaires conduisant à l’éducation centrale des LT et à la délétion des 

clones auto-réactifs. Ce déficit conduit ainsi à la génération de LT auto-réactifs par 

défaut de tolérance centrale. 

 Le syndrome IPEX (immune  régulation polyendocrinopathy-enteropathy X-linked) 

est un autre exemple de MAI monogénique. Il s’agit d’une atteinte auto-immune 

(endocrinienne et intestinale) T dépendante.   

 Défaut génétique concerne Foxp-3 qui est le facteur de transcription spécifique des 

LT régulateurs CD4+ CD25+ .(Davidson and Diamond, 2001) 

        Ces situations exceptionnelles démontrant l’importance des mécanismes de tolérance 

et comment un défaut de l’un de ces mécanismes peut aboutir à lui seul (mono génique) à 

l’auto-immunité. Les mécanismes aboutissant à la rupture de tolérance sont multiples et le 

plus souvent très partiellement identifiés. Les pistes évoquées concernent à la fois l’Ag 

(réactivité croisée par mimétisme moléculaire, modification d’auto-Ag par un Ag exogène et 
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effet  des agents infectieux, épitopes et des défauts des mécanismes de tolérance (défaut 

des populations régulatrices, expression anormale d'une molécule de co-stimulation). 

1.4.Facteurs déclencheurs de l’auto-immunité 

         L’origine des MAI est multifactoriel .Différents facteurs  endogènes, génétiques,  

environnementaux et hormonaux peuvent contribuer à l’émergence d’une MAI. 

1.4.2. Facteurs génétiques : 

         Les études génétiques réalisées dans les modèles animaux de MAI ont montré qu’il 

existait au moins 25 gènes (Peter,2003) qui peuvent contribuer à une susceptibilité 

particulière pour ces maladies . Ces gènes codent principalement pour les protéines du CMH 

de classe I et de classe II (B27, DR2 ,DR3, DR4, DR5, B8…etc), les cytokines, les 

récepteurs des cytokines, les protéines impliquées dans la régulation de la réponse 

immunitaire et dans l’apoptose (André et al,2007) . 

1.4.1.Facteurs environnementaux : 

Plusieurs facteurs externes favorisent le développement des maladies auto-immunes comme 

les rayons ultra-violets, Les infections virales ou bactériennes peuvent contribuer par 

mimétisme moléculaire, extension de la réponse immunitaire (epitope spreading) et 

activation des cellules auto réactives  à la perte de la tolérance du soi .(Delévaux et al., 

2013) 

1.4.2. Le stress : 

       Les conséquences biologiques du stress sont de mieux en mieux comprises. Au cours 

du stress, les glucocorticoïdes et les catécholamines libérées par l’axe hypothalamo-

hypophysaire vont modifier l’équilibre des balances cytokiniques Th1/Th2 et Th17/Treg et 

être à l’origine d’une inhibition de l’immunité cellulaire, d’une diminution de la tolérance 

immunitaire et d’une stimulation de l’immunité humorale (Chamoux et al, 2013) 
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1.4.3. Des médicaments : 

          Un certain nombre de médicaments et d’agents chimiques sont incriminés dans le 

déclanchement des  maladies auto-immunes et en particulier dans le Lupus érythémateux 

disséminé LED comme le procainamide (un anti-arythmique) . 

          L’administration de vaccins, par leur contenant immunogène ou leurs adjuvants, a été 

associée à l’apparition de MAI. Un tabagisme est plus fréquemment retrouvé chez les 

patients porteurs d’une sclérose en plaque .(Delévaux et al., 2013) 

 

1.5.Mécanismes  de l’ auto-immunité 

Les principaux mécanismes qui pourraient être impliques dans  production d’auto anticorps 

sont résumés : 

    - Mimétisme moléculaire : signifie que certains antigènes microbiens peuvent partager des 

motifs communs avec des antigènes du soi et être à l’origine de l’activation de cellules auto-

réactives. Ainsi, à l’occasion d’une infection par une bactérie, un virus ou un parasite qui 

exprime des antigènes apparentés avec les antigènes du patient, des lymphocytes T 

reconnaissant un épitope étranger pourront coopérer avec des lymphocytes B dirigés contre 

l'épitope commun au soi et a l'antigène exogène, permettant ainsi, aux LB de produire de 

grandes quantités d'anticorps (AC). Donc l’organisme va déclencher une réponse 

immunitaire qui va détruire à la fois cet agent infectieux mais aussi ses propres cellules. 

    - L'expression anormale des molécules HLA de classe II à la surface de cellules, qui, 

naturellement, n'en expriment pas, peut permettre à des lymphocytes T ayant échappés à la 

délétion et à l'anergie de reconnaître un auto-antigène. Des infections, en particulier virales, 

peuvent induire une telle expression. Cela n'est pas suffisant expérimentalement pour induire 

une maladie auto-immune, mais dans la mesure où l'auto-immunisation est multifactorielle, 

ce mécanisme peut être un des éléments impliqués. Un défaut de contrôle par des cellules T 
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suppressives peut aussi contribuer à l'auto-immunisation, comme le montrent certains 

modèles animaux et comme le suggèrent les déficits en fonctions T suppressives constatés 

dans certain nombres de maladies auto-immunes (Achour et al, 2014). 

1.6.Mécanismes de l’auto-immunité au cours de déficit immunitaire  

         Déficit immunitaire et auto-immunité sont deux manifestations d’un dysfonctionnement 

du système immunitaire qui peuvent être associés, avec des liens physiopathologiques 

communs. Les mécanismes impliqués dans cette rupture de tolérance au cours des déficits 

immunitaires sont résumés sur la Figure1.1  

 

 

Figure1.1 : Principaux mécanismes physiopathologiques à l’origine d’auto-immunité dans les       

                   déficits immunitaires primitifs. 

 

1.7. Mécanisme des lésionnels des maladies auto immunes : 

   1.7.1. Rôle pathogène des auto-anticorps  

L’effet pathogène des auto-anticorps  se fait via différents mécanismes : 

 Anticorps « cytolytiques » : la fixation des auto-anticorps sur les cellules de l’individu 

conduit à l’activation du complément, puis à la lyse de ces cellules. C’est le cas des 

anémies hémolytiques aiguës. 
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 Anticorps bloquants : c’est l’anomalie fondamentale à l’origine de la myasthénie auto-

immune. Dans la majorité des cas, ce trouble est dû à la fixation d’auto-anticorps 

dirigés contre des récepteurs servant à transmettre l’influx nerveux (récepteurs de 

l’acétylcholine) : la fixation de l’anticorps sur le récepteur empêche la fixation de 

l’acétylcholine, sur ce dernier, rendant ainsi le récepteur inactif. 

 Anticorps stimulants : ils agissent en sens inverse des anticorps bloquants. Dans la 

maladie de Basedow (maladie auto-immune de la thyroïde), les anticorps anti-

récepteur de la TSH se fixent à ce récepteur et miment les effets de son ligand, la 

TSH (hormone sécrétée par l’hypophyse et dont le rôle est de stimuler et de régir la 

sécrétion d’hormones thyroïdiennes). Ils provoquent une hypersécrétion d’hormones 

thyroïdiennes. L’activité stimulante s’exerce aussi sur la croissance cellulaire, 

conduisant à la constitution d’un goitre 

L’activation du complément par les complexes immuns déposés aboutit à la libération de 

médiateurs par les neutrophiles, qui libèrent à leur tour leur contenu, et génèrent des lésions. 

1.7.2.Rôle pathogène des lymphocytes T 

Les LT auto réactifs peuvent induire des lésions cellulaires par différents mécanismes de 

cytotoxicité .La cytolyse des cellules T des cellules cibles peut être médiée par la nécrose 

cellulaire induite par la perforine ou par l'apoptose induite par le granzyme B. Il a été suggéré 

que les cellules T auxiliaires de type 1 (TH1) sont essentielles pour l'induction de maladies 

auto-immunes par le recrutement de cellules inflammatoires et de médiateurs, tandis que les 

lymphocytes T auxiliaires de type 2 (TH2) protègent contre la maladie. Cependant, il est 

maintenant clair que via les cytokines produites par TH1,TH2  peut provoquer des lésions 

tissulaires .(Davidson and Diamond, 2001) 



21 
 

 

1.8. Diagnostic des maladies auto-immunes  

On distingue schématiquement cinq catégories d’auto-anticorps utiles pour le diagnostic des 

maladies auto-immunes : 

– les anticorps antinucléaires : anti-ADN, anti-nucléosome, anti-histone, anti- ARN, sont des 

marqueurs des maladies auto-immunes systémiques comme le lupus. 

– les anticorps anti-tissus ou anti-cellules : ce sont des marqueurs des maladies 

autoimmunes spécifiques d’organe. 

– les anticorps anti-IgG : par définition, il s’agit des facteurs rhumatoïdes. 

– les anticorps anti phospholipides : ce sont des anticorps dirigés contre les phospholipides 

entrant dans la constitution de la membrane des cellules de notre organisme. 

– les anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires : ils sont dirigés contre différentes 

enzymes cytoplasmiques des neutrophiles. 
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2.Lymphocyte T  Helper CD4+(TH1/TH2) 

Pour la protection contre les agents pathogènes, il est essentiel que les cellules T CD4 + 

naïfs  se différencient en sous-ensembles de cellules T auxiliaires (Th) effectrices 

spécifiques notamment lymphocyte T Helper de type 1(TH1) et lymphocyte T Helper de type 

2 (TH2)  après l'activation par l'antigène présenté par les cellules dendritiques (CD) et un 

environnement cytokinique et  l’implication des  facteurs de transcription diffèrents (Figure 

1.2).  

 

Selon   

Figure 1.2 : schéma représentant la différenciation de LT4 naïf en TH1 et TH2  

.. 

2.1.TH1  

 

Dans un environnement cytokinique riche en IL-12 les LT4 naïf se différencient en 

lymphocytes Th1. Ils expriment les facteurs de transcriptions Tbet et STAT4 à l’origine de la 

sécrétion d’Interleukine IL-2, de l’interféron gamma  (IFN) et du tumor necrosis factor (TNF)  

qui ont une activité pro-inflammatoire et stimulent l’immunité cellulaire : les cellules Nature 

Killer(NK) et les cellules T cytotoxiques (LTC). Ces cytokines stimulent la phagocytose et 

sont dirigées contre des pathogènes intracellulaires (virus, antigènes de tumeurs, etc). 

2.2. TH2 

Les TH2 sont caractérisées par l’expression du facteurs de transcription  GATA3, STAT6 et 

de la production de cytokines telles que l’IL-4, l’IL-5 ,IL-10 et l’IL-13, qui jouent un rôle  dans 
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la protection contre les pathogènes extracellulaires (bactéries, toxines et parasites)} ; et dans 

les  réponses immunitaires allergiques telles que l'asthme allergique, induisant la synthèse 

d'IgE (IL-4), et le recrutement des éosinophiles (IL-5) et provoquant une hyperréactivité des 

muscles lisses et une hyperplasie des cellules gobillaires (IL-13),promouvant ainsi l’immunité 

humorale en stimulant la croissance et l’activation des mastocytes, des éosinophiles et la 

différenciation des lymphocytes B pour la synthèse d’anticorps. Ils ont également une activité 

anti-inflammatoire en inhibant l’activation macrophagique. 

       Il existe une inhibition mutuelle entre les deux voies pour que la balance Th1/Th2 reste à 

l’équilibre et à l’homéostasie. Ainsi l’IL-12 qui est produite par les cellules présentatrices 

d’antigènes et les cellules dendritiques et la production d’INF-γ sont inhibées par l’activité 

Th2 et la réponse Th1 est inhibée par la production d’IL-4 et IL-10 issues de la réponse Th2. 

Le déséquilibre dans la balance Th1/Th2 constaté au cours de certaines pathologies est le 

mécanisme physiopathologique retenu comme point de départ de ces maladies. Un profil 

Th1 avec un excès de production d’IL-12, de TNF-α alors que la production d’IL-10 est 

déficiente, est observé au cours de Polyarthine  Rhumatoïde (PR) , du diabète de type I, de 

la sclérose en plaque (SEP)(Delévaux et al., 2013). On peut conclure que l’auto réactivité de 

TH1 et la sécrétion des cytokines pro inflammatoires (IFN gamma) vont augmenter les  

lésions tissulaires et la progression des maladies auto immunes et l’auto réactivité de TH2 

joue un rôle protecteur.   

3.Le gène Notch 

3.1. Définition   

Les mammifères et  l’homme  expriment quatre récepteurs NOTCH (NOTCH1, 2, 3 et 4), 

chacun codé par un gène différent. (Arruga et al., 2018) 

a) Le gène Notch1 : code pour le récepteur transmembranaire Notch1 ou encoche 1 

localisé sur le chromosome 9(9q34.3) 

                             Chromosome 9 - NC_000009.12 
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                 Figure 1.3 : localisation du gène Notch1 

 

           b)  Le gène Notch2 : est exprimé sur le chromosome 1p12 et  code pour la protéine 

encoche 2.                         

 

 

                        Chromosome 1 - NC_000001.11 

 

 

                           Figure 1.4 : localisation du gène Notch2 

 

 

        c)  Les gènes Notch3 et 4 : sont localisés sur le chromosome19p13 14  et 6p21 32   

respectivement.  

3.2. La protéine Notch  

Les récepteurs NOTCH sont des protéines transmembranaires de type I  présentant une 

homologie de structure élevée (en particulier NOTCH1 et NOTCH2) et affichant des 

fonctions à la fois communes et uniques. Ils sont synthétisés en tant que précurseurs 

uniques qui mûrissent dans l'appareil de Golgi lors du clivage protéolytique (S1) par une 

convertase de type furine. Les récepteurs matures exprimés à la surface cellulaire sont des 

hétéromères qui contiennent plusieurs répétitions du facteur de croissance épidermique 

extracellulaire (EGF) de 29 à 36. Des répétitions d'EGF spécifiques assurent la médiation 
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des interactions de ligand. Les répétitions EGF sont suivies par la région régulatrice négative 

(NRR), qui est composée de trois répétitions Lin riches en cystéine (LNR) et d'un domaine 

d'hétérodimérisation (HD). NOTCH contient également un domaine transmembranaire (TM), 

un domaine de module associéRBPJk (RAM), une séquence de localisation nucléaire (NLS), 

un domaine à sept répétitions d'ankyrine (ANK), une région de réponse cytokine (NCR) 

NOTCH, un domaine de Trans activation (TAD)) et un domaine riche en proline-acide 

glutamique-sérine-thréonine (PEST). Les protéines NOTCH de mammifères sont clivées par 

des convertases de type furine, qui convertissent le polypeptide NOTCH en un domaine 

extracellulaire NOTCH (NECD) et un hétérodimère de domaine intracellulaire NOTCH 

(NICD) qui est connecté par des interactions non covalentes. Après la liaison du ligand, 

NOTCH est clivé par les métalloprotéases et la y-sécrétase (S1, S2 et S3).(Arruga et al., 

2018) 

            Les récepteurs Notch interagissent avec cinq ligands différents (DLL1, -3, -4 

appartenant à la famille Delta-like et Jagged1 et-2 qui font partie du Serrate famille de 

ligands) (Hori et al., 2013) 

 

 
 

 

Figure1.5 : Récepteurs et ligands NOTCH.(Arruga et al., 2018) 
Région extracellulaire N-terminale (EC),Domaine transmembranaire (TM) ,Intracellulaire C-terminale 

(IC) , facteur de croissance épidermique (EGF) , région de régulation négative juxtamembranaire (NRR),  

Répétitions Lin12 / Notch (LNR) , Domaine d'hétérdimérisation (HD).  Domaine d'activation 

transcriptionnel (TAD) , région C-terminale riche en proline, glutamate, sérine et thréonine (domaine 

PEST), 

3.3. La signalisation de Notch  
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              la signalisation Notch se produit via la communication cellule-cellule, où les ligands 

transmembranaires sur une cellule activent les récepteurs transmembranaires sur un cellule 

juxtaposée (Siebel and Lendahl, 2017). Elle joue un rôle important dans la différenciation de 

TH1 et TH2. Les DC  expriment les ligands de type delta ou Jagged Notch acquièrent la 

capacité d'instruire la polarisation  des cellules Th1 ou Th2, respectivement (Tindemans et 

al., 2017b).(Figure 1.6)  

 

 
Figure 1.6 : la signalisation Notch dans la différenciation des cellules T helper  (TH)             

(Tindemans et al., 2017b) 

 

 

         La stimulation de Th1 et Th2 induisent respectivement l’expression des ligands delta-

like (DLL) et Jagged ligand sur les  CPA. Lors de la liaison récepteur-ligand  le domaine 

intracellulaire Notch (NICD) est clivé par un complexe γ-sécrétase et se transloque vers le 

noyau et se lie à la protéine de liaison du signal de recombinaison du facteur de transcription 

pour la région Jκ de l'immunoglobuline (RBPJκ). Enfin, des protéines co-activantes 

supplémentaires sont recrutées, telles que les protéines de type cerveau (MAML1-3) et p300 

pour induire l'activation de la transcription du gène du facteur de transcription Th1 Tbx21 et 

de la cytokine signature Ifng . Pour la différenciation Th2, Notch induit la transcription de 

Gata3 et Il4, active aussi les gènes de la production des cytokines(Tindemans et al., 2017b) 

3.4.Notch et la dichotomie de TH1 et TH2 dans l’auto-immunité  

 Le récepteur Notch favorise la polarisation da Th1 et Th2 .Lors la liaison entre  ligand DLL et 

Notch le TCD4+  se différencie en th1 et activé la sécrétion des cytokines pro inflammatoire, 

ce profil pro inflammatoire va augmente les lésions tissulaires et faire progresser la sévérité 
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des maladies auto-immunes et  la liaison  entre le ligand Jaggad et NOTCH exprimé par 

THCD4+ se différencie en Th2.  L’auto réactivité de Th2 joue un rôle dans l’activation de 

l’immunité humorale qui augmente la sécrétion des auto-anticorps conduit la  gravité des 

maladies  auto-immunes. 

 

 

 

4. PCR (Polymérase Chaine Réaction)   

4.1.Définition 

La réaction en chaîne par polymérase (PCR) est un test enzymatique simple mais élégant 

qui permet l'amplification d'un fragment d'ADN spécifique à partir d'un pool complexe d'ADN. 

Le Dr Kary Mullis, qui a découvert le test PCR , a déclaré qu'il «vous permet de choisir le 

morceau d'ADN qui vous intéresse et d'en avoir autant que vous le souhaitez» ( Mullis, 

1990) , (Garibyan and Avashia, 2013) 

4.2.Principe : 

La technique de la PCR se base sur les principes suivants : 

- Connaitre les séquences d’intérêts pour synthétiser des amorces spécifiques. 

- Synthèse des séquences complémentaires d’ADN ou d’ARN par des amorces 

spécifiques constitués d’oligonucléotides de synthèse des 20 à 25 nucléotides. 



28 
 

- Synthèse enzymatique et l’initiation spécifique à l’ADN double brins à l’ADN 

polymérase. 

- La répétition de cycle de transition de la température contrôlée par un thermocycleur. 

4.3. Les étapes de la PCR : 

Etape 1 (dénaturation) : l’ADN en hélice double brins est séparé à 95 °C pendant 5 minutes.  

Etape 2 : hybridation des amorces a 50 – 60 °C pendant une minute. 

Etape 3 : élongation de nouveau brin complémentaire synthétisé à l’aide de Taq polymérase 

a 72 °C pendant une minute. 

4.4. Les acteurs de PCR :  

4.4.1.L’ADN : une hélice double brins, sur lesquelles se trouvent les fragments à amplifier. 

5.4.2.Les amorces sens et anti sens : ou les oligonucléotides de synthèse d’environ 20 à 

25 nucléotides, capables de s’hybrider d’une manière spécifique aux ADN à amplifier pour 

synthétiser un brin complémentaire d’ADN. Les amorces sont choisies de façon à encadrer 

la séquence d'ADN à amplifier. 

5.4.3.Taq polymérase : une enzyme thermorésistante extraite à partir des bactéries 

Thermus aquaticus, résistante aux transitions de la température et induit à l’automatisation 

de la PCR. 

5.4.4.Les nucléotides (dNTPs (désoxy Nucléotides Triphosphates) : dGTP, dCTP, 

dATP, dTTP,qui sont les éléments de base utilisés par la Taq Pol utilisées pour synthétiser le 

brin complémentaire d’ADN à amplifier. 
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Problématique :  

NOTCH  est un récepteur transmembranaire impliqué dans la différenciation et la 

polarisation  de TH1 et TH2 qui  ont un effet différent dans  l’auto-immunité. La  protéine  a 

un effet sur  les maladies auto-immunes, pour cela l’étude du gène de ce récepteur par les 

méthodes de la biologie moléculaire tels que la PCR peut aider les chercheurs à cibler la 

molécule comme une nouvelle méthode de contrôler et traiter les maladies. 

Objectif :   

Concevoir la bonne paire d’amorces pour le gène Notch à l’aide de la PCR et du 

logiciels de bio-informatique Primer Blast. 

But : 

Choisir la bonne paire d’amorces conçus par le Primer Blast qui assurent une bonne 

amplification de la PCR. Ceci permettra comme perspective d’étudier les associations entre 

le récepteur Notch et la dichotomie de TH1 et TH2 dans l’auto-immunité.  
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Matériels et Méthodes  

 

1. Conformation d’amorce : 

La conception d'amorces appropriées est un paramètre essentiel au succès d'une 

expérience de PCR. Lors de la conception d'un ensemble d'amorces pour une région 

spécifique d'ADN désirée pour l'amplification, une amorce doit s'hybrider au brin plus, qui par 

convention est orienté dans la direction 5 '→ 3' (également connue sous le nom de brin 

sens) et une autre amorce doit compléter le brin moins, qui est orienté dans la direction 3 '→ 

5' (brin anti sens ou matrice).Une amorce mal conçue peut empêcher le fonctionnement de 

la réaction PCR a cause des  problèmes courants qui surviennent  lors de la conception 

d'amorces: 

1) auto-hybridation des amorces entraînant la formation de structures secondaires telles 

que des boucles en épingle à cheveux. 

2) hybridation des amorces les unes aux autres, plutôt qu'à la matrice d'ADN, créant des 

dimères d'amorce (Lorenz, 2012) 

1.1. Sélection d’amorce  

Plusieurs variables et facteurs doivent être pris en considération lors de la conception des 

amorces pour la PCR. Les plus importantes sont: 

1. La longueur de l'amorce : qui  doit être de 15 à 30 résidus nucléotidiques (bases). 

2. La teneur optimale en GC : qui  doit être comprise entre 40 et 60%. 

3. L'extrémité 3 'des amorces doit contenir un G ou C afin de serrer l'amorce et d'empêcher 

la "respiration" des extrémités, augmentant ainsi l'efficacité de l'amorçage. La «respiration» 

de l'ADN se produit lorsque les extrémités ne restent pas recuites mais s'effilochent ou se 

séparent. Les trois liaisons hydrogène dans les paires GC aident à empêcher la respiration 

mais augmentent également la température de fusion des amorces. 
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4. Les extrémités 3 'd'un ensemble d'amorces, qui comprend une amorce de brin plus et une 

amorce de brin moins, ne doivent pas être complémentaires l'une de l'autre, et l'extrémité 3' 

d'une seule amorce ne peut pas non plus être complémentaire d'autres séquences de 

l'amorce. Ces deux scénarios aboutissent à la formation de dimères d'amorce et de 

structures en boucle en épingle à cheveux, respectivement. 

5. Les températures de fusion optimales (T m) pour les apprêts se situent entre 52 et 58 ° C, 

bien que la plage puisse être étendue à 45-65 ° C. La T m finale pour les deux amorces ne 

doit pas différer de plus de 5 ° C. 

 6. Les répétitions de di-nucléotides (par exemple, GCGCGCGCGC ou ATATATATAT) ou 

les analyses d'une seule base (par exemple, AAAAA ou CCCCC) doivent être évitées car 

elles peuvent provoquer un glissement le long du segment amorcé de l'ADN et / ou des 

structures en boucle en épingle à cheveux. Si cela est inévitable en raison de la nature de la 

matrice d'ADN, n'incluez que des répétitions ou des analyses de base unique avec un 

maximum de 4 bases. 

2. Recherche de la séquence de référence du gène Notch . 

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

gène Notch (Notch1 sur  la base de données « Ensembl» accessible sur le site 

«www.ensembl.org » comme illustré sur Figure 2.1. 
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Figure 2.1 : Séquence du gène codant Notch1  sur le site ensembl.org. 

La figure représente une partie de la séquence du gène Notch1 qui ont été trouvé sur la 

base des données « ENSEMBL », tandis que : 

• Les bases représentées en noire sont les séquences non codantes dites : introns. 

• Les bases représentées en rouge sont les séquences codantes et dites : exons. 

Les  séquences de gêne Notch sont copiées dans un document Word pour facilité notre 

recherche, puis une séquence de ce gène est encadrée afin de simplifier la recherche des 

amorces sur le Primer comme le montrer la figure 2.2: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.2 : Séquence de géne Notch1 d’intérêt copié dans le document word . 
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3. Le design des Primer 

Dans les ressources du National Center for Biotechnology Information (NCBI) nous avons 

utilisé le logiciel Primer blast disponible sur le site (www.ncbi.nlm.nih.goy) afin de concevoir 

les amorces recherchées. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.3 : L’outil Primer blast. 

La séquence d’intérêt doit être copié dans le ‘’Primer blast’’, puis on change quelques 

paramètres afin que l’outil nous conçoive les amorces recherchées. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.5: La séquence du gène Notch1 copié sur le logiciel Primer blast. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.4: La séquence du gène Notch1 copié sur le logiciel Primer blast. 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.goy/
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4. Analyse des Résultats du Primer Blast 

Le couple d'amorces choisi doit répondre aux critères suivant: 

– Le minimum de produits aspécifiques, afin de n'amplifier que le produit étudié. 

– Les températures d'hybridation des deux amorces doivent être le 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 1000 Pb 

 

Résultats et prescriptives 

1 .Résultats de la conception des amorces 

Les résultats obtenus sur le logiciel Primer Blast sont illustrées dans les figures ci-dessous : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.1 : Résultats de conception des amorces par le Primer Blast du gène Notch1 
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2. Interprétation des résultats 

Les 2 paires d’amorces qu’on a choisi pour le gène Notch1e  répondent aux critères d’une 

bonne paire d’amorces, dont la taille de produits spécifique est de 896 pb   alors que la taille 

des 4 produits aspécifiques est supérieure à 1000 pb qui est généralement difficile à être 

séquencer par la PCR. Les 2 paires d’amorces conçus par le Primer Blast sont  donc bien 

spécifiques à notre gène d’intérêt. 

La température de fusion de ces amorces est environ 59 c° donnant un meilleur résultat pour 

une longueur comprise entre 18 et 20 nucléotides, une teneur en GC se situant entre 40 à 60 

%, ce qui augmente la spécificité ainsi que l’efficacité de l’amplification. 

 

3. Confirmation des résultats 

Nous avons soumis les séquences des amorces à une analyse de confirmation qui s’est faite 

sur le site bio-informatique (https://genome.ucsc.edu/).     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.2 : site de confirmation des amorces In-Silico PCR. 

 Ces résultats nous confirment la fiabilité et la spécificité des amorces que nous avons 

conçues à partir de la conformation de locus du gène Notch1 sur le chromosome 9 et le 

gène Notch2 sur le chromosome 1 respectivement  

 

 

 

 

https://genome.ucsc.edu/
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Figure 3.4: Confirmation des résultats 1. 
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CONCLUSION  

 
          Les maladies auto-immunes sont différentes mais leur physiopathologie sont 

communs .   qui sont  caractériser par l’ auto réactivité de système immunitaire . 

           Le gène NOTCH  joue un rôle  dans la polarisation de lymphocyte TCD4+ en  th1 qui 

secrètent des cytokines pro inflammatoire comme IFN gamma ,IL-2 . Ces dernières stimulent 

les lymphocyte cytotoxicités qui vont augmenté les lésions tissulaires et la progression de la 

maladie auto-immune  , et  la stimulation auto réactifs th2  de la cytokine anti inflammatoire, 

IL4 , IL5, IL10, IL13  qui favorise l’expression des auto-anticorps   . l’utilisation de la 

technique de la PCR devienne nécessaire pour étudier l’effet Du gène NOTCH  dans  la 

maladie. 

Le blocage de gène NOTCH ou leur ligand peut devenir une thérapeutique ciblé pour lutte 

contre déférents maladies auto-immunes  

          L’étude de gène codant pour le récepteur Notch par la technique de la PCR nécessite 

de concevoir les bonnes paires d’amorces qui répond aux critères mentionner dans notre 

étude, pour cela il existe plusieurs méthodes de la bio-informatique qui nous facilitent notre 

choix d’amorce idéale pour une meilleur amplification de notre séquence du gène d’intérêt.   
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