
 Résumé 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 
 

BENZIANI  Sarra 
 

En vue de l’obtention du 
 

Diplôme de MASTER 
 

En Immunologie  
 

Thème 
 

Conception des amorces pour le gène Arg1 exprimé par le macrophage 

alternativement activé M2 au cours de l’allergie et le cancer 

 
Soutenu le 07 Septembre 2020, devant le jury composé de : 
 
 
 
 
Président  ARIBI Mourad            Professeur  Université de Tlemcen 
 
Encadreur  NOUARI Wafa  MCB             Université de Tlemcen 
 
Examinateur  MILIANI Marwa MAB              Université de Tlemcen 
 
 
 
 
 
 

Année universitaire 2019/2020 
 

  

 

 

 



Résumé                                                                                                                                     II 

 

Résumé  
 

Introduction : Les macrophages sont des cellules essentielles du système immunitaire. Ils 

ont un rôle important au cours de plusieurs pathologies telles que le cancer et l’allergie. Les 

macrophages impliqués dans la réponse anti tumorale sont des macrophages associés aux 

tumeurs (TAM) et peuvent participer à la phagocytose des cellules cancéreuses 

(métastatiques). L’arginase, enzyme exprimé par les macrophages, catalyse la réaction de 

conversion la L-arginine en L-ornithine et en urée. L’étude de l’expression de cette enzyme 

au cours des pathologies permet de faciliter la caractérisation de ces cellules. 

Objectif : Concevoir des amorces du gène Arg1 exprimé par le macrophage M2 au cours 

des réactions allergiques et le cancer. 

Matériel et méthodes : La conception de bonnes amorces passe par plusieurs étapes. 

D’abord, la séquence du gène Arg1 a été prise à partir du site ENSMBL. Ensuite, À travers le 

centre national de l’information biotechnologique (NCBI) et par l’utilisation de l’outil Primer 

blaste, les amorces spécifiques au gène Arg1 ont été conçues. Enfin, la paire d’amorces 

choisie et qui répond aux critères de choix de bonnes amorces a été vérifié par in silico-PCR 

Résultats : Parmi les 10 paires d’amorces spécifiques du gène Arginase1 obtenues, nous 

avons choisi la huitième paire d’amorces car elle répond aux critères de bonnes amorces. 

Conclusion : Concevoir une bonne amorce aide à réussir la technique PCR, et donc 

l'amplification correcte du gène ARG-1 et l'étude de son rôle sur le cancer et les réactions 

allergiques. 

Mots clés : Macrophage, allergie, cancer, Arginase-1, amorces. 
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Abstract 
 

Introduction: Macrophages are essential cells of the immune system. They play an 

important role in several pathologies such as cancer and allergy. The macrophages involved 

in the anti-tumor response are tumor-associated macrophages (TAM), and they can 

participate in the phagocytosis of (metastatic) cancer cells. Arginase, an enzyme expressed 

by macrophages, catalyzes the reaction of conversion of L-arginine to L-ornithine and urea. 

The study of the expression of this enzyme during pathologies makes it possible to facilitate 

the characterization of these cells. 

Objective: To design primers for the Arg1 gene expressed by the M2 macrophage during 

allergic reactions and cancer. 

Materials and methods: The design of good primers goes through several steps. First, the 

sequence of the Arg1 gene was taken from the ENSMBL site. Then, using the National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) and Primer blast tool, primers specific to the 

Arg1 gene were designed. Finally, the pair of primers chosen and which meets the criteria for 

choosing good primers was verified by in silico-PCR 

Results: Among the 10 pairs of primers specific for the Arginase 1 gene obtained, we chose 

the eighth pair of primers because it responds to the criteria of good primers. 

Conclusion: Designing a good primer helps to achieve the PCR technique, and therefore 

the correct amplification of the ARG-1 gene and the study of its effect on cancer and allergic 

reactions. 

Keywords: Macrophage, allergy, cancer, Arginase-1, primers. 
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 ملخص 
 

المناعة  :مقدمة لجھاز  أساسیة  خلایا  ھي  والحساسیة  .البلاعم  السرطان  مثل  الأمراض  من  العدید  في  مھم  دور    .لدیھم 

بالور المرتبطة  الضامة  ھي  للورم  المضادة  الاستجابة  في  المشاركة  للخلایا    (TAM)م  الضامة  البلعمة  في  تشارك  وقد 

 L-ornithine  إلى   L-arginine  لتحویل   التفاعل   یحفز  ،   الضامة   عنھ  تعبر  إنزیم   وھو ،  Arginase  ).النقیلي(  السرطانیة 

 .تتیح دراسة التعبیر عن ھذا الإنزیم أثناء الأمراض تسھیل توصیف ھذه الخلایا  .والیوریا

 

 .أثناء تفاعلات الحساسیة والسرطان M2 الذي یعبر عنھ البلاعم Arg1 تصمیم مواد أولیة لجین  :الھدف 

 

  .ENSMBL  من موقع  Arg1   ، تم أخذ تسلسل الجینأولا    .ھناك عدة مراحل في تصمیم البادئات الجیدة   :المواد والطرق 

، تم  blast  Primer  أداة   ومن خلال استخدام   (NCBI)بعد ذلك، من خلال المركز الوطني لمعلومات التكنولوجیا الحیویة  

 البادئات  اختیار  معاییر  یلبي  والذي  المختارة   البادئات  زوج  من  التحقق  تم  أخیرا،  Arg1.  بجین  خاصة   بادئات  تصمیم

 silico-PCR في  الجیدة
 

 لأنھ  البادئات   من  الثامن  الزوج  اخترنا,  Arginase  1  بجین  الخاصة   البادئات  من  أزواج   10  بین  من  :النتائج 

 .لخصائص البادئات الجیدة  یستجیب
 

 ودراسة دوره  ARG-1  ، وبالتالي التضخیم الصحیح لجینPCR  إن وجود برایمر جید یساعد على تمریر تقنیة  :الخلاصة 

 .السرطان وردود الفعل التحسسیة   في
 

 .، البادئات1 البلاعم، الحساسیة، السرطان، الأرجیناز  :المفتاحیة  الكلمات 



Avant-propos V 

 
 
 
 

Avant-propos 

 
Je remercie tout d’abord Allah de m’avoir donné la force et le courage de finir ce travail. 

 

Je me ferais un agréable devoir de remerciement à mon Professeur Mourad ARIBI le 

directeur de laboratoire BIOMOLIM, Biologie Moléculaire Applique et immunologie 

(Université de Tlemcen) qui m’a accueilli dans son laboratoire. 

Je tiens à exprimer mes vifs remerciements envers mon encadrante Dr.Wafaa NAOUARI, 

qui m’a honoré en acceptant de diriger ce travail. Je lui remercie pour sa disponibilité, sa 

confiance et ces précieux conseils. 

Je tiens à remercier les membres du jury d’avoir accepté d’examiner ce travail.  

Je remercie également toute l’équipe du Laboratoire Biomolim 

 
 
 
 
 
 

Je dédie ce modeste travail à celle qui m’a soutenu tout au long de ma vie et qui m’a arrosé 

de tendresse et d’amour à ma très chère maman. 

A mon support de vie, a celui qui m’a guidé et supporté à mon amour papa 

A mon cher frère Mohammed, à mes chères sœurs Maroua et Safaa 

A mes chères amis Amina, Loubna, Siham, Batoul, Amel, Oussama, Abd el wadoud et Mohamed. 



Table des matières VI 
 

 
 
 
 
 

Table des matières 

Résumé ......................................................................................................................................................................... II 

Abstract ......................................................................................................................................................................... III 

Résumé en arabe  ......................................................................................................................................................... IV 

Avant-propos .................................................................................................................................................................. V 

Table des matières  ...................................................................................................................................................... VII 

Liste des figures ............................................................................................................................................................ IX 

Liste des tableaux  ......................................................................................................................................................... X 

Liste d’abréviation  ........................................................................................................................................................ XI 

Introduction  ................................................................................................................................................................... 1 

CHAPITRE 1. REVUE DE LA LITTERATURE ................................................................................................... 3 

1.1. MACROPHAGE ................................................................................................................. 3 

1.1.1. Définition ........................................................................................................................................................... 3 

1.1.2. Origine  .............................................................................................................................................................. 3 

1.1.3. Phénotype ......................................................................................................................................................... 4 

1.1.3.1. Macrophages M1 ................................................................................................... 5 

1.1.3.2. Macrophages M2 ................................................................................................... 6 

1.1.4. MACROPHAGE ET PATHOLOGIES ........................................................................................................... 7 

1.1.4.1. Macrophages et cancer ......................................................................................... 7 

1.1.4.2. Macrophages et allergie ......................................................................................... 9 

1.2. ARGINASE ...................................................................................................................... 10 

1.2.1. Définition  ................................................................................................................................................... 10 

1.2.2. Localisation des gènes  .............................................................................................................................. 10 

1.2.2.1. Isoformes d’arginase ............................................................................................ 11 

1.2.2.2. Structure .............................................................................................................. 11 

1.2.3. Action de l’arginase  ................................................................................................................................... 11 

1.2.4. Arginase et l’immunité ................................................................................................................................ 13 

1.2.4.1. Arginase et cancer ............................................................................................... 14 

1.2.4.2. Arginase et allergie ............................................................................................. 14 

1.3. PCR ................................................................................................................................. 15 

1.3.1. Principe de PCR ......................................................................................................................................... 15 



Table des matières VII 
 

 
 
 
 
 

1.3.2. Etapes PCR ............................................................................................................................................... 15 

1.3.3. Les acteurs  de la PCR .............................................................................................................................. 15 

1.3.4. Applications  de la PCR.............................................................................................................................. 16 

1.4. PROBLEMATIQUE ET OBJECTIFS................................................................................ 17 

1.4.1. Problématique ........................................................................................................................................ 17 

1.4.2. But ............................................................................................................................................................. 17 

1.4.3. Objectif ..................................................................................................................................................... 17 

CHAPITRE 2. MATERIELS ET METHODES ............................................................................................... 18 

2.1. Conception d’amorce  ...................................................................................................... 18 

2.2. Séquence d’arginase 1  .................................................................................................... 19 

2.3. L’outil PRIMER BLAST ..................................................................................................... 20 

2.4. Confirmation des résultats  IN-SILICO PCR ..................................................................... 23 

CHAPITRE 3. RESULTATS ......................................................................................................................... 25 

3.1. Résultats  de PRIMER BLAST ........................................................................................... 26 

3.2. Confirmation  des résultats  ................................................................................................ 26 

CHAPITRE 4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES .................................................................................. 27 

CHAPITRE 5. REFERENCES ...................................................................................................................... 28 



 

Liste des figures IX 

Liste des figures 
 
 
 
 

Figure 1.1. Chronologie: progrès dans la recherche sur la polarisation des 

macrophages 

4 

Figure 1.2. Polarisation des macrophages en M1 et M2 5 

Figure 1.3. Les fonctions et les produits des macrophages 8 

Figure 1.4. Localisation du gène ARG1 sur le chromosome 6 humain 10 

Figure 1.5. Localisation du gène ARG2 sur le chromosome 14 humain 10 

Figure 1.6. Structure cristalline de l'arginase 1 humaine 11 

Figure 1.7. Le catabolisme de la L-arginine en L -ornithine/urée ou L-citrulline /NO 12 

Figure 1.8. Métabolisme de la l- arginine par iNOS et l’arginase et les 

conséquences fonctionnelles dans les cellules 

13 

Figure 1.9. Principe de la PCR 16 

Figure 2.1. Base de données « Ensembl » 19 

Figure 2.2. La séquence encadrée du gène Arg1 (l’exon 5) 20 

Figure 2.3. La base des données NCBI. 21 

Figure 2.4. L’outil Primer blast 21 

Figure 2.5. Analyse de la séquence d’intérêt par Primer blast 22 

Figure 2.6. Les caractéristiques selectionnées 23 

Figure 2.7. Le logiciel in- silico PCR  24 

Figure 3.1. Résultat de primer BLAST 25 

Figure 3.2. Confirmation des résultats par le logiciel in Silico-PCR 26 



 

Liste des tableaux X 

Liste des tableaux 

Tableau 1.1. Différentes propriétés biologiques et physiologiques des sous population 7 

des macrophages 



 

Liste des abréviations XI 

 
 

 
A 

ASL : argininosuccinate lyase 

ARG1 : Arginase 1 

ARG2 : Arginase 2 

 

Liste des abréviations 
 

Mcyb : un maître régulateur transcriptionel 

de l'hématopoïèse 

MDSC : cellules suppresseurs dérivé de 

ligne myéloïde 

ASS : argininosuccinate synthase 

C 

CCL :  C-C Motif Chemokine Ligand 

CCR4 : Récepteur de chimiokine C-C type 

4 

CD : cluster de différenciation 

CMH : complexe majeur 

d'histocompatibilité 

COX2 : cyclooxygénase-2 

CXCL : chemokine (C-X-C motif) ligand 

E 

EGF : epidermal growth factor 

EMP : Les progéniteurs érythro-myéloïdes 

F 

FGF : facteurs de croissance des 

fibroblastes 

G 

GMCS : facteur de stimulation des 

colonies de granulocytes et de 

macrophages 

I 

IFN-Ɣ : interferon gamma 

IL-: Interleukine 

iNOS : Nitric oxide synthase inductible 

L 

LPS : Les 

lipopolysacharide M 

M1 : Macrophages classiques 

M2 : Macrophages alternatives 

M-CSF : macrophage colony-stimulating 

factor 

MRC1 : Mannose Receptor c-type 1 

N 

NF-kβ : nuclear factor-kappa B 

NO :Nitric oxide 

NOS :Nitric oxide synthase 

Nor-NOHA :Nω-hydroxy-nor-arginine 

NK : cellules Natural Killer 

O 

OAT :ornithine aminotransferase. 

ODC :ornithine decarboxylase; 

P 

PCR : polymerase chain reaction 

S 

STAT : transducteur de signal et 

l'activateur de la transcription 

T 

TAM : Macrophage Associe au Tumeur 

TDF : facteurs dérivés de tumeur 

Tf : température de fusion 

TGF-β :facteur de croissance transformant 

beta 

TH1 : Cellule T helper 1 

TH2 : Cellule T helper 2 

TNF-ɑ : Facteur de nécrose tumoral alpha 

 

TLR : Les récepteurs de type Toll 

V 

VEGF : facteur de croissance 

d’endothélium   vasculaire 



Introduction 

1 

 

 

 

 
Introduction 

 

Les macrophages sont des composants essentiels de l'immunité innée et jouent 

un rôle central dans les réactions inflammatoires (Gordon & Martinez 2010). Ces 

cellules interviennent dans la défense de l’hôte contre plusieurs pathologies, 

notamment le cancer (Biswas & Mantovani 2012). L’environnement cytokinique peut 

orienter les macrophages, soit vers un profile pro inflammatoire (M1) ou vers un 

profile anti inflammatoire (M2)(Biswas et al. 2012a). 

Le cancer est une pathologie qui se caractérise par une prolifération cellulaire 

anormale. Les cellules tumorales s’échappent au contrôle du système immunitaire en 

se fondant dans les tissus environnants. Dans ce sens, il existe une relation 

dynamique et stable entre les macrophages et les cellules tumorales, qui change en 

fonction du changement des conditions (Vannini et al. 2015). 

Les macrophages associés aux tumeurs (TAM) sont des fournisseurs 

essentiels d'inflammation liée au cancer (Belgiovine et al. 2016). Ils ont  plusieurs 

fonctions pro-tumorales, comme ils sont une source majeure des cytokines comme 

l’interleukine-6 (IL-6) et les facteurs de croissance tels que le facteur de croissance 

épidermique (EGF), qui interviennent dans la prolifération et la survie des cellules 

cancéreuses (Balkwill 2006; Mantovani et al. 2010). De plus, les macrophages 

peuvent potentiellement tuer les cellules tumorales s'ils sont correctement stimulés 

(IFN-Ɣ) (Sica & Mantovani 2012). Ils jouent donc un rôle dans l’échec ou le succès 

des thérapies anti tumoraux (Belgiovine et al. 2016). 

L'allergie se définie comme une réaction d'hypersensibilité causée par des 

mécanismes immunologiques éprouvés (Tanno et al. 2016). Cette pathologie est 

induite par les cellules T helper 2 (Th2) et leurs produits et est associée à la 

polarisation des macrophages vers un profile M2 (Melgert et al. 2011). Les IL-4 et  

les chimiokines inductibles agissant sur le récepteur de chimiokine C-C type4 

(CCR4) (par exemple, CCL22) peuvent favoriser l'asymétrie de la fonction des 

macrophages (Trujillo et al. 2008). 

L'arginase est une métalloenzyme de manganèse binucléaire qui catalyse 

l'hydrolyse de la L-arginine en L-ornithine et en urée (Durante et al. 2007). Le cycle 

de l'urée donne une protection contre l'excès d'ammoniac, tandis que la L-ornithine 

est nécessaire à la formation du collagène, à la prolifération cellulaire et à d'autres 

fonctions physiologiques (Caldwell et al. 2018a). L’étude de l’expression de cette 

enzyme au cours du cancer permet de faciliter la caractérisation des macrophages et 
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d’ouvrir de nouvelles pistes thérapeutiques tout en testant de nouvelles molécules 

anticancéreuses. 

Dans cette d’ordre d’idée, ce travail a pour objectif de concevoir des amorces 

du gène Arg1 exprimé par le macrophage M2 au cours de réactions allergiques et le 

cancer. 
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1 Macrophage 

 
1.1 Définition 

 
Les macrophages ont été identifiés pour la première fois comme des cellules 

phagocytaires par Elie Metchnikoff. Ce sont des cellules qui ont une capacité destructive des 

agents pathogènes chez les invertébrés et les vertébrés (Liu et al. 2014). Ces cellules sont les 

plus plastiques du système hématopoïétique, se résident dans tous les tissus et présentent une 

grande diversité fonctionnelle (Wynn et al. 2013). Ils ont plusieurs rôles dans l’immunité innée et 

adaptatives tels que la présentation antigéniques par les molécules du complexe majeur 

d'histocompatibilité (CMH) et la production des cytokines, telles que les interleukines (IL-6, IL-1)  

et le facteur de nécrose tumorale (TNF-ɑ)… (Sica et al. 2015). 

Les macrophages sont des populations hétérogènes, leurs fonctions et leur phénotype 

sont régulés par le microenvironnement.   

 

 
1.2 Origine 

 
Depuis plusieurs années, les chercheurs pensaient que les macrophages proviennent 

exclusivement de monocytes venant de la moelle osseuse. À nos jours, cette notion a été 

contestée. Il a été prouvé que la majorité des macrophages résident dans les tissus proviennent 

des macrophages embryonnaires (Schulz et al. 2012; Sheng et al. 2015; Epelman et al. 2014; 

Hashimoto et al. 2013; Hoeffel et al. 2015). Les premiers macrophages fournis lors du 

développement fœtal sont d’origine du sac vitellin (Au niveau des iles sanguines ainsi que les 

endothéliaux capillaires). Il y aura l'apparition des  cellules  progénitrices dont  leur formation  se 

fait de manière indépendante du maître régulateur transcriptionel de l'hématopoïèse(Mcyb) 

(Kasaai et al. 2017; Sandberg et al. 2005). De plus, les progéniteurs érythro-myéloïdes (EMP) 

indépendantes de Mcyb prennent un autre chemin plutôt que se joignent la phase monocytaire 

intermédiaire. Elles acquièrent directement un noyau transcriptionnel des  macrophages,  puis 

elles deviennent des pré macrophages avant qu'elles se différentient en macrophages  qui  

résident les tissus (Mass et al. 2016). La connexion entre le système vasculaire du sac vitellin et  

le système vasculaire embryonnaire permet la migration de ces macrophages dans  tout  

l'embryon ainsi que sa pénétration dans les tissus comme le foie et le cerveau (Kierdorf et al. 

2013). En outre, ces cellules tissulaires ont une capacité d'auto-régénération pour donner de 

nouvelles cellules capables de participer aux différents processus de défense de l’organisme 

(Hashimoto et al. 2013). 
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1.3 Phénotype 

 
Depuis 1905, des recherches sur l’orientation et la classification des sous  populations   

des macrophages, ainsi que les divers facteurs (cellules T helper 1et 2 (TH1, Th2) et les cytokines  

et chimiokines) qui interviennent dans ce processus ont été décrites (Figure 1.1). 

Figure 1.1. Chronologie: progrès dans la recherche sur la polarisation des macrophages (Liu 

et al. 2014). TH1 : cellule T helper 1, TH2 : cellule T helper 2, MRC1 : Mannose Receptor c-type 1, M2 : 

macrophages alternatifs IFN-Ɣ : interféron gamma, IL-1β : interleukine 1 beta, IL-4 : interleukine 4 , IL-13 : interleukine 

13 . 

La polarisation des macrophages indique comment ces cellules sont activées à un point 

particulier de l'espace et du temps. Elle n'est pas fixe, parce que les macrophages sont 

suffisamment plastiques pour incorporer plusieurs signaux comme les tissus endommagés et 

l’environnement normal des tissus et aussi les microbes. Il existe trois voies importantes pour 

contrôler la polarisation. Les voies de survie cellulaire et épigénétique, le microenvironnement 

tissulaire et les facteurs extrinsèques comme les cytokines produites au cours de l’inflammation 

(Murray 2017). Par conséquent, nombreuses sous populations de macrophages ont été décrites 

chez la souris et l’homme sur la base de leurs marqueurs membranaires, la production des 

facteurs spécifiques et les activités biologiques. Il s’agit des macrophages classiquement activés 



Chapitre 1. Revue de la littérature 

5 

 

 

 

 
(pro-inflammatoire) M1 et des macrophages alternativement activés (anti-inflammatoire) M2 

(Biswas et al.  2012a; Sica et al. 2015; Locati et al. 2013; Murray 2017)(Figure1.2) 

 

Figure 1.2. Polarisation des macrophages en M1 et M2 (Lee 2019). TH1 : Cellule T helper 1, TH2 : 

Cellule T helper 2, M1 :Macrophage classiques pro-inflammatoires actives, M2 :Macrophage alternatifs anti- 
inflammatoires actives, IFN-Ɣ :Interféron gamma, LPS :Les lipopolysacharide, IL-1 :Interleukine1, IL- IL-4 : Interleukine 

4, IL-6 : Interleukine6, IL-10 :Interleukine 10, IL-12 :Interleukine 12, IL-13 :Interleukine 13, IL-23 :Interleukine 23, TNF- 

ɑ :Facteur de nécrose tumoral alpha, iNOS :Nitric oxide synthase inductible, TFG-β :facteur de croissance 

transformant beta, VEGF : facteur de croissance de endothélium vasculaire. 

1.3.1 Macrophages M1 

 
Les macrophages se polarisent vers un profil pro-inflammatoire M1 impliqué dans la 

réponse Th1 sous l’effet de différentes cytokines telles que le facteur de la nécrose tumorale (TNF-

α), l’interféron-alpha (IFN-ɑ), les lipopolysacharides (LPS) et des facteurs de croissance comme 

GM-CSF. Cette sous population produit et  sécrète  intensément  plusieurs  molécules comme le 

TNF-α, des interleukines comme  IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12  et  IL-23,  des chiomiokines comme 

cyclooxygénase-2 (COX-2) et faiblement l’IL-10 (Bashir et al. 2016; Biswas et al. 2012b; Cassetta 

et al. 2011). Les M1 sont des cellules protectrices contre les bactéries intracellulaires dans le cas 

des infections aigues et aussi contre les virus. De plus, ils jouent un rôle crucial dans la 

neutralisation des agents pathogènes,  l'inhibition  du  développement des cellules cancéreuses et 

la réparation des  lésions  tissulaires  et  la cicatrisation (Tableau1.1) (Lee 2019). 
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1.3.2 Macrophage M2 

 
Les macrophages M2 sont définis par l'expression des protéines et les gènes de 

transcription de plusieurs marqueurs exprimés à sa surface, notamment les  enzymes,  les  

facteurs de croissance, les hormones, les récepteurs et les cytokines (Rőszer 2015). Les 

macrophages se polarisent vers un profil M2 sous l’effet de différentes molécules secrétées par  

les cellules Th2 telles que l’IL-4 et  l’IL-13 via l'activation de transducteur de signal et l'activateur  

de la transcription 6 (STAT6). De plus, il existe d'autres cytokines qui permettent la polarisation 

vers le profil M2 comme l’IL-10 via l’activation de transducteur de signal et l'activateur de la 

transcription 3 (STAT3) (Porta et  al. 2015; Wang et al. 2014). L’IL- 33 est l'une des cytokines de  

la famille de l’IL-1 associée aux Th2 permet la polarisation en M2. Cette polarisation induite par 

l’IL-33 est caractérisée par une expression élevée de l’arginase 1 (ARG1),C-C Motif Chemokine 

Ligand 17 (CCL17) et C-C Motif Chemokine Ligand 24 (CCL24) qui participent aux infections 

respiratoires et aux éosinophilies pulmonaires (Kurowska-Stolarska et al. 2009). Ces cellules se 

caractérisent par une production accrue de l’IL-10 et du facteur de croissance transformant beta 

(TGF-β) avec une faible production de l’IL-12. Fonctionnellement, les macrophages M2 jouent un 

rôle important dans la phagocytose et la récupération des débris et des cellules mortes. De plus, 

ils possèdent des propriétés pro-fibrotique et pro-angiogénique. Ils participent également dans la 

réparation tissulaire et la cicatrisation des plaies (Braga et al. 2015; Kurowska-Stolarska et al. 

2009). 

Sous l’effet de divers stimuli, les M2 peuvent être divisés en quatre sous-groupes, M2a, 

M2b, M2c, M2d (Tableau1.1) (Martinez et al. 2013; Chistiakov et al. 2015). 
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Tableau 1.1. Différentes propriétés biologiques et physiologiques des sous populations des 

macrophages (Shapouri-Moghaddam et al. 2018). 

 

Classes des 

Macrophages 

Cytokines qui 

permettent La 

polarisation 

Cytokines, chimiokines et 

autres médiateurs sécrétés 

 
Rôles 

 

 
M1 

 

LPS, IFN-γ, TNFα 

IL-6, IL-12, IL- 23, IL-27, IL- 

1β, TNF-α, CXCL9, CXCL10, 

CXCL11,     CXCL16,   CCL5, 

iNOS  (Souris)  Arg-2 (Souris), 

ROS 

Réponse Th1 pro- 

inflammatoire, 

activités 

antimicrobiens et anti- 

tumorales 

M2a IL-4, IL-13 
TGF-β, IL-10, CCL17, 

CCL18, CCL22, CCL24 

Anti-inflammatoire et 

Remodelage tissulaire 

M2b 
IL-1β, ligand TLR, 

complexe immunitaire 

IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α, 

CCL1 

Activation Th2 et 

l’Immunorégulation 

M2c TGF-β, IL-10 
TGF-β, IL-10, CCL16, 

CCL18, CXCL13 

Phagocytose des 

cellules apoptotiques 

 
M2d 

Ligand du récepteur 

de l'adénosine, ligand 

TLR 

IL-10, VEGF 
Activité 

Proongiogénique, 

progression tumorale 

 

1.4 Macrophage et pathologies 
 

1.4.1 Macrophage et cancer 
 

Le cancer est l’une des causes majeures de mortalité dans le monde. D’après les 

estimations GLOBOCAN 2018 de l'incidence et de la mortalité du cancer produites par le Centre 

international de recherches, les scientifiques pensent qu’il y a eu 9,6 millions de décès liés au 

cancer et 18,1 millions de nouveaux cas en 2018 (Bray et al. 2018). Le cancer  est  une  

pathologie qui se caractérise par une transformation et une prolifération excessive de cellules 

normales  de l'organisme. Les cellules tumorales ainsi formées ont la capacité d’échappement   

aux réponses immunitaires du l’organisme (Nabi & Le 2018). 

L’immunité innée médiée par les macrophages constitue la première réponse qui  intervient 

dans la réponse anti-tumorale (Mantovani et al. 2017). Les macrophages M1 sont des cellules 

capables de produire de grandes quantités de cytokines inflammatoires qui induisent 

l’inflammation, expriment des niveaux élevés de molécules du CMH et sont impliquées dans la 

destruction des agents pathogènes et des cellules cancéreuses. De plus, ces cellules stimulent  

les réponses anti-tumorales par la sécrétion de TNF-α, l’IFN-γ et  l’IL-12 (Dhabekar et al. 2011).  

En revanche, ils suppriment la réponse immunitaire suite à la sécrétion de l’IL-10 ou le TGF-β et 
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stimulent la croissance tumorale et l'angiogenèse par la libération d'IL-23, IL-17, des facteurs de 

croissance vasculaire endothéliale (VEGF) et des facteurs de croissance des fibroblastes (FGF) 

(Dhabekar et al. 2011). 

Les macrophages intervenants dans la réponse antitumorale sont appelés Macrophages 

Associe au Tumeur (TAM), dont ils proviennent de la  différenciation des monocytes  attirés par  

les facteurs tumoraux. Ces cellules peuvent se différencier en fonction du stade de progression    

et du type de la tumeur, ainsi que son emplacement dans les tissus tumoraux. Ces sous 

population sont situées dans divers niveaux du microenvironnement tumoral (Figure 1.3)  (Li et    

al. 2010; Gabrilovich et al. 2012). 

Les TAM ont une large gamme de fonction anti-tumorale. Ils peuvent contribuer dans la 

phagocytose des cellules tumorale (métastatiques), la production de facteurs cytotoxiques et la 

participation à l’immuno-édition du cancer (O’Sullivan et al. 2012; Qian & Pollard  2010).  On  

outre, ces macrophages ont également plusieurs fonctions pro-tumorales. Ils produisent des 

facteurs qui participent  dans l’angiogenèse, la suppression immunitaire, la croissance tumorale   

et le remodelage des tissus (Sica & Bronte 2007; Sica et al. 2008). 

Figure 1.3. Les fonctions et les produits des macrophages (Dhabekar et al. 2011). NO: oxyde 

nitrique, TGF-β: facteur de croissance transformant beta, M-csf, VEGF : facteur de croissance de endothélium 

vasculaire, FGF2 : facteur de croissance des fibroblastes, TNF: facteur de nécrose tumoral. 
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D’une autre part, Les macrophages sous épithéliaux activés peuvent induire  des  

mutations génétiques au niveau des cellules épithéliales voisines, en produisant des espèces 

réactives d’oxygène et d’azote qui endommagent l’ADN (Meira et al. 2008). Cependant, si la 

réparation de l'ADN échoue et ces mutations s'accumulent et  s'installent,  des tumeurs peuvent  

se développer et conduire à la formation d'une nouvelle vague des facteurs dérivés de tumeur 

(TDF), y compris macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) et C-C Motif Chemokine Ligand 

2(CCL2), ce qui conduit au recrutement des monocytes/macrophages (Richards et al. 2013). Les 

cellules ainsi recrutes se différencient en sous-populations des macrophages, contrairement à 

celles de l'environnement inflammatoire aigu, qui soutiennent la reconstruction tissulaire et 

favorisent la croissance tumorale. Ce changement dans l’état de polarisation  des M1 et M2 joue 

un rôle crucial dans l’activité pro- et anti-tumorale des TAM (Tan et al. 2012). Les macrophages 

participent donc dans l’échec ou le succès des thérapies anti tumoraux (Belgiovine et al. 2016). 

 

 
1.4.2 Macrophage et allergie 

 
Selon l’OMS, Les allergies représentent la quatrième cause de maladie au monde, après  

le cancer, les maladies cardio-vasculaires et le SIDA. Il s’agit d’un dérèglement du système 

immunitaire contre des substances portant inoffensives pour l’organisme qui sont des allergènes 

(Tanno et al. 2016). Suite à une exposition aux allergènes, les cellules épithéliales pulmonaires, 

ainsi que les cellules immunitaires s’activent et libèrent différentes cytokines. Ces cytokines 

assurent le passage des monocytes sanguins vers les tissus pulmonaires et la polarisation des 

macrophages vers un profile M2 (Saradna et al. 2018; Nabe et al. 2015).Les cellules M2a 

sécrètent d'IL-13 et plusieurs chimiokines telles que CCL-17, CCL-18, CCL-22 et CCL-24. Ces 

cytokines participent à l’activation des cellules Th2 et favorisent l'infiltration d'éosinophiles dans les 

poumons (Byers & Holtzman 2011; Siddiqui et al. 2013). Cependant, les cellules M2c sont 

caractérisées par une forte expression d'IL-10 et une faible expression de nuclear factor-kappa B 

(NFҡβ) et de molécules co-stimulantrices (cluster  de  différenciations CD86, CD40) (Lu et al. 

2013). 

Enfin, plusieurs études ont prouvé la participation  directe  des macrophages  (M2)  dans 

les réponses allergiques (Girodet et al. 2016). D’autres preuves indiquent que les voies M2 

dépendantes de la chitine et de l'arginase jouent un rôle actif dans l’allergie (Reese et al. 2007). 
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2 Arginase 

 
2.1 Définition 

 
L’arginase est une enzyme qui catalyse l’étape finale du cycle de l'urée afin d’éliminer 

l'ammoniac toxique en transformant la l- arginine en l -ornithine et urée (Caldwell et al. 2018a). Il 

existe deux gènes qui codent pour l’arginase : arginase1 (ARG1) et arginase2 (ARG2). Cette 

enzyme est sécrétée par les cellules hépatiques, les érythrocytes et les glandes salivaires. 

L’absence de l’arginase ou son inactivation favorise une accumulation d’arginine (Morris 2012). 

2.2 Localisation des gènes 
 

Le gène ARG1 a un emplacement cryogénique : 6q23.2 ; cela est le bras long (q) au niveau de 

séisme chromosome a la position 23.2 (Figure 1.4)(Munder et al. 2005). 

Figure 1.4. Localisation du gène ARG1 sur le chromosome 6 humain d’après Genetics Home 

Reference. 

Le gène ARG2 est situé sur le bras longe à la position  24.1  de chromosome  14 (14q24.1)  

(Figure 1.5) (Yang & Ming 2014). 

Figure 1.5. Localisation du gène ARG2 sur le chromosome 14 humain (d’après Genetics Home 

Reference). 
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2.2.1 Isoformes d’arginase 

 
La plupart des bactéries, des levures, des plantes et les invertébrés  ne  contiennent 

qu'une seule forme d'arginase au niveau mitochondrial. Les invertébrés et des autres animaux 

possèdent la deuxième isoforme localisée dans le cytosol. L’isoforme ARG-1 (cytologique) se 

trouve principalement dans le foie, tandis que l’isoforme ARG-2 (mitochondriale) s’exprime dans 

différent tissus comme l’intestin grêle, la prostate, et les reins (Caldwell et al. 2015). Chez les 

mammifères, y compris l’homme, les deux isoformes existent, l’une possède 322 acides aminés 

(ARG1) et l’autre est composée de 354 acides aminés (ARG2). Enfin, ces isoformes ont des 

fonctions enzymatiques identiques avec 100% d’homologie et partagent plus de 50% de mêmes 

résidus d’acide aminés (Vlad & Albu 2019). 

2.2.2 Structure 
 

Les deux isoformes de l’arginase ont une structure qui contient un site actif et trois sous- 

unités identiques. Chacune de ces sous-unités a une feuille β parallèle de huit brins entourés de 

plusieurs hélice α (Figure 1.6)(Caldwell et al. 2018b). 

 

 

Figure 1.6. Structure cristalline de l'arginase 1 humaine (Di Costanzo et al. 2005). 
 

2.3 Action de l’arginase 
 

L’arginase est l’une des enzymes qui appartiennent à la famille d’uréohydrolases. Au 

niveau du foie, cette enzyme catalyse la dernière étape du cycle de l’urée. Elle convertit la l- 

arginine en ornitine et urée. A travers l’activation de l’ornithose carambola-transférase et la 

carambola phosphate synthase-1, l’arginase convertit l’ornithine et l’ammoniac en L-citruline. Ce 

dernier peut être recyclé par l'argininosuccinate lyase et l'argininosuccinate  synthase  en  

arginine. (Figure 1.7) (Narayanan et al. 2013). 
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Figure 1.7. Le catabolisme de la L-arginine en L -ornithine/urée ou L-citrulline /NO (Caldwell 
et al. 2018a). ASL : argininosuccinate lyase, ASS : argininosuccinate synthase, NOS :Nitric oxide synthase, NO 

:Nitric oxide, ODC : ornithine decarboxylase, OTC : ornithine transcarbamylase 

 
 

L’arginine est un acide aminé très important dans la  réponse immunitaire  et impliqué  

dans différentes voies métaboliques dans plusieurs organes. C’est le substrat de synthases 

d’oxyde nitrique (NOS1, NOS2 et NOS3) et aussi de l’arginase (ARG1 et ARG2). C’est deux  

voies (voie NOS et voie de l’arginase) permettent la formation de monoxyde d’azote (NO) et de 

proline et de polyamine, respectivement (Tadié et al. 2009; Wijnands et al. 2015). Le NO est un 

neurotransmetteur, tandis que la polyamine est importante dans la régénération tissulaire, le 

développement neuronal et la cicatrisation des plaies. De plus, la proline est nécessaire pour la 

synthèse et l’organisation du collagène en protéine fibreuse (Yang & Ming 2014). 

Une hyperactivité de l’arginase peut favoriser la régénération des axones et  peut  

entrainer des problèmes dans les voies respiratoires et un épaississement des vaisseaux 

sanguins  ce qui conduit au développement de plusieurs maladies, telles que l’hypertension, le 

diabète, le vieillissement et même la croissance des cellules tumorales (Figure 1.8) (Ströhle et al. 

2016). 



Chapitre 1. Revue de la littérature 

13 

 

 

 

 

 
 

Figure 1.8. Métabolisme de la l- arginine par iNOS et l’arginase et les conséquences 

fonctionnelles dans les cellules (Yang & Ming 2014). NO :Nitric oxide ,monoxyde d’azote, iNOS :Nitric 

oxide sythase inductible ODC, ornithine decarboxylase; OAT, ornithine aminotransferase. 

 
 

2.4 Arginase et l’immunité 
 

Le système immunitaire participe à la protection de l’hôte contre divers agents  

pathogènes. À travers différents mécanismes, l’hôte utilise des réponses immunitaires innées et 

adaptatifs pour la neutralisation de ces agents (Chaplin 2010). 

L’ARG1 est généralement exprimée par le macrophage. Contrairement à l’expression 

primaire dans le foie, le gène ARG1 est régulé par différentes molécules stimulatrices externes 

(IL-4 et 13 secrétés par Th2) (Pauleau et al. 2004). Il est en compétition avec iNOS (codée par 

Nos2). Ce dernier contrôle la production d'oxyde nitrique dans  les  macrophages  M1. 

L'expression de Nos2 et Arg1 permet la polarisation des macrophages vers un profile M1 ou M2 

(Brightbill 1999; El Kasmi et al. 2008). Il existe une relation entre la réponse TH2 et le grand 

nombre de macrophage exprimant ARG1 autour et dans les granulomes. Cette  isoforme  

participe dans la régulation de la synthèse de la proline (acide aminé  important pour la formation 

du collagène). Plusieurs études indiquent que l’ARG1 est impliquée de manière élevée dans la 

fibrose ainsi que dans la régulation de la cicatrisation (Wynn 2004; Loke et al. 2007). 

De plus, le rôle spécifique d'Arg1 est encore inconnu. Des études récentes ont commencé  

à découvrir la fonction de l'arginase dans l’immunité par l’utilisation de la déplétion des 
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macrophages, l'interférence ARN et un inhibiteur de l'arginase S -  (2-éthylbore)  -  l-cystéine 

(BEC) (Anthony et al. 2006; Zhao et al. 2008). 

 

 
2.4.1 Arginase et cancer 

 
La voie d’arginine joue un rôle clé dans le processus de cancer. Des niveaux faibles 

d’arginine permettent l’inhibition de l’activation et de la prolifération des cellules T cytotoxiques    

et des cellules Natural Killer (NK). En revanche, des niveaux élevés d’arginine participent dans 

l’action immunosuppressive des tumeurs (Stanczak et al. 2018). 

Des études ont montré que l’épuisement en arginine favorise une activité de l’ARG1 qui 

participe dans plusieurs effets immunosuppressifs. L’expression d’ARG1 est élevée dans les 

cellules suppressives dérivées de la ligne myéloïde (MDSC), ce qui induit une augmentation de 

nombre de lymphocytes T effecteurs  et une réduction remarquable du nombre des cellules 

tumorales (Miret et al. 2018). Enfin, l’arginase provoque un retard massif de la croissance de la 

tumeur en induisant les mécanismes d’apoptose (Leung et al. 2019). 

 

 
2.4.2 Arginase et allergies 

 
L’arginase est une enzyme exprimée également dans les tissus non hépatiques tels que 

les tissus épithéliaux des voies respiratoires. Comme nous l’avons déjà mentionné, l’arginase a 

une fonction régulatrice des niveaux de NO qui provient du l'oxyde nitrique synthase constitutive 

(cNOS) (Maarsingh et al. 2009). Au niveau de l’épithélium des voies respiratoires, l’arginase 

jouent un rôle clé dans la protection des voies respiratoires. Elle inhibe l’inflammation des voies 

aériennes en favorisant une bronchodilatation et permettant la sécrétion  de  nombreux 

médiateurs par les mastocytes (Meurs et al. 2019). 

L’arginase peut être régulée à la hausse en cas d’asthme allergique par différente 

cytokines libérées telles que le TGFβ, l’IL-4 et l’IL-13, induisant une diminution  dans la  production 

du NO dérivée de cNOS et l’augmentation de l’iNOS causée par l’inflammation  (Meurs et al. 

2019). En outre, l’activité accrue de l’arginase induit une augmentation de la disponibilité de la L-

proline et de la polyamine, qui peuvent participer au remodelage des voies respiratoires en 

stimulant la prolifération des cellules et l’augmentation de la  production  de fibrose et de collagène 

(Maarsingh et al. 2009). 
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3. PCR 

 
3.1 Principe de PCR 

 
La PCR (polymerase chain reaction) est une technique de la biologie moléculaire, basée 

sur une réaction enzymatique en laboratoire qui permet d'amplifier  plusieurs  séquences  de 

l’ADN complémentaire ou génomique et de l’ARN (Uhel et al. 2019), d’où l’enzyme ADN 

polymérase synthétise une séquence complémentaire d'ADN en utilisant deux courts fragments 

d’ADN appelés amorces. Tous les produits nécessaires à l’amplification sont placés dans une 

machine de PCR, appelée thermocycleur. Cette technique implique un processus d'amplification 

exponentielle: une molécule d'ADN est utilisée pour produire deux copies d'un fragment 

spécifique, puis quatre, puis huit, puis des millions de copies (Figure 1.9) (Clark & Pazdernik  

2013) 

3.2 Etapes de PCR 
 

Chaque cycle de PCR est constitué de trois étapes. D’abord, La dénaturation commence par 

chauffer la réaction à environ 95 °C, interrompant les liaisons hydrogène qui maintiennent les 

deux brins d'ADN matrice ensemble. Puis, la réaction est réduite à environ 50° à 65° C, en 

fonction des variables physicochimiques des amorces, permettant le recuit de paires de bases 

complémentaires (Wittwer et al. 1997). Les amorces, qui sont ajoutées à la solution en excès, se 

lient au début de l'extrémité 3' de chaque brin matrice et empêchent la ré-hybridation du brin 

matrice avec lui-même. Finalement , la réplication de l'ADN pilotée par les enzymes commence 

par le réglage de la température de réaction à la valeur qui optimise l'activité de l'ADN  

polymérase (75° à 80° C)(Figure 1.9) (Ghannam & Varacallo 2020). 

3.3 Les acteurs de la PCR 
 

Les éléments majeurs de la PCR sont : une matrice, les  bases  nucléotidique  libres, 

l’ADN polymérase et les amorces. La matrice d’ADN comprend la zone spécifique que nous 

désirons amplifier (Ghannam & Varacallo 2020). L’ADN polymérase est une enzyme pour la 

réplication de l’ADN, Les analogues thermostables de l'ADN polymérase I, comme la Taq 

polymérase, issue d’une bactérie qui pousse dans les sources  chaudes,  est  utilisée  

actuellement grâce à sa résistance aux cycles de refroidissement et de chauffage nécessaires à  

la PCR. Les amorces sont de courts brins d'ADN complémentaires de l'extrémité 3' de chaque 

région cible (Mullis 1990). 
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Figure 1.9. Principe de la PCR (Uhel et al. 2019). 

 
 

3.4 Applications de la PCR 
 

Grâce à sa rapidité et sa simplicité, la PCR a trouvé de manière vite  plusieurs  

applications cliniques, notamment dans les maladies infectieuses (Yang &  Rothman  2004).  

Cette technique peut diagnostiquer les infections virales ou fongiques et les infections 

bactériennes (Mycobacterium tuberculosis dans  les  prélèvements respiratoires) (Piersimoni  et 

al. 1997). Enfin, la PCR a montré son intérêt pour classer les cancers et prévoir la réponse au 

traitement (Hoheisel 2006). 
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4. Problématique 

 
Le macrophage est l'un des principaux composants du système immunitaire. Il  joue un  

rôle important dans la défense contre plusieurs maladies telles que le cancer et les allergies. Le 

cancer est une maladie des gènes (accumulation de mutations dans l'ADN) et l’allergie est une 

réaction immunitaire à une substance spécifique généralement inoffensive telle que le pollen.   

Les macrophages M2 expriment  l’arginase, une enzyme qui catalyse l'hydrolyse de l'arginine en 

L-ornithine et en urée. L’étude de l’expression de cette enzyme au cours du cancer et des 

allergies permet de faciliter la caractérisation des macrophages et d’ouvrir de nouvelles pistes 

thérapeutiques tout en testant de nouvelles molécules anticancéreuses. 

 

Objectif : concevoir des amorces pour le gène Arg1 exprimé par le macrophage M2 au cours du 

cancer et l’allergie. 

But : l’implication du gène Arg1 exprimé par le  macrophage  dans  l’immunité anti tumorale et au 

cours de l’allergie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

. 
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2.1. Conception des amorces 

La conception de bonnes amorces est une étape importante pour la réussite de la PCR. 

Plusieurs critères doivent être pris en considération au cours de la conception des amorces pour 

la PCR. Ces critères sont les suivants: 

• La teneur en GC 

Pour qu’une séquence d'amorce soit choisie, des bases poly C et poly G ne doivent pas 

être présents (BELAID 2017). De plus, le pourcentage optimal en GC dans l'amorce doit être 

compris entre 40 et 60 (Lorenz 2012). 

• La spécificité 

La spécificité de la séquence dépend au moins partiellement de la longueur de l'apprêt. De 

toute évidence, il existe de nombreux oligonucléotides uniques à 24 paires de bases qu’a 15 

paires de bases (BELAID 2017). 

• La taille de l’amorce 

Lors d’une  technique PCR  et pour un meilleur résultat, la taille idéale de l’amorce doit  

être comprise de 15 à 30 bases (Lorenz 2012). De plus, la différence entre les deux amorces  

sens et anti-sens ne doit pas dépasser 3 nucléotides (Wu et al. 2004). 

• La complémentarité 

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

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

complémentaires à autres séquences de l'amorce parce que ceci peut entrainer la formation des 

structures de boucles en épingle à cheveux et des dimères d'amorce (Lorenz 2012). 

 
• Températures de fusion (Tf) 

La température de fusion (Tf) dépend de la longueur des amorces (Rychlik 1995). Elle 

varie entre 52 et 58 °C. la différence de (Tf) finale entre  les deux amorces ne doit  pas dépasser  

5 °C (Lorenz 2012). 

 
• La séquence à l’extrémité 3’ 

Le positionnement terminal 3’ dans les amorces s'est avéré nécessaire pour empêcher  

une mauvaise préparation (BELAID 2017). La fin des amorces 3' doit contenir une base C ou G 
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afin de resserrer l'amorce, d'empêcher la complémentarité des extrémités et d'augmenter 

l’efficacité des amorces(Lorenz 2012). 

 
2.2. Séquence du gène Arg 1 

La séquence du gène Arg1 a été prise à partir de la base de données « ENSEMBL » à 

partir du site « www.ensembl.org » (Fig 2.1 et Fig 2.2). Ce gène contient 12  exons,  nous avons 

choisi l’exon 5. 

 
 

Figure 2.1. Base de données ‘’Ensembl’’ 

 
 

 
➢ Après l’obtention de la séquence de gène ARG-1, on a l’a copié et l’a collé dans  

un document Word. 

http://www.ensembl.org/
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Figure 2.2 : La séquence encadrée du gène Arg1 (exon 5) 

 
2.3. L’outil Primer BLAST 

 
Nous avons utilisé l’outil Primer blaste à partir du centre national de l’information 

biotechnologique (NCBI) « www.Ncbi.nlm.nih.Gov» pour concevoir les amorces spécifiques au 

gène Arg1 (Fig 2.3). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figure 2.3. La base des données NCBI 
 
 

 
Figure 2.4 : L’outil Primer BLAST 

 
Afin d’optimiser les résultats, certains paramètres doivent être prises 

en considération lors de la conception des amorces (Fig 2.5 et 2.6). 
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➢ Tout d'abord, nous devons copier la séquence encadrée (exon 5) et la coller dans la    

case «FAST» et effacer les intervalles non séparables à l'intérieur de notre amorce. 

 

 
Figure 2.5 : Analyse de la séquence d’intérêt par le Primer blast 
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➢ Ensuite, nous avons sélectionné certaines caractéristiques afin d'obtenir nos résultats 
 
 

 

Figure 2.6 : les caractéristiques selectionnées 

 
2.4. PCR in-silico 

 
Une analyse de confirmation de la paire d’amorces choisie a été effectuée par une  

in silico-PCR (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 3.7 : le logiciel in-silico PCR 
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Chapitre 3. Résultats 

 
3.1. Résultats de primer blast 

 
Afin de concevoir de bonnes amorces, nous avons d’abord utilisé le site Ensembl pour 

découvrir l’intégrité du gène Arg1 qui contient 12 exons. Ensuite, l'exon 5 a été choisi pour 

obtenir l'amorce spécifique du gène Arginase1 à l’aide de l’outil Primer-Blast. Ceci nous a 

permis d’obtenir 10 paires d’amorces spécifiques du gène Arg1. 

 
La paire d’amorces 8 a été choisi parce qu’elle répond aux  critères de bonnes amorces. 

• Température de fusion : directe 60.75  ͦC et l’inverse  59.53 ͦ C 

• Longueur : directe 22 nucléotides, inverse 20 nucléotides 

• Teneur en GC : directe 50%, inverse 55% 

• Amorce spécifique : moins de 1000 paire de base (704) 

• Produits aspécifiques : tous plus de 1000 paire de base 

 
Les résultats de conception d’amorces par l’outil Primer-blast sont présentés dans (Fig 3.1 et 

3.2). 

 

 
Figure 3.1. Résultat à partir d l’outil Primer BLAST 
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3.2. Confirmation des résultats 

 
La dernière étape de notre travail est de confirmer les résultats qui se fait par le logiciel 

«In-Silico PCR » via le site https://genome.ucsc.edu/ qui nous a donné l’emplacement de 

notre produit spécifique sur le chromosome 6 et grâce à cela nous avons prouvé la 

spécificité de ces amorces (Fig 3.2). 

 

 
Figure 3.2 : Confirmation des résultats par le logiciel in Silico-PCR 
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives 

 
 

Le cancer et les maladies allergiques sont connus dans le monde en raison d'un 

trouble du système immunitaire. Les cellules tumorales ont une capacité d’échapper aux 

réponses immunitaires et l’allergie représente un dérèglement du système immunitaire 

contre les substances qui ne sont pas nocives pour l'organisme mais provoquent des 

allergies. 

Les macrophages sont de grandes cellules qui exercent plusieurs fonctions. Ils sont de 

deux types, des macrophages classiquement activés (pro-inflammatoires, M1) et des 

macrophages alternativement activés (anti-inflammatoires, M2). Ces derniers expriment 

l’arginase, enzyme qui entre en compétition avec iNos exprimée par les M1 pour le même 

substrat qui est le l-arginine. L’arginase permet son conversion en ornithine et uréé, tandis 

que l’iNos le convertit en NO et citruline. L’étude de l’expression de ces enzymes permet de 

caractériser les phénotypes des macrophages au cours des pathologies. 

Le présent travail a pour but de concevoir des amorces pour le gène ARG1 afin 

d’étudier, à l’aide d’une PCR, son expression par le macrophage M2 au cours du cancer et 

de l’allergie. 

La mise en œuvre de la technique PCR à l'aide de ses amorces  fournira à l'avenir  

de nouvelles méthodes pour comprendre, détecter et diagnostiquer les maladies allergiques 

et le cancer tout en évaluant l'effet de l'ARG-1 sur les macrophages M2 au cours de ces 

maladies. 
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Résumé 

Introduction : les macrophages sont des cellules essentielles du système immunitaire. Ils ont un rôle 
important au cours de plusieurs pathologies telles que le cancer et l’allergie. Les macrophages impliqués 
dans la réponse anti tumorale sont des macrophages associés aux tumeurs (TAM) et peuvent participer à 
la phagocytose des cellules cancéreuses (métastatiques). L’arginase, enzyme exprimé par les 
macrophages, catalyse la réaction de conversion la L-arginine en L-ornithine et en urée. L’étude de 
l’expression de cette enzyme au cours des pathologies permet de faciliter la caractérisation de ces cellules. 
Objectif : concevoir des amorces du gène Arg1 exprimé par le macrophage M2 au cours des réactions 
allergiques et le cancer. 
Matériel et méthodes : La conception de bonnes amorces passe par plusieurs étapes. D’abord, la 
séquence du gène Arg1 a été prise à partir du site ENSMBL. Ensuite, À travers le centre national de 
l’information biotechnologique (NCBI) et par l’utilisation de l’outil Primer blaste, les amorces spécifiques au 
gène Arg1 ont été conçues. Enfin, la paire d’amorces choisie et qui répond aux critères de choix de bonnes 
amorces a été vérifié par in silico-PCR 
Résultats : Parmi les 10 paires d’amorces spécifiques du gène Arginase 1 obtenues, nous avons choisi la 
huitième paire d’amorces car elle répond aux critères de bonnes amorces. 

Conclusion : Concevoir une bonne amorce aide à réussir la technique PCR, et donc l'amplification 
correcte du gène ARG-1 et l'étude de son rôle sur le cancer et les réactions allergiques. 
Mots clés : Macrophage, allergie, cancer, Arginase-1, amorces. 

 

 
Abstract 

Introduction: Macrophages are essential cells of the immune system. They play an important role in 
several pathologies such as cancer and allergy. The macrophages involved in the anti-tumor response are 
tumor-associated macrophages (TAM), and they can participate in the phagocytosis of (metastatic) cancer 
cells. Arginase, an enzyme expressed by macrophages, catalyzes the reaction of conversion of L-arginine 
to L-ornithine and urea. The study of the expression of this enzyme during pathologies makes it possible to 
facilitate the characterization of these cells. 
Objective: to design primers for the Arg1 gene expressed by the M2 macrophage during allergic reactions 
and cancer. 
Materials and methods: The design of good primers goes through several steps. First, the sequence of 
the Arg1 gene was taken from the ENSMBL site. Then, using the National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) and Primer blast tool, primers specific to the Arg1 gene were designed. Finally, the pair 
of primers chosen and which meets the criteria for choosing good primers was verified by in silico-PCR 
Results: Among the 10 pairs of primers specific for the Arginase 1 gene  obtained, we chose the eighth 
pair of primers because it responds to the criteria  of good primers. 
Conclusion: Designing a good primer helps to achieve the PCR technique, and therefore the correct 
amplification of the ARG-1 gene and the study of its effect on cancer and allergic reactions. 
Keywords: Macrophage, allergy, cancer, Arginase-1, primers. 

 

 
  

 ملخص 

السرطان والحساسیة. الضامة المشاركة في الاستجابة المضادة   البلاعم ھي خلایا أساسیة لجھاز المناعة. لدیھم دور مھم في العدید من الأمراض مثلمقدمة: 

، وھو إنزیم تعبر عنھ الضامة ، یحفز التفاعل   Arginase( وقد تشارك في البلعمة للخلایا السرطانیة )النقیلي(. TAMللورم ھي الضامة المرتبطة بالورم )

 بیر عن ھذا الإنزیم أثناء الأمراض تسھیل توصیف ھذه الخلایا. والیوریا. تتیح دراسة التع L-ornithineإلى  L-arginineلتحویل 

 أثناء تفاعلات الحساسیة والسرطان.  M2الذي یعبر عنھ البلاعم   Arg1تصمیم مواد أولیة لجین الھدف: 

من خلال المركز الوطني   ذلك، . بعدENSMBLمن موقع   Arg1تم أخذ تسلسل الجین  أولا ،ھناك عدة مراحل في تصمیم البادئات الجیدة. المواد والطرق: 

ا، . Arg1تم تصمیم بادئات خاصة بجین  ،Primer blast( ومن خلال استخدام أداة NCBIلمعلومات التكنولوجیا الحیویة ) تم التحقق من زوج   أخیر 

 silico-PCRالبادئات المختارة والذي یلبي معاییر اختیار البادئات الجیدة في  

 اخترنا الزوج الثامن من البادئات لأنھ یستجیب لخصائص البادئات الجیدة.  ، Arginase 1ن البادئات الخاصة بجین أزواج م 10من بین النتائج: 

ودراسة دوره في السرطان وردود الفعل   ARG-1وبالتالي التضخیم الصحیح لجین  ،PCRإن وجود برایمر جید یساعد على تمریر تقنیة الخلاصة: 

 التحسسیة. 

 البادئات.  ،1الأرجیناز  السرطان، الحساسیة، البلاعم، الكلمات المفتاحیة:

 

 


