
République Algérienne Démocratique et Populaire                                                                                

Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique                

                                                         

UNIVERSITE de TLEMCEN                                                                                      

Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la Terre et de l’Univers 

 

Département de Biologie  

Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée et d’Immunologie W04144100 

  

MEMOIRE 

Présenté par 

BENLALDJ Amel 

En vue de l’obtention du 

Diplôme de MASTER 

En Immunologie  

 

Thème 

Conception des amorces du gène NOS2 exprimé par le 

macrophage M1 au cours de l’inflammation, l’auto-immunité, 

l’allergie respiratoire et l’immunité anti-infectieuse. 
 

Soutenu le 07 Septembre 2020, devant le jury composé de : 

 

Président  ARIBI Mourad  Professeur   Université de Tlemcen 

Encadrante  NOUARI Wafa  MCB               Université de Tlemcen 

Examinatrice  MILIANI Marwa             MAB               Université de Tlemcen 

 

 

Année universitaire 2019/2020 



Résumé                                                                                                                                   iii 

 

Résumé 

Introduction : Les macrophages, cellules de l’immunité innée, sont impliqués dans les 

processus inflammatoires en produisant plusieurs médiateurs inflammatoires. Ces cellules 

expriment l’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS ou NOS2), une enzyme qui permet la 

production du monoxyde d’azote (NO). Ce médiateur permet, d’une part, d’éliminer les 

infections par son effet microbicide, et d’autre part, de favoriser la progression des maladies 

auto-immunes et les allergies respiratoires. 

 

Objectif : Concevoir une paire d’amorce encadrant une partie du gène NOS2 exprimé par le 

macrophage M1 au cours de l’inflammation, l’auto-immunité, l’allergie respiratoire et l’immunité 

anti-infectieuse. 

Matériels et méthodes : La séquence du gène NOS2 a été obtenue grâce à la base de 

données « Ensembl ». Puis, les amorces ont été conçues à l’aide de l’outil « Primer-BLAST » 

du site NCBI. 

Résultats : Un couple d’amorce spécifique qui présente des caractéristiques optimales pour 

le bon déroulement d’une PCR et qui donne un seul produit spécifique de 604 pb a été choisi.  

Conclusion : En conclusion, les amorces obtenues peuvent être utilisées pour l’étude de 

l’expression du gène NOS2 dans diverses études ultérieures.  

Mots clés : Amorces, Gène NOS2, Macrophage M1, PCR, Primer-BLAST. 

 

 

 

 

 

 

 



Abstract                                                                                                                                  iv 

Abstract 

Introduction: Macrophages, cells of innate immunity, are involved in inflammatory processes 

by producing several inflammatory mediators. These cells express inducible nitric oxide 

synthase (iNOS or NOS2), an enzyme that enables the production of nitric oxide (NO). This 

mediator allows, on the one hand, to eliminate infections through its microbicidal effect, and 

on the other hand, to promote the progression of autoimmune diseases and respiratory 

allergies. 

Objective: Design a primer pair flanking part of the NOS2 gene expressed by the M1 

macrophage during inflammation, autoimmunity, respiratory allergy, and anti-infective 

immunity. 

Materials and methods: The sequence of the NOS2 gene was obtained using the “Ensembl” 

database. Then, the primers were designed using "Primer-BLAST" software from the NCBI 

site. 

Results: A pair of specific primers that exhibit optimal characteristics for the success of a PCR 

and which gives a single specific product of 604bp was chosen. 

Conclusion: In conclusion, the primers obtained can be used for the study of the expression 

of the NOS2 gene in various subsequent studies. 

Keywords: NOS2 Gene, Macrophage M1, PCR, Primers, Primer-BLAST. 
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 ملخص 

في الالتهاب عن طريق إنتاج العديد من وسطاء الالتهاب. هذه الخلايا تعبر   الطبيعية،خلايا المناعة    البالعة،   الخلايا   تشارك   المقدمة: 

من    الوسيط، (. يسمح هذا  NOريك )وهو إنزيم يتيح إنتاج أكسيد النيت   (، NOS2أو    iNOSعن سينثاز أكسيد النيتريك المستحث )

لتعزيز تطور أمراض المناعة الذاتية والحساسية    أخرى،ومن ناحية    الجراثيم،من خلال تأثير مبيد    بالقضاء على الالتهابات  ناحية،

 التنفسية.

المناعة    الالتهاب، اء  أثن   M1  بالعة ال  الخلايامعبر عنه بواسطة    NOS2يحيط بجزء من الجين  من البرايمرز  زوجً    تصميم  الهدف: 

 المضادة للعدوى. والمناعة   التنفسية،الحساسية  الذاتية،

برنامج  باستخدام   ، ثم تم تصميم البرايمر«Ensembl»من قاعدة بيانات    NOS2تم الحصول على تسلسل الجين    المواد والطرق:

.« Primer-BLAST » 

 . pb604وتعطي منتجًا واحدًا محددًا يبلغ  PCRلنجاح  تع بخصائص مثاليةالمحددة التي تتم تم اختيار زوج من البرايمر النتائج:

 في دراسات لاحقة مختلفة.   NOS2يمكن استخدام البادئات التي تم الحصول عليها لدراسة الجين  الخلاصة:

  PCR ,Primer-BLAST  , NOS2. الجين البرايمر، M1, بالعةال الخلايا :كلمات البحث 
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Introduction  

Les macrophages, des phagocytes mononucléaires, sont considérés comme l'une des 

premières lignes de défense du système immunitaire (Khan et al., 2019; Wu et al., 2017). Ils 

présentent une plasticité élevée. En réponse à divers stimuli, ces cellules peuvent se 

différencier en deux phénotypes distincts, les macrophages classiquement activés (M1), et les 

macrophages alternativement activés (M2) (Wang et al., 2019). Les macrophages M1 

secrètent des médiateurs pro-inflammatoires (Wang et al., 2014) et sont associés à des 

activités inflammatoires, microbicides et tumoricides (Wang et al., 2019). En revanche, les 

macrophages M2 produisent des cytokines et des chemokines impliquées dans la réponse 

anti-inflammatoire et favorisent la réparation des tissus (Wu et al., 2017). 

L’iNOS est une enzyme oxydoréductase codée par le gène NOS2. Elle fait partie d’une 

classe d’enzymes des oxydes nitriques synthases (NOS) qui génèrent le NO en catalysant la 

conversion de la L-Arginine en L-Citrulline et NO (Kumar et al., 2010). Cet enzyme est 

exprimée par les macrophages et est régulée en réponse à des cytokines pro-inflammatoires 

telles que le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-α), l'interféron-gamma (IFN-γ) et 

l'interleukine-1 bêta (IL-1β) (Iijima et al., 2005) et aussi à des stimuli bactériens comme le 

lipopolysaccharide (LPS). Elle a été étroitement associée aux processus inflammatoires qui 

suivent une infection, une maladie ou des lésions tissulaires (Arnhold et al., 2004). 

La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) est une méthode qui permet 

l’amplification des gènes d’intérêts in vitro afin de pouvoir les étudier et les analyser (Shahi et 

al., 2018; Yilmaz et al., 2012). Le développement de la PCR a produit d'énormes avantages 

dans les études d'expression génique et le diagnostic de diverses maladies (Shahi et al., 

2018). Elle implique trois étapes : la dénaturation, l’hybridation et l’élongation (Yilmaz et al., 

2012). Pour le bon déroulement de ces étapes elle a besoin du gène d’intérêt, d’une paire 

d’amorces, d’une enzyme ADN polymérase et de désoxyribonucléotides triphosphates libres 

(dNTP) (Shahi et al., 2018).  

 

L’efficacité et la sensibilité de la PCR dépendent d’une grande partie de l’utilisation 

d’une bonne paire d’amorces. Des amorces mal conçues peuvent entrainer une amplification 

non spécifique du gène cible et ainsi à l’échec de la PCR.  

 

Ainsi, cette étude a pour objectif de concevoir des amorces du gène NOS2 exprimé 

par les macrophages M1 au cours l’inflammation et l’auto-immunité, l’allergie respiratoire et 

l’immunité anti-infectieuse. 
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Chapitre 1. Revue de littérature 

1.1. Macrophage 

1.1.1. Généralités  

Le mot Macrophage signifie « macro = grand et phage = mangeur ». Ce terme a été 

premièrement introduit à la fin du XIXe siècle par l’immunologiste Elie Metchnikoff (Shapouri-

Moghaddam et al., 2018). 

Les macrophages sont l’un des éléments essentiels du système immunitaire, présents 

dans la plupart des tissus et organes (Mukherjee et al., 2018; Wynn et al., 2013). Ils constituent 

la première ligne de défense contre les agents pathogènes par la phagocytose des particules 

microbiennes et des cellules mortes (Verdeguer and Aouadi, 2017). Ils sont aussi impliqués 

dans les maladies inflammatoires et auto-immunes chroniques et initient la réponse 

immunitaire adaptative par la présentation d'antigène (s) aux cellules T naïves (Di Benedetto 

et al., 2019). En plus de la protection immunitaire, les macrophages ont des fonctions 

supplémentaires telles que la participation à l’homéostasie tissulaire (Verdeguer and Aouadi, 

2017). 

Ces cellules appartiennent au système phagocytaire mononucléaire (MPS), une famille 

de phagocytes professionnels composée de cellules monocytes et de cellules dendritiques 

d'origine monocytaire (Alikhan and Ricardo, 2013). 

1.1.2. Origine  

Trois principales sources peuvent être à l’origine des macrophages tissulaires : 

i) Le sac vitellin dans l'embryon comme source de cellules progénitrices par 

hématopoïèse primitive ;  

ii) Le foie fœtal où l'hématopoïèse a lieu s’est déplacée du sac vitellin ; 

iii) Et la moelle osseuse qui devient le centre hématopoïétique, induit chez les 

embryons tardifs et les organismes adultes (Dey et al., 2015; Parisi et al., 2018). 

Dans le premier et deuxième cas : les macrophages résidants dans les tissus 

proviennent du sac vitellin ou de progéniteurs dérivés du foie fœtal (Wynn et al., 2013). Ils sont 

produits pendant le développement embryonnaire avant que l'hématopoïèse définitive ne soit 

établie et cela bien avant la naissance (Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Orecchioni et al., 

2019). Ces macrophages ont des capacités d’auto-renouvèlements et ont une signature 

d'expression génique différente des macrophages dérivés de la moelle osseuse (Orecchioni 

et al., 2019). 
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Dans le troisième cas : les monocytes dérivés de progéniteurs hématopoïétiques de la 

moelle osseuse vont être libérés dans la circulation sanguine et par la suite vont être recrutés 

vers divers tissus du corps (Parisi et al., 2018) où ils se différencient sous l'influence de 

facteurs de croissance spécifiques dont le facteur de stimulation des colonies de macrophages 

(M-CSF, Macrophage colony-stimulating factor) et le facteur de stimulation des colonies de 

macrophages granulocytes (GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) en 

macrophages (Juhas et al., 2015). 

En fonction de leur localisation au niveau d’un tissu ou un organe, Les macrophages 

tissulaires s’adaptent au microenvironnement local et peuvent prendre différents noms, y 

compris les microglies [système nerveux central (SNC)], les cellules Kupffer (foie), les 

macrophages alvéolaires (poumon), les ostéoclastes (os), les histiocytes (rate et tissu 

conjonctif), les cellules de Langerhans (peau) et les macrophages tissulaires dans l'intestin 

(Gordon et al., 2014). Les macrophages résidents favorisent l'homéostasie tissulaire, tandis 

que les macrophages monocytés aident principalement à la défense de l'hôte. Outre ces 

différences, il a été observé que les macrophages embryonnaires et adultes coexistent dans 

différents organes (Fig 1.1) (Davies et al., 2013; Ruytinx et al., 2018). 

 

Figure 3.1. Origine des macrophages (D'après Abbas et al., 2015). Les macrophages résidant 

dans les tissus, qui se différencient en formes spécialisées dans des organes particuliers, sont dérivés de 
précurseurs dans le sac vitellin et le foie fœtal pendant le développement embryonnaire. Les monocytes qui 
proviennent des précurseurs de la lignée myéloïde dans la moelle osseuse, vont être libérés dans la circulation 

sanguine et sont recrutés dans les tissus lors de réactions inflammatoires, où ils se différencient en macrophages. 
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1.1.3. Phénotypes 

Les macrophages sont composés de population de cellules divers. Ils présentent une 

plasticité et peuvent modifier leurs profils fonctionnels et phénotypiques selon différents stimuli 

induits à la suite de processus inflammatoires ou pathologiques et de différentes cytokines 

libérées par les cellules T helper (Th1 et Th2) (Wang et al., 2014b; Juhas et al., 2015). Ils sont 

divisés en deux phénotypes distincts suivant la terminologie lymphocytaire Th1 et Th2 : les 

macrophages classiquement activés (M1) et les macrophages alternativement activés (M2) 

(Shapiro et al., 2011). 

  

1.1.3.1. Macrophages M1 

Les macrophages M1 ont un profil pro-inflammatoire grâce à leur sécrétion de 

cytokines pro-inflammatoires (Chávez-Galán et al., 2015). Ils sont les premiers acteurs de 

défense contre les infections par différents agents pathogènes (Galván-Peña and O’Neill, 

2014). Ils présentent un rôle dans l’immunité anti-tumorale et contribuent aussi aux lésions 

tissulaires en générant des agents microbicides (Rhee, 2016; Shapiro et al., 2011). 

Les macrophages se différencient vers le profil M1 lorsqu’ils sont activés par trois 

principaux stimuli : 

i. L’interféron-γ (IFN-γ), sécrété principalement par d'autres types de cellules (cellules 

TH1, cellules T cytotoxiques et cellules natural killer (NK)) suite à des signaux 

d’infections (Billiau and Matthys, 2009); 

ii. Le motif PAMP : le lipopolysaccharide (LPS), un composant de la paroi cellulaire 

bactérienne (Edholm et al., 2017); 

iii. Et le facteur GM-CSF (Di Benedetto et al., 2019). 

D’autres stimuli peuvent également induire des propriétés pro-inflammatoires tels que 

le facteur de nécrose tumorale α (TNF-α) (Di Benedetto et al., 2019). 

A partir des voies de signalisations induites par ces ligands et leurs récepteurs, les 

macrophages M1 induisent l’expression d’un certain nombre de médiateurs inflammatoires 

dont les cytokines TNF-α, interleukine-1β (IL-1β), IL-6, IL-12, IL-23, les chimiokines 

CCL2/MCP1, CCL5, CCL8, CXCL12, CXCL4 (Juhas et al., 2015; Shapiro et al., 2011). Ils 

assurent également la synthèse des espèces réactives de l'oxygène (ROS) (Covarrubias et 

al., 2013) et la production d'oxyde nitrique (NO), via une synthèse accrue de l'oxyde nitrique 

synthase inductible (iNOS) (Juhas et al., 2015). 
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Les macrophages M1 sont phénotypiquement caractérisés par l’expression de niveaux 

élevés de complexe majeur d'histocompatibilité de classe II (CMH II) et de molécules co-

stimulatrices CD80/CD86, ainsi que du marqueur CD68 (Chávez-Galán et al., 2015). 

Parmi les facteurs de transcriptions qui sont impliqués dans la polarisation des 

macrophages M1, on peut citer : le facteur nucléaire kappa B (NF-κB), la protéine activatrice 

1 (AP-1), PU.1, CCAAT / protéine de liaison à l'activateur α (C/EBP-α), le transducteur de 

signal et activateur de transcription 1 (STAT1) ainsi que le facteur régulateur 5 de l'interféron 

(IRF5) (Juhas et al., 2015).  

1.1.3.2. Macrophages M2  

Les macrophages activés par une voie opposée à la voie classique sont appelés M2 

ou macrophages alternativement activés. Ils adoptent un profil anti-inflammatoire et 

contribuent à une série de processus physiologiques et pathologiques où ils exercent des 

fonctions antiparasitaires et jouent un rôle dans les réactions allergiques (Espinoza-Jiménez 

et al., 2012). De plus, ils participent au remodelage des tissus et à l'angiogenèse (Takeuch 

and Akira, 2011). Cependant, les M2 peuvent également faciliter la croissance tumorale 

(Ruytinx et al., 2018). 

Les macrophages M2 sont classés en 4 sous-types selon le type de stimuli qui les 

polarisent, les marqueurs qui les caractérisent et les fonctions qu’ils exercent. IL-4 ou IL-13 

induisent le développement des M2a. Les complexes immunes ou l’agoniste des récepteur 

TLR ou IL-1 polarisent les M2b (Di Benedetto et al., 2019). Les glucocorticoïdes, le TGF- β ou 

l’IL-10 stimulent les M2c (Cassetta et al., 2011) et les M2d sont activés en réponse à l’IL-6 et 

l’agoniste du récepteur A2 de l’adénosine (A2R) (Di Benedetto et al., 2019). 

Le phénotype des macrophages M2 est également favorisé par plusieurs facteurs de 

transcription, dont IRF4, C/EBP-β, le facteur 4 de type Krüppel (KLF4), STAT6 et le récepteur 

PPARγ (récepteur activé par les proliférateur de peroxysome γ) (Banerjee et al., 2013). 

Les macrophages M2 sont caractérisés par la production de cytokines anti-

inflammatoires, l'IL-4, l’IL-10, l'IL-33, le TGF- β et produisent aussi des agonistes des 

récepteurs de l’IL-10 (IL-1RA) (Di Benedetto et al., 2019), ainsi que par l’expression des 

chimiokines comme le CCL1, CCL17, CCL18, CCL22 et CCL24 (Wang et al., 2019a; 

Tiemessen et al., 2007; Locati et al., 2013). A l’inverse des macrophages M1, ils ont une 

expression de l’iNOS très limitée et produisent des niveaux de NO beaucoup plus faible 

(Kovacevic et al., 2017). Les M2 sont phénotypiquement caractérisés par l’expression du 

récepteur de mannose (MRC1/CD206), resistin-like-α (Fizz1), chitinase 3-like 3/-like protein 

(Ym1) (Liu et al., 2014) et l’enzyme arginase 1 (ARG1), qui hydrolyse la L-arginine en L-

ornithine + urée (Mantovani et al., 2002). 
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L'exposition de macrophages M2 à des signaux M1, ou vice versa, induira une 

repolarisation, c’est-à-dire les macrophages M1 et M2 peuvent être convertis l’un à l’autre dans 

leur microenvironnement spécifique (Fig 1.2) (Shapouri-Moghaddam et al., 2018).   

Figure 1.4. Polarisation des macrophages (Chávez-Galán et al., 2015). Les macrophages M1, 

répondent à des stimuli tels que le LPS, l'IFN-γ et le GM-CSF et sont producteurs de cytokines pro-inflammatoires. 

Les macrophages M2, répondent à des stimuli tels que l'IL-4 ou l'IL-13 et sont producteurs de cytokines anti-

inflammatoires. AP-1: Activator protein 1, CCL : CC chemokine ligand, CD : Clusters de différenciation, CMH II : 

Complexe majeur d'histocompatibilité de classe II, C/EBP-α : CCAAT / protéine de liaison à l'activateur α, CXCL : 

Cystéine-acide aminé quelconque-cystéine ligand, GM-CSF : Granulocyte Macrophage colony-stimulating factor, 

IFN : Interféron, IL : Interleukine, iNOS : Inductible nitric oxide synthase, IRF : Interferon regulatory factor, KLF4 : 

Krüppel-like factor-4, LPS : Lipopolysaccharide, M1 : Macrophage classiquement activé/pro-inflammatoire, M2 : 

Macrophage alternativement activé/anti-inflammatoire, M-CSF : Macrophage colony-stimulating factor, NF-κB : 

Facteur nucléaire kappa B, PPARγ : Peroxisome proliferator-activated receptor γ, STAT : Signal transducer and 

activator of transcription, Th1 : Lymphocyte T helper de type 1, Th2 : Lymphocyte T helper de type 2, TGF-β : 

Transforming Growth Factor-beta, TNF : Facteur de nécrose tumorale.  

 

1.2. Oxyde Nitrique Synthase Inductible (iNOS) 

1.2.1. Généralités  

La NOS inductible (iNOS, NOS2, NOSII) est l’une des trois isoformes appartenant à la 

famille d’enzymes des synthases de l'oxyde nitrique (NOS) (Kielbik et al., 2019). Cette famille 

se compose de NOS exprimées de manière constitutive, les cNOS qui impliquent ; la NOS 

endothélial (NOS1/ eNOS) et la NOS neuronale (NOS3/ nNOS) (Saha and Pahan, 2006) et 

les NOS inductible, qui ne sont pas exprimés dans les cellules en repos mais plutôt induits 
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(Aktan, 2004) dans différents types de cellules immunitaires tels que ; les macrophages, les 

cellules dendritiques, les neutrophiles (Sonar and Lal, 2019). 

Ces enzymes sont responsables de la synthèse de l’oxyde nitrique (NO) à partir d’un 

substrat le L-arginine (Kielbik et al., 2019). Parmi ces trois isoformes, l’iNOS est une molécule 

signature pour les macrophages M1 (Lu et al., 2015). Son activité enzymatique est calcium 

indépendante et une fois exprimé, elle génère des niveaux élevés de NO qui joue un rôle 

important dans diverses conditions physiologiques et physiopathologiques (Lee et al., 2017; 

Yu et al., 2018). 

1.2.2. Le gène d’iNOS 

Le gène iNOS (NOS2) est localisé sur le chromosome 17 en position 17q11.2 chez 

l’humain (Jiao et al., 2015). Il présente 80% de similarité avec le gène iNOS murin ainsi que 

50% d’homologie avec le nNOS et le eNOS (Panaro et al., 2003). Ce gène à une longueur de 

37kb et comprend 27 exons avec le site de début de transcription dans l'exon 2 et le codon 

stop dans l'exon 27 (Yu et al., 2018; Xu et al., 1996). Il code pour 3 transcrit dont le transcrit 

NOS_201 qui mesure 4206 bp qui code pour une protéine de 1153 acides aminés avec une 

masse moléculaire de 131 kDa (Fig 1.3) (Kielbik et al., 2019). 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.3. Localisation du gène NOS2 (D’après NCBI, Genome Decoration Page). 
Localisation du gène NOS2 sur le chromosome 17 humain en position 17q11.2 (en rouge). 

1.2.3. Régulation de l’expression de l’iNOS 

 L’expression d’iNOS est un mécanisme complexe qui peut être régulé à plusieurs 

niveaux, principalement au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel, mais elle peut aussi 

être régulée au niveau traductionnel et au niveau post-traductionnel (Kielbik et al., 2019).   

1.2.3.1. Régulation transcriptionnelle  

L’expression de l’iNOS est induite par plusieurs types de stimuli immunologiques et 

inflammatoires qui vont contrôler l’activité des facteurs de transcriptions (Guo and Geller, 

2014). Parmi ces signaux, on cite principalement les cytokines pro-inflammatoires, IL-1β, IFN-
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γ et TNF-α ainsi que des produits bactériens dont le LPS (Kielbik et al., 2019). La régulation 

transcriptionelle d’iNOS implique plusieurs facteurs de transcriptions dont NF-κB, STAT-1, AP-

1 et C / EBPβ (Guo and Geller, 2014). 

1.2.3.2. Régulation post-transcriptionnelle 

L’expression de l’iNOS peut aussi être régulée post-transcriptionnellement via des 

mécanismes qui influencent la stabilité de l’ARNm à l’aide de protéine de liaison à l’ARN, HuR, 

TTP, KSRP et PABP (Fig 1.4) (Guo and Geller, 2014). 

 

Figure 1.4. Régulation de l’expression de l’iNOS (D'après Lee et al., 2017). Mécanismes 

transcriptionnels et post-transcriptionnels qui contrôlent l'expression et la fonction d'iNOS. La transcription d’iNOS 
est induite en synergie entre une combinaison de cytokines et / ou du LPS qui conduit à l'activation de multiples 
facteurs de transcription. L'expression d'iNOS est également régulée post-transcriptionnellement par des facteurs 
cellulaires qui affectent l'ARNm d'iNOS et la stabilité des protéines. ARNm : Acide ribonucléique messager, AP-1 : 
Activator protein 1, BH4 : 5,6,7,8-tétrahydrobioptérine, C/EBP-α : CCAAT / protéine de liaison à l'activateur α, HuR 
: Human antigen R, IFN : Interféron, IL : Interleukine, iNOS : Inductible nitric oxide synthase, KSRP : KH-type 
splicing regulatory protein, LPS : Lipopolysaccharide, NF-κB : Facteur nucléaire kappa B, NO : Monoxyde d’azote 
(Nitric oxide), PABP : Poly(A) binding protein, STAT : Signal transducer and activator of transcription, TNF : Facteur 
de nécrose tumorale (Tumor necrosis factor), TTP : RNA-binding protein tristetraprolin.   

 

1.2.4. Polymorphisme du gène iNOS 

Plusieurs polymorphismes ont été décrits au niveau de la séquence du promoteur iNOS 

et ont été corrélés avec diverses maladies pathologiques ainsi que leur relation avec 

l’expression et l’activité d’iNOS (Kielbik et al., 2019). Le gène iNOS présente à la fois des 

polymorphismes dans la région codante et régulatrice. Ceux de la région codante influencent 

l’activité des protéines, alors que ceux de la région régulatrice influencent le niveau du produit 

génique (Qidwai and Jamal, 2010). Parmi ces polymorphisme, on a les polymorphismes mono-
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nucléotidiques (SNP) C150T (Leu Ser608) et les polymorphismes répétés penta-

nucléotidiques (-CCTTT) (Jiao et al., 2015; Özenver and Efferth, 2020). 

1.2.5. Structure de l’iNOS 

La protéine iNOS est une enzyme catalytique oxydoréductase avec un poids 

moléculaire d'environ 130-135 kDa (Kielbik et al., 2019; Lee et al., 2017; Qidwai and Jamal, 

2010) et elle est activée en tant qu’homo-dimère et chaque monomère se compose de deux 

domaines. Un domaine oxygénase N-terminal qui se lie aux cofacteurs protoporphyrine IX 

(hème) et la (6R-) 5,6,7,8-tétrahydrobioptérine (BH4) et contient un site de liaison pour le 

substrat L-arginine, ainsi qu’un domaine réductase C-terminal qui se lie aux cofacteurs di-

nucléotide d'adénine de flavine (FAD), au mono-nucléotide de flavine (FMN) et aussi au 

substrat phosphate de di-nucléotide adénine de nicotinamide (NADPH) (Tejero and Stuehr, 

2013). Chacun de ces domaines représente différentes parties fonctionnelles de l'enzyme. 

Entre les domaines oxygénase et réductase, une courte séquence fournit un site de 

liaison pour la calmoduline qui se lie de manière non covalente au complexe iNOS (Lirk et al., 

2002; Tejero and Stuehr, 2013). 

L'iNOS monomère est incapable de se lier au cofacteur BH4 et au substrat L-arginine, 

il ne peut donc pas synthétiser le NO. Le processus d'homo-dimérisation, qui est requis pour 

l'activation enzymatique nécessite la disponibilité du L-arginine et du BH4. De plus, la 

présence d'hème semble être obligatoire pour la formation de dimères et pour stabiliser 

l'ensemble du complexe enzymatique (Fig 1.5) (Kielbik et al., 2019). 

 

Figure 1.5. Structure moléculaire de l’homodimère iNOS (D'après Tejero and Stuehr, 
2013). BH4 : 5,6,7,8-tétrahydrobioptérine, CAM : calmoduline, HEME : cofacteurs protoporphyrine IX, FAD : Di-

nucléotide d'adénine de flavine, FMN : Mono-nucléotide de flavine, NADPH : Nicotinamide-adenine- dinucleotide 
phosphate.  
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1.2.6. Fonctions  

1.2.6.1. Biosynthèse du Monoxyde d'azote (NO) 

Le monoxyde d’azote, ou oxyde nitrique (NO, formule .N = O) est un simple radical libre 

gazeux (Lirk et al., 2002), une molécule de signalisation générée à partir de l’acide aminé L-

arginine par l’enzyme iNOS (Soufli et al., 2016; Tejero and Stuehr, 2013). Le NO est impliqué 

dans plusieurs processus physiologiques et physiopathologiques. Ses effets diffèrent selon le 

taux, la durée, le lieu de production et la nature des molécules cibles (Soufli et al., 2016). Il 

joue un rôle dans la neurotransmission, la vasodilatation, la défense de l'hôte contre les agents 

pathogènes et dans la régulation immunitaire (Xue et al., 2018).  

Dans les macrophages, le NO est responsable des réponses immunitaires 

antimicrobiennes et tumoricides (Jaffrey and Snyder, 1995). Il agit comme un effecteur de 

l'inflammation pour l'élimination des infections bactériennes et a un effet protecteur sur le corps 

(Xue et al., 2018). Mais aussi, il peut être impliqué dans les dommages tissulaires dans 

différentes maladies auto-immunes (Panaro et al., 2003). 

L’iNOS synthétise le NO en deux étapes catalytiques : premièrement la L-arginine est 

hydroxylée par l'oxygène moléculaire (O2) et le NADPH en Nω-hydroxy-L-arginine, puis est 

oxydée en L-citrulline, H2O et NO (Kielbik et al., 2019). Cette réaction nécessite cinq électrons 

(Jaitovich and Jourd’heuil, 2017). L’iNOS transfère les électrons du NADPH, via les flavines 

FAD et FMN dans le domaine C-terminal réductase, à l'hème dans le domaine N-terminal 

oxygénase où ces électrons sont utilisés pour réduire et activer l'O2 et pour oxyder la L-

arginine en L-citrulline et NO (Fig 1.6) (Forstermann and Sessa, 2012). 

 

Figure 1.6. Biosynthèse du NO (Kröncke et al., 1995). Biosynthèse de NO à partir de L-Arginine 

catalysée par NO synthase inductible. 
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L’isoforme iNOS ne produit pas seulement du NO mais en combinaison avec un certain 

nombre d'espèces résultant de l'oxydation ou de la réduction du NO (Weigert and Brüne, 

2008), il induit la production de nombreux réactifs d’azotes ainsi que des espèces réactives de 

l'oxygène nitrique (RNOS), par exemple, l'anion peroxynitrite (OONO-), l'anion nitroxyl (NO-) 

et le dioxyde d'azote (NO2), responsables du stress oxydatif (Lechner et al., 2005; Soufli et 

al., 2016). 

1.2.7. L’iNOS dans l’inflammation  

L’inflammation est un processus de défense essentiel du système immunitaire 

déclenché en réponse à une infection ou une lésion tissulaires (Dunster, 2016). Elle est médiée 

par différentes cellules effectrices telles que les macrophages, les cellules dendritiques (DC) 

et les lymphocytes et est régulée par la production de diverses cytokines inflammatoires, de 

chimiokines et d'autres médiateurs inflammatoires (Dai et al., 2009; Zamora et al., 2000). Tout 

cela forment un réseau complexe qui détermine l'intensité et la durée de l'inflammation 

(Zamora et al., 2000). 

En revanche, un dérèglement dans ce processus peut conduire à une inflammation 

chronique qui entraine de nouveaux dommages et de graves maladies inflammatoires telles 

que la maladie inflammatoire de l'intestin, l'asthme, la polyarthrite rhumatoïde, 

l'athérosclérose, les maladies neurodégénératives et le cancer (Dunster, 2016; Lind et al., 

2017; Medzhitov, 2010). 

Parmi les cellules effectrices de l’inflammation, le macrophage exprime l’enzyme iNOS, 

un médiateur clé de la réponse immunitaire et de l’inflammation. En réponse à des cytokines 

inflammatoires et des stimuli bactériens, le macrophage produit l’oxyde nitrique (NO) qui est 

impliqué dans des fonctions régulatrices et assure la cytoprotection (Korhonen et al., 2005; 

Minhas et al., 2020). Cependant, l’iNOS peut aussi avoir des effets néfastes et toxiques. Une 

dérégulation ou une surexpression de l’iNOS est impliquées dans la physiopathologie de 

divers maladies notamment les maladies inflammatoires chroniques des voies respiratoires, 

des vaisseaux, de l'intestin, du rein, du cœur et de la peau (Cinelli et al., 2020; Suschek et al., 

2004).  

Dans les maladies inflammatoires de l'intestin (IBD), qui sont décrites comme une 

inflammation intestinale chronique causée par les interactions hôte-microbien chez un individu 

génétiquement sensible (Fakhoury et al., 2014), la dérégulation de l’iNOS et la surproduction 

de NO font parties d’une réponse immunitaire dérégulée et sont étroitement associée à 

l'initiation et au maintien de l'inflammation intestinale dans les IBD (Baranipour et al., 2018). 
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1.2.8. L’iNOS dans l’immunité anti-infectieuse 

La fonction principale du système immunitaire est la défense contre les différents 

agents pathogènes et cela grâce à différentes cellules et mécanismes, comprenant l’immunité 

humorale et cellulaire (Sousa et al., 2019). 

Parmi les cellules qui représentent la première ligne de défense contre ces pathogènes 

envahissants, on cite les macrophages. Les macrophages résidents patrouillent les barrières 

épithéliales pour contrôler les envahisseurs infectieux (Weiss and Schaible, 2015). Une fois 

que les macrophages reconnaissent ces agents pathogènes par leurs récepteurs de 

reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) exposés en surface, une réponse inflammatoire 

sera déclenchée, ce qui comprendra la sécrétion de plusieurs types de médiateurs 

inflammatoires (Weiss and Schaible, 2015). 

L’iNOS est souvent observée et exprimée dans les macrophages de patients atteints 

de maladies infectieuses (MacMicking et al., 1997). Son principal rôle est la destruction des 

agents pathogènes envahisseurs microbiens et viraux (Bogdan, 2001; Chakravortty and 

Hensel, 2003). Son expression est premièrement induite par le LPS, un produit bactérien en 

synergie avec l'IFN-γ, ainsi que par d’autres produits de micro-organismes, notamment les 

virus, les bactéries, les protozoaires et les champignons, comme l'ADN bactérien, les acides 

nucléiques viraux ou les protéines de surface (Panaro et al., 2003; Saha and Pahan, 2006). 

Dans le cas d’une infection, l’iNOS produit des niveaux élevés du NO, ce qui confère 

aux macrophages une activité cytotoxique contre divers pathogènes (MacMicking et al., 1997). 

Le NO joue un rôle essentiel dans la lutte contre les infections (Korhonen et al., 2005). Parmi 

ces nombreuses fonctions : il est capable d’interagir avec l'ADN bactérien entrainant des 

ruptures de brins d'ADN et se lie aux protéines et aux lipides, inhibant ou tuant ainsi les agents 

pathogènes cibles (Schairer et al., 2012). Il se diffuse aussi à travers les membranes cellulaires 

et provoque des dommages sur les agents pathogènes envahisseurs (Schairer et al., 2012). 

L’iNOS est détectée chez des patients présentant des infections par différent agents 

pathogènes tels que, des protozoaires et des parasites extracellulaires ou intracellulaires, 

(Toxoplasma, Leishmania, Plasmodium) (Shen et al., 2017), des virus comme le virus de 

l'herpès simplex de type 1 (HSV-1) (Lucinda et al., 2017) et aussi des bactéries dont 

Mycobacterium tuberculosis (Persichini et al., 1997). 

Au cours de la tuberculose, il a été observé que les macrophages expriment fortement 

l’iNOS et produisent une quantité importante du NO ce qui peut provoquer une apoptose des 

cellules hôtes, limiter la croissance de Mycobacterium tuberculosis (Bogdan, 2015) et aussi 

contrôler l'infection pulmonaire (Zamora et al., 2000). 
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1.2.9. L’iNOS dans l’auto-immunité 

Le système immunitaire est un ensemble de mécanismes et d’éléments qui participent 

à la reconnaissance du soi du non soi. Il est conçu pour reconnaître et détruire les agents 

pathogènes, les cellules et les tissus infectés ou transformés, sans pour autant affecter le soi 

(Rayner and Isaacs, 2018).  

Dans l’auto-immunité, ces mécanismes sont altérés et la réponse immunitaire est 

dirigée contre le soi où il y’a la perte de la tolérance immunologique aux auto-antigènes 

(Anaya, 2010), provoquant ainsi un état inflammatoire et des lésions tissulaires qui peuvent 

être localisées ou généralisées (Qu et al., 2014). 

La majorité des lésions inflammatoires et auto-immunes sont caractérisées par une 

abondance de macrophages activés (Forstermann and Sessa, 2012). Des études ont montré 

que la surexpression d'iNOS produite par ces macrophages a une liaison avec les maladies 

auto-immunes (Pan et al., 2020). Bien que l’iNOS et le NO aient divers rôles bénéfiques dans 

l’inflammation et les réponses anti-infectieuses, la dérégulation de l’iNOS et la libération 

incontrôlée du NO au mauvais site (Forstermann and Sessa, 2012; Miljkovic and Trajkovic, 

2004) conduisent à une inflammation chronique, des lésions cellulaires et tissulaires et à la 

progression de ces maladies (Levesque and Weinberg, 2004).  

L’iNOS a été observé dans la physiopathologie de plusieurs maladies inflammatoires 

auto-immunes dont la polyarthrite rhumatoïde (PR), la sclérose en plaques (SEP), le syndrome 

de Sjögren, la sclérodermie et le lupus érythémateux disséminé (LED) (Smallwood et al., 2018; 

Suschek et al., 2004). De plus, il a été rapporté que l’iNOS est régulé à la hausse dans les 

sites de tissus enflammés (Lee et al., 2017) et est responsable de la plupart des dommages 

articulaires comme dans la PR et que le NO est l'un des mécanismes responsables des 

érosions osseuses dans cette maladie (Negi et al., 2017). 

1.2.10. L’iNOS dans l’allergie respiratoire 

L’asthme allergique est une maladie inflammatoire chronique des voies respiratoires. 

Elle se caractérise par une hyperréactivité allergique des voies respiratoires induite par des 

allergènes, une éosinophilie intense, une surproduction du mucus et une inflammation 

anormales des voies aériennes (Hamid and Tulic, 2009; Prado et al., 2011; Roos et al., 2014).  

Les déclencheurs génétiques et environnementaux modulant l'activation et la régulation du 

système immunitaire sont les principaux orchestrateurs de la physiopathologie de l'asthme 

(Athari, 2019). 
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Parmi les cellules qui participent dans l’inflammation des voies respiratoires, on cite  

les mastocytes, les macrophages, les éosinophiles et les lymphocytes (Barnes and Liew, 

1995). 

L’iNOS est surexprimé dans les cellules épithéliales et les macrophages du poumon 

après exposition à des cytokines inflammatoires (Lee et al., 2017). Cela conduit à la production 

de grandes quantités de NO qui va jouer un rôle essentiel dans l’amplification de la réponse 

inflammatoire chez les patients asthmatiques. Cela entraine une augmentation des 

symptômes et l’obstruction des voies respiratoires (Barnes, 1996). 

1.3. Réaction de Polymérisation en Chaine (PCR) 

1.3.1. Définition 

PCR ou réaction de polymérisation en chaîne (« Polymerase Chain Reaction ») est une 

des techniques de base révolutionnaires en biologie moléculaire, développée par le 

biochimiste Kary Mullis au début des années 1980 (Mullis and Faloona, 1987). C’est une 

méthode d’amplification des acides nucléiques in vitro (Ishmael and Stellato, 2008) qui 

consiste à amplifier une seule ou quelques copies d’un fragment d’ADN spécifique d'intérêt 

sur plusieurs ordres de grandeurs, générant ainsi des milliers à des millions de copies de ce 

segment d’ADN (Solanki, 2012). 

C’est une technique rapide, peu couteuse et simple. Elle est devenue un outil essentiel 

et indispensable dans la recherche médicale et biologique (Solanki, 2012). Sa puissance est 

devenue évidente dans plusieurs domaines et applications : comme dans le diagnostic des 

maladies infectieuses, la détection des variations et mutations des gènes (Powledge, 2004), 

le diagnostic du cancer, la médecine légale (Ishmael and Stellato, 2008) et elle joue aussi un 

rôle essentiel dans l’étude de l’expression du gène. 

L’expression du gène est un processus important pour développer diverses fonctions 

biologiques (Wang and Cheng, 2018). Elle porte des informations critiques sur les 

mécanismes de régulation (He et al., 2019) qui dans une cellule ou un tissu déterminent leur 

structure et leur fonction (Sandvik et al., 2006). L’étude de l’expression des gènes est 

importante pour comprendre leurs changements dans diverses conditions, y compris les 

processus physiopathologiques (Wang and Cheng, 2018). 

A ce jour, Plusieurs variétés de techniques spécifiques basées sur la PCR ont été 

développées, on cite parmi elles : la PCR en temps réel (PCR quantitative, q-PCR) et la PCR 

à transcription inverse (RT-PCR) (Jalali et al., 2017). 
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1.3.2. Principe de la PCR 

La PCR part du principe que c’est une réaction en chaîne (Solanki, 2012) in vitro qui 

va imiter le processus in vivo de la réplication de l’ADN (Seemayer, 1990) qui a lieu à chaque 

division cellulaire (Waters and Shapter, 2014), c’est-à-dire qu’à chaque cycle de la réaction il 

y’aura une amplification exponentielle de l’ADN (Ahrberg et al., 2016). 

1.3.3. Composants de la PCR 

Une réaction de PCR nécessite 4 principaux composants et d’autres composants de 

base pour assurer sa fonctionnalité. 

 

i. Un modèle d’ADN (DNA template) 

L’ADN matrice, peut être sous forme simple ou double brin qui contient la séquence 

cible (Bhat and Rao, 2020; Jalali et al., 2017). La PCR peut amplifier un ADN de n’importe 

quel type de source, comme par exemple, à partir du sang périphérique, d’échantillons de 

tissus, de microorganismes ou bien même à partir de cheveux ou d’ongles (Powledge, 2004) 

et elle peut aussi amplifier des quantités d’ADN infimes (Seemayer, 1990). 

ii. Des amorces 

Les amorces sont une courte paire d’oligonucléotides, simple brin, sens et anti-sens 

(Ishmael and Stellato, 2008) d’environ 20 bases (Seemayer, 1990). Elles sont spécifiques et 

complémentaires aux extrémités de la séquence d’ADN cible d'intérêt et agissent comme un 

point de départ pour la synthèse du nouveau brin d’ADN (Shah, 2019).  

iii. Des nucléotides 

Les désoxy-nucléotides triphosphates (dNTP) sont les éléments constitutifs de l’ADN 

qui comptent quatre nucléotides libres, l'adénine triphosphate (ATP), la thymine triphosphate 

(TTP), la guanine triphosphate (GTP) et la cytosine triphosphate (CTP) (Waters and Shapter, 

2014).  

iv. Une enzyme 

Une ADN polymérase qui grâce aux amorces et aux nucléotides permet de synthétiser 

de nouveaux brins d'ADN complémentaires de la séquence cible (Jalali et al., 2017). 

L’ADN polymérase isolée d'Escherichia coli était inactivée de manière irréversible en 

présence de température élevée pour la dénaturation de l’ADN, ce qui oblige à ajouter une 

nouvelle enzyme fraîche à chaque cycle de la réaction et cela rend le processus coûteux et 
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très long (Seemayer, 1990). Cependant, ce processus a été nettement amélioré en substituant 

l’enzyme par une autre polymérase thermostable qui était la Taq polymérase isolée à partir de 

la bactérie Thermus aquaticus qui est une bactérie qui se développe dans les sources chaudes 

(Mullis, 1990). Cette polymérase est stable à des températures élevée ce qui a permis 

l’automatisation de la réaction (Powledge, 2004). A ce jour, Un large choix d'enzymes 

thermostables est disponible mais la Taq polymérase reste la plus couramment utilisée (Bhat 

and Rao, 2020). 

• Une solution tampon qui contient du Mg 2+ (Welch, 2012). 

• Un thermocycleur  

Un thermocycleur est un appareil thermique qui change rapidement la température 

selon les réglages où l’ensemble de la réaction se déroule (Shah, 2019). 

1.3.4. Les étapes de la PCR 

Il y’a trois étapes principales dans le processus de l’amplification par PCR : la dénaturation, 

l’hybridation et l’élongation (Solanki, 2012).  

Dans un premier cas, tous les composants de la PCR doivent être ajoutés dans un 

tube PCR qui est ensuite placé dans le thermocycleur où la réaction va se dérouler (Bhat and 

Rao, 2020). 

1.3.4.1. Etape 1 – la dénaturation  

Dans cette étape, l’ADN double brin sera dénaturé en ADN simple brin (Garcia and Ma, 

2005), suite à son exposition à une forte température, habituellement à 95°C qui est nécessaire 

pour rompre les liaisons d’hydrogènes entre les paires de bases. Le temps nécessaire pour la 

dénaturation dépend de la séquence d’ADN (Green and Sambrook, 2019). Dans le premier 

cycle la dénaturation peut prendre jusqu’à 5 min pour séparer complètement les deux brins 

d’ADN et ensuite elle sera stabiliser à 95°C pendant 30s-60s (Bhat and Rao, 2020).  

1.3.4.2. Etape 2 – l’hybridation 

Après la dénaturation, la température est réduite à 50°C-60°C pendant 30s-60s (Bhat 

and Rao, 2020; Garcia and Ma, 2005) pour permettre l’hybridation des deux amorces par 

appariement de bases complémentaires à l’ADN simple brin (Powledge, 2004; Waters and 

Shapter, 2014). 

1.3.4.3. Etape 3 – l’élongation 

Après l’hybridation des amorces, la température est augmentée à 72°C pendant 1 min 

qui est une température optimale pour que l’enzyme Taq polymérase puisse fonctionnée 
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(Pasic et al., 2014). Grâce aux amorces comme point de départ et l’ajout des 

désoxynucléotides libres l’enzyme va synthétisée le nouveau brin complémentaire d’ADN 

(Ishmael and Stellato, 2008).  

Le résultat à la fin du premier cycle donne deux nouveaux doubles brins d’ADN et 

chacun est composé d’un des brins d’origine et d’un des nouveaux brins nouvellement 

synthétisés (Solanki, 2012). 

Ce cycle est répété généralement 30 à 40 fois. Le produit résultant de chaque cycle 

appelé « l’amplicon » (Overbergh et al., 2017) devient le modèle d’ADN du suivant, d’où la 

réaction en chaîne (Welch, 2012). A la fin de chaque cycle la quantité de l’ADN cible sera 

amplifiée de façon exponentielle environ 2n, où n représente le nombre de cycles (Fig 1.7) 

(Garcia and Ma, 2005; Waters and Shapter, 2014).  
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Figure 1.7. Représentation schématique de la réaction de polymérisation en chaîne 
(D'après Chuang et al., 2013). Le premier cycle de la PCR se compose de 3 étapes : Etape 1 – dénaturation 

de l’ADN, les deux brins d’ADN sont séparés par dénaturation thermique à 95°C. Étape 2 – hybridation des 
amorces, deux amorces sens et anti-sens s’hybrident à leurs séquences complémentaires des ADNsb, dans une 
température de 50 ° à 60°C. Étape 3 – élongation, l’enzyme Taq polymérase effectue la réaction de polymérisation 
en générant le nouveau brin complémentaire d’ADN, grâce aux amorces hybridées et l’ajout des nucléotides libres 
dans une température de 72°C. Le résultat après 1 cycle est de deux copies de la molécule d'ADN cible d'origine. 
Ensuite, ces 3 étapes sont répétées 30 à 40 fois pour amplifier le gène d'intérêt. ADN : Acide désoxyribonucléique, 
dNTP : Désoxy-nucléotides tri-phosphates, PCR : Polymerase Chain Reaction. 
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1.4. Choix des amorces de PCR 

Une paire d’amorces sens et anti-sens est conçus pour la réaction de la PCR. Ces 

deux amorces sont des oligonucléotides courts simples brins et sont complémentaire et 

hautement spécifique aux extrémités 3’ de chaque brin d’ADN qu’on veut amplifié (Pasic et al., 

2014; Bhat and Rao, 2020). Elles sont aussi nécessaires pour que l’ADN polymérase puisse 

s’y amorcer et synthétiser le nouveau brin d’ADN cible (Kumar and Chordia, 2015). 

C’est pour cela que la spécificité et l’efficacité de l’amplification par PCR dépend 

principalement du choix de ces amorces (Welch, 2012).   

1.4.1. Critères de choix de bonnes amorces 

Il existe des paramètres qui doivent être pris en compte pour déterminer l'efficacité et la 

précision idéale des amorces : 

• Une longueur des amorces optimale, d’environ 18 à 30 bases ; 

• Une teneur en G-C d'amorce équilibrée, un rapport d’environ 40 à 60% (Welch, 2012) ; 

• Une Température de fusion (Tm) similaire pour la formation d'un complexe amorce-

matrice stable (Ozturk and Can, 2017) ; 

• Vérification de la composition nucléotidique dans une extrémité 3’ d'amorce (Chuang 

et al., 2013) ; 

• Eviter la formation des Structures secondaires, comme les auto-dimères, les épingles 

à cheveux et les dimères croisés (Chavali et al., 2005). 

1.4.2. Outils de conception des amorces  

Les amorces conçues manuellement peuvent facilement donner des résultats 

incorrects, c’est pour cela qu’il est préférable de les concevoir par calcul automatique (Chuang 

et al., 2013). De nos jours, de nombreux et divers outils et logiciels bio-informatiques qui facilite 

la bonne conception des amorces et détermine les propriétés des oligonucléotides ont été 

développés et sont disponible sur le web (Chavali et al., 2005; Kumar and Chordia, 2015). 

Parmi eux on cite, Primer 3 (Whitehead Institute), Primer Express (Applied Biosystems), 

Primer-BLAST (NCBI) et Primer Premier (PREMIER Biosoft) (Elkins, 2015). 

Le processus de conception d’amorces spécifique implique deux étapes. 

Premièrement, les amorces sont générées à l'aide de logiciels comme Primer3 et sont ensuite 

recherchées dans une base de données de séquences spécifiques à l’aide d’outils tels que 

BLAST pour examiner la spécificité de ces amorces (Ye et al., 2012). 
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Un serveur Web géré par NCBI, appelé Primer-BLAST, facilite les deux opérations en 

combinant le Primer3 et le BLAST (Gervais et al., 2010; NCBI) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/ primer-blast). 

1.5. Problématique et objectifs  

1.5.1. Problématique 

Les macrophages sont des cellules immunitaires mononucléaires phagocytaires et un 

élément clé du système immunitaire. Ils sont présents dans la plupart des tissus et des 

organes. Ils constituent la première ligne de défense contre les agents pathogènes et Ils sont 

aussi impliqués dans plusieurs maladies inflammatoires et auto-immunes. 

L’iNOS est une enzyme catalytique oxydoréductase qui génère le NO à partir de l'acide 

aminé L-arginine. Cette enzyme est exprimée par les macrophages M1 en réponse à différents 

stimuli et est impliquée dans plusieurs conditions physiologiques et physiopathologiques. 

La conception des amorces est une étape cruciale pour le succès de la réaction de la 

PCR, une technique qui permet l’amplification du gène d’intérêt afin d’étudier son expression 

dans les macrophages au cours de l’inflammation, l’auto-immunité, l’allergie respiratoire et 

l’immunité anti-infectieuse. 

1.5.2. Objectif  

Concevoir avec spécificité une paire d’amorce encadrant l’iNOS du gène NOS2 

exprimé par le macrophage M1 au cours de l’inflammation, l’auto-immunité, l’allergie 

respiratoire et l’immunité anti-infectieuse. 

1.5.3. But  

Etudier l’implication de l’iNOS dans l’inflammation et l’auto-immunité, l’allergie 

respiratoire et l’immunité anti-infectieuse en utilisant la PCR. 
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Chapitre 2. Matériels et méthodes  

2.2. Conception des amorces pour le gène NOS2 

2.2.1.  Recherche de la séquence du gène NOS2  

La conception des amorces encadrant le gène NOS2 commence par la recherche de 

la séquence de référence du gène NOS2, dans une base de données de génomes. Dans notre 

travail, on a utilisé la base de données « Ensembl » (www.ensembl.org) (Fig 2.1, 2.2 et 2.3). 

 

Figure 2.1. Plateforme de la base de données Ensembl. (1) Spécifier l’espèce Humaine puis (2) 

inscrire le nom du gène NOS2 ensuite (3) cliquer sur GO pour afficher les résultats (encadrer en rouge).  

 

Figure 2.2. Résultats de la recherche du gène NOS2. Cliquer sur le premier résultat de recherche 

en vérifiant que c’est bien le gène désiré et qui correspond à l’espèce humaine (encadrer en rouge). 

http://www.ensembl.org/
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Figure 2.3. Caractéristiques du gène NOS2. La plateforme de la base de données montre les 

différentes caractéristiques du gène NOS2, ensuite il faut cliquer sur « Séquence » pour afficher la 

séquence du gène (encadrer en rouge). 

 La séquence du gène NOS2 est présentée dans la figure 2.4.  

 

Figure 2.4. La séquence du gène NOS2 depuis la plateforme « Ensembl ». Il faut 

sélectionner une partie de la séquence et la copier sur un document Word. Les séquences codantes (27 

Exons) sont représentées en rouge et les séquences non codantes (Introns) sont représentées en noir.  
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Pour faciliter la recherche des amorces, il faut sélectionner une partie avant l’exon de 

la séquence et une partie après l’exon et ensuite encadrer la région d'intérêt (Fig 2.5). 

 

Figure 2.5. La séquence d’intérêt.  

 

2.2.2.  Le design des Primers : outil Primer-Blast 

Afin de concevoir des amorces spécifiques de la séquence d’intérêt du gène NOS2 

qu’on veut amplifier, nous avons utilisé l’outil Primer-BLAST (Figure 2.6). Cet outil se trouve 

dans la base de données « National Center for Biotechnology Information (NCBI) » 

(www.ncbi.nlm.nih.gov). Les figures 2.6, 2.7 et 2.8 représentent les étapes à suivre pour 

l’utilisation de cet outil. 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figure 2.6. Plateforme de la base de données NCBI.  

 

Figure 2.7. L’outil Primer-BLAST. 

 

Figure 2.8. L’Outil Primer-BLAST. (1) La page du logiciel s’affichera comme dans la figure dessus, 

ensuite (2) copier la région d’intérêt encadrer du document Word et la coller dans la case « Enter accession, 

gi, or FASTA sequence » (encadrer en rouge), puis (3) supprimer les espaces entre les lignes (indiquer par 

la flèche rouge et l’espace en bleu), ensuite (4,5,6,7) on détermine les amorces sens et antisens (Forward 

et Reverse primers). 
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Afin d’optimiser les résultats, certains paramètres doivent être pris en considération 

lors de la conception des amorces (Fig 2.9).  

 

Figure 2.9. Primer Pair Specificity Checking Parameters. Faite défiler la page en bas, puis (1) 

sélectionner la case ou c’est écrit « RefSeq mRNA » et choisir « Genomes for selected oraganisms », 

ensuite (2) vérifier l’espèce que c’est bien « Homo sapiens », puis (3) cocher la case « Show results in a 

new window » pour que les résultats s’afficheront dans une nouvelle fenêtre et après (4) cliquer sur « Get 

Primers » pour afficher les résultats.   

 

2.2.3. Confirmation des résultats : in-silico PCR 

Nous avons soumis les séquences des amorces choisis à une analyse de confirmation, 

afin de vérifier la fiabilité des amorces et ceci grâce à une réalisation d’une PCR in silico (PCR 

virtuelle) qui se fait par un programme dans la plateforme « UCSC genome browser » 

(genome.ucsc.edu.) (Fig 3.7). 
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Figure 2.10. Confirmation des résultats par la plateforme « UCSC genome browser ». (1) 

Aller sur la plateforme « UCSC genome browser », puis (2) cliquer sur « Tools », ensuite (3) cliquer sur « in-

Silico PCR ». 
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Chapitre 3. Résultats  

3.1. Résultats de la conception des amorces 

3.1.2. Résultats du Primer-BLAST 

La conception des amorces spécifiques du gène NOS2 a passé par plusieurs étapes. 

D’abord, le site Ensembl a été utilisé afin d’avoir l’intégrité du gène NOS2. Ce gène se 

compose de 27 exons. Dans cette étude, nous avons choisi l’exon 01. Ensuite, nous avons 

utilisé le programme Primer-blast sur la base de données NCBI. Cette dernière, nous a permis 

d’avoir 10 paires d’amorces propres au gène NOS2 de l’exon 01.  

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 3.1.  

 

Figure 3.1. Les amorces. La page des résultats s’affiche comme en dessus, en rouge c’est la séquence 

complète et les flèches en bleu représentent les différentes amorces.    

Dans un premier temps, les trois premiers couples d'amorces conçues par le logiciel 

Primer-BLAST, n’amplifieraient pas que la région voulue du gène. En effet, chaque couple 

d’amorces amplifierait en plus un produit aspécifique de moins de 900 Paires de bases (pb), 

donc ce résultat n'est pas pris en compte. 
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Figure 3.3. Primer pair 4.  

 

Figure 3.4. Primer pair 9. 

 

Nous avons choisi la quatrième paire d’amorces « Primer pair 4 » et ceci pour les 

raisons suivantes (Fig 3.5) :  

• Il n'y a qu'un seul produit de 604pb, donc les amorces sont bien spécifiques et elles 

contiennent moins de produits aspécifiques et aussi les 2 produits aspécifiques qu’ils 

y’a ont une longueur de >3000 sachant que la PCR n’amplifie pas des produits au-delà 

de 1000 Pb.  

• La température d'hybridation (Tm) des amorces est d’environ 60°C. 

• Les longueurs des amorces sont de 20 et 19 nucléotides pour l’amorce sens et anti 

sens, respectivement.  

• Et enfin, la teneur en GC est de 50.00% et 57.89% pour l’amorce sens et anti sens 

respectivement. La teneur en GC d'une amorce doit être comprise entre 40 et 60%.  
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Figure 3.5. Résultat du Primer-BLAST. (1) il faut vérifier la longueur des amorces, leurs 

températures d’hybridation et le rapport GC%, ensuite (2) il faut vérifier que c’est bien l’espèce et le 

chromosome du gène voulu, puis (3) vérifier la longueur du produit spécifique < 1000pb et (4) s’assurer 

que tous les produits aspécifiques ont une longueur de > 1000pb.  

 

Nous avons ensuite situé, notre paire d’amorces dans la séquence du gène NOS2 (Fig 

3.6). 

Figure 3.6. Les amorces encadrant la région d’intérêt. La Paire d’amorces N°4 (en jaune) 

encadrant la partie de la séquence de l’ADN qu’on veut amplifier du gène NOS2 ; Forward Primer 

(amorce sens) (TGCTGATGAACTGCCACCTT), Reverse Primer (amorce anti-sens) 

(AATGACCAAACCTCATGTCGG).  
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3.1.2. Résultats de la confirmation par In-silico PCR  

Les résultats obtenus nous ont confirmés la taille du produit spécifique obtenus 604pb 

ainsi que la spécificité des amorces conçues, les informations obtenues confirment aussi le 

chromosome 17 porteur du gène NOS2, la séquence des amorces et la température 

d’hybridation (Fig 3.7). Donc, ce résultat nous confirme la fiabilité des amorces que nous avons 

choisies. 

 

Figure 3.7. Résultats de la confirmation. Un seul résultat est affiché comme en dessus, vérifier si 

la taille et le chromosome sont les même que ceux de notre gène.    
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives 

 

Les macrophages se caractérisent par une forte plasticité d’où leur rôle anti-

inflammatoire et pro-inflammatoire. Les macrophages M1 ont une capacité à induire des 

réponses et des marqueurs inflammatoires dont l’iNOS. Ce marqueur est associé à la réaction 

inflammatoire qui suit une infection, une maladie ou un dommage tissulaire. 

Compte tenu du rôle prépondérant que joue l’iNOS dans le processus inflammatoire, il 

s’avère important d’étudier l’expression de son gène dans divers processus 

physiopathologiques. Cela consiste à élaborer des amorces spécifiques qui encadrent une 

séquence d’ADN d’intérêt, ceci est une étape cruciale dans la réussite de la réalisation d’une 

réaction de polymérisation en chaine.   

Au cours de ce travail, on a pu accéder à la séquence génomique du gène NOS2 et 

ainsi on a pu concevoir avec spécificité un couple d’amorce encadrant une région d’intérêt au 

niveau de l’exon 01 du gène NOS2. Cela servira à amplifier le gène en utilisant la PCR. 

On a eu comme résultats à l’aide de l’outil Primer-BLAST un couple d’amorces bien 

spécifique nécessaire à l’amplification de l’exon 01, la séquence de l’amorce sens (Forward 

primer) : 5’ TGCTGATGAACTGCCACCTT 3’ et la séquence de l’amorce anti-sens (Reverse 

primer) : 5’ AATGACCAAACCTCATGTCGG 3’. 

En termes de perspectives, les amorces conçues dans cette étude sont indispensables 

pour toute étude de recherche ultérieure concernant l’expression du gène NOS2 afin de 

détecter la présence ou l’absence des mutations ou observer les variations génétiques au 

niveau de ce gène at aussi ses différentes fonctions dans de nombreuses pathologies. 

Ce travail m’a permis de me familiariser avec les différents outils du domaine bio-

informatique tels que la recherche de séquence génomique dans les bases de données, 

l’élaboration d’amorces spécifiques grâce aux logiciels informatiques et ainsi connaitre les 

caractéristiques fondamentales au bon choix d’amorces pour le bon déroulement d’une PCR. 
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Résumé 

Introduction : Les macrophages, cellules de l’immunité innée, sont impliqués dans les processus 

inflammatoires en produisant plusieurs médiateurs inflammatoires. Ces cellules expriment l’oxyde 

nitrique synthase inductible (iNOS ou NOS2), une enzyme qui permet la production du monoxyde d’azote 

(NO). Ce médiateur permet, d’une part, d’éliminer les infections par son effet microbicide, et d’autre part, 

de favoriser la progression des maladies auto-immunes et les allergies respiratoires. 

Objectif : Concevoir une paire d’amorce encadrant une partie du gène NOS2 exprimé par le 

macrophage M1 au cours de l’inflammation, l’auto-immunité, l’allergie respiratoire et l’immunité anti-

infectieuse. 

Matériel et méthodes : La séquence du gène NOS2 a été obtenue grâce à la base de données 

« Ensembl ». Puis, les amorces ont été conçues à l’aide de l’outil « Primer-BLAST » du site NCBI. 

Résultats : Un couple d’amorce spécifique qui présente des caractéristiques optimales pour le bon 

déroulement d’une PCR et qui donne un seul produit spécifique de 604 pb a été choisi.  

Conclusion : En conclusion, les amorces obtenues peuvent être utilisées pour l’étude de l’expression 

du gène NOS2 dans diverses études ultérieures.  

Mots clés : Amorces, Gène NOS2, Macrophage M1, PCR, Primer-BLAST. 

 

 

Abstract 

Introduction: Macrophages, cells of innate immunity, are involved in inflammatory processes by 

producing several inflammatory mediators. These cells express inducible nitric oxide synthase (iNOS or 

NOS2), an enzyme that enables the production of nitric oxide (NO). This mediator allows, on the one 

hand, to eliminate infections through its microbicidal effect, and on the other hand, to promote the 

progression of autoimmune diseases and respiratory allergies. 

Objective: Design a primer pair flanking part of the NOS2 gene expressed by the M1 macrophage during 

inflammation, autoimmunity, respiratory allergy, and anti-infective immunity. 

Materials and methods: The sequence of the NOS2 gene was obtained using the “Ensembl” database. 

Then, the primers were designed using "Primer-BLAST" software from the NCBI site. 

Results: A pair of specific primers that exhibit optimal characteristics for the success of a PCR and which 

gives a single specific product of 604bp was chosen. 

Conclusion: In conclusion, the primers obtained can be used for the study of the expression of the NOS2 

gene in various subsequent studies. 

Keywords: NOS2 Gene, Macrophage M1, PCR, Primers, Primer-BLAST. 

 

 

 ملخص 

لتهاب. هذه الخلايا تعبر عن سينثاز أكسيد في الالتهاب عن طريق إنتاج العديد من وسطاء الا   الطبيعية،خلايا المناعة    البالعة،  الخلايا  تشارك  المقدمة:

بالقضاء على الالتهابات من    ناحية،من    الوسيط،(. يسمح هذا  NOوهو إنزيم يتيح إنتاج أكسيد النيتريك )  (، NOS2أو    iNOSالمستحث )  النيتريك

 لتعزيز تطور أمراض المناعة الذاتية والحساسية التنفسية.  أخرى، ومن ناحية  الجراثيم،خلال تأثير مبيد 

الحساسية   الذاتية،المناعة  الالتهاب،أثناء  M1  بالعةال الخلايامعبر عنه بواسطة  NOS2يحيط بجزء من الجين من البرايمرز زوجً  تصميم الهدف:

 والمناعة المضادة للعدوى.  التنفسية،

-Primer ».باستخدام برنامج   ، ثم تم تصميم البرايمر «Ensembl»من قاعدة بيانات    NOS2على تسلسل الجين  تم الحصول    المواد والطرق: 

BLAST » 

 . pb604وتعطي منتجًا واحدًا محددًا يبلغ  PCRالمحددة التي تتمتع بخصائص مثالية لنجاح  تم اختيار زوج من البرايمر النتائج:

 في دراسات لاحقة مختلفة.   NOS2تم الحصول عليها لدراسة الجين يمكن استخدام البادئات التي  الخلاصة:

  PCR ,Primer-BLAST, NOS2.الجين البرايمر، M1, بالعةال الخلايا :كلمات البحث 

 

 


