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Résumé 

Introduction 

   CXCL2 est une petite cytokine appartenant à la famille des chimiokines CXC est 

caractérisé par la présence d’un motif ELR, ces  chimiokines intervient dans 

l’inflammation, l’auto-immunité et l’immunité anti-infectieuse et agissent sur les 

cellules immunitaires en induisant leurs recrutement 

 

Objectif 

Choisir le bon couple d amorces pour le Primer Blast qui assure l’amplification de la 

PCR qui fait l’intérêt de notre étude  concernant le gène cxcl2, une chimiokine  qui 

est impliqué dans l’inflammation, l’auto immunité et l’immunité anti infectieuse.  

 

Matériels et méthodes  

Faire la conception de la bonne amorce par PCR et la confirmer en utilisant les sites 

de biotechnologie 

 

Résultats 

Confirmation de la présence des amorces du gène CXCL2 visées par le PCR et 

données par le Primer blast. 

 

Conclusions 

CXCL2 est une petite chimiokine qui intervient dans les maladies inflammatoire,  

auto-immunitaire, et dans l’immunité anti-infectieuse,. Le contrôle des niveaux 

d’expression des récepteurs de chimiokines CXCL2 ou bien le dosage de CXCL2 

elle-même dans le sang peut moduler la réaction immunitaire et peut aussi devenir  

une thérapeutique ciblé pour ces maladies de la santé publique.  

 

 

Mots clé  

CXCL2 , l’inflammation, l’auto-immunité, l’immunité anti-infectieuse. 



 

3 
 

Abstract 

 Background: 

   CXCL2 is a small cytokine belonging to the family of chemokines CXC is 

characterized by the presence of an ELR motif, these chemokines are involved in 

inflammation, autoimmunity and anti-infectious immunity and act on immune cells by 

inducing their recruitment 

 

 Objective: 

Choose the right pair of primers for the Primer Blast which ensures the amplification 

of the PCR which is the interest of our study concerning the cxcl2 gene, a chemokine 

which is involved in inflammation, autoimmunity and anti-immunity. infectious. 

 

Materials and methods 

Design the correct primer by PCR and confirm it using the biotechnology sites 

 

Results 

Confirmation of the presence of the CXCL2 gene primers targeted by the PCR and 

given by the Primer blast. 

 

Conclusions 

CXCL2 is a small chemokine involved in inflammatory, autoimmune, and anti-

infective immunity. Monitoring the expression levels of CXCL2 chemokine receptors 

or the dosage of CXCL2 itself in the blood may modulate the immune response and 

may also become a targeted therapy for these public health diseases. 

 

Key words 

CXCL2, inflammation, autoimmunity, anti-infective immunity 
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 ملخص

 المقدمة

ELR عنصر  بوجود یتمیز    ،  chemokines CXC عائلة إلى ینتمي صغیر سیتوكین عن عبارة   CXCL2 

 طریق عن المناعیة الخلایا على وتعمل للعدوى المضادة والمناعة الذاتیة والمناعة الالتھابات في الكیمیائیات ھذه وتشارك
تجنیدھم تحریض  

  ھدف

تضخیم یضمن الذي PCR یتعلق فیما دراستنا یھم ما وھو   Primer Blast لـ البادئات من المناسب الزوج إختیار   

. للعدوى و للمناعة المضادة الذاتیة والمناعة الالتھاب في تشارك كیمیائیة مادة وھو ، . CXCL2 بجین   

والأسالیب المواد  

الحیویة التكنولوجیا مواقع باستخدام بتأكیده میاقالو PCR بواسطة الصحیح التمھیدي میصمت    

 

 النتائج

.Primer Blast بواسطة تقدیمھا تم والتي  PCR بواسطة المستھدفة   CXCL2 الجینیة البادئات لوجود تأكیدًا  

 

 الاستنتاجات

للعدوى والمضادة الذاتیة والمناعة الالتھابیة المناعة في تشارك صغیرة كیمیائیة مادة عن عبارة CXCL2 

الدم في نفسھا  CXCL2 جرعة أو الكیمیائیة  CXCL2 مستقبلات عن التعبیر مستویات مراقبة تؤدي قد   

العامة الصحیة الأمراض لھذه مستھدفًا علاجًا أیضًا تصبح وقد المناعیة الاستجابة تعدیل إلى  

الدالة الكلمات  

للعدوى مضادة مناعة ، ذاتیة مناعة ، التھاب  ،  CXCL2 
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 Introduction 

CXCL2 est une petite cytokine appartenant à la famille des chimiokines CXC. Il a été 

isolé pour la première fois chez les macrophages et est également connue sous le 

nom de protéine inflammatoire des macrophages 2 (MIP-2), et caractérisée par la 

présence d’un motif ELR (Glutamine-Leucine-Arginine)  adjacent  aux  CXC(1–4).  

Ces  chimiokines interviennent dans les maladies inflammatoire, auto-immunitaire, 

ansi que dans l’immunité anti-infectieuse, ils provoquent l’inflammation qui constitue 

le point commun de ces maladies et agissent sur les cellules immunitaires en 

induisant leurs recrutement, et leurs activation,  aussi  bien  en  condition  

physiologique  que  pathologique(1,3). 

MIP-2 est libéré par une variété de cellules telles que les sous formes de 

macrophages, les monocytes, les cellules épithéliales et les hépatocytes, en réponse 

à une infection ou à une blessure (4) 

 Le  gène codant pour la molécule CXCL2 est localisé avec un nombre d'autres 

chimiokines CXC dans une courte région (360 kb) du chromosome humain 4 et pour 

leur étude en utilisant la biotechnologie et la PCR qui nous permettra de mieux 

connaitre cette molécule,  d’où l’objectif de notre étude qui consiste à concevoir les 

bonnes paires d’amorce afin d’assurer la réussite de la PCR(3,5). 

Dans ce travail, nous essayons de comprendre le rôle de cette chimiokine dans le 

processus inflammatoire notamment dans les maladies auto-immunes et infectieuses 

et nous réalisons une paire d’amorce PCR pour l’amplification de son gène. 
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Chapitre1 : revue de la littérature  

1. Le chimiokine CXCL2 

1.1. Les chimiokines   

Les  chimiokines  sont  des  petites protéines solubles de  faible  poids  moléculaire  

entre  8  et  14  kDa. La plupart sont très basiques et partagent les caractéristiques 

suivantes:  

Elles existent de manière réversible en tant que monomères, dimères et certaines en 

tant que oligomères. 

Elles activent les récepteurs appartenant à la classe des récepteurs couplé a la 

protéine G  et se lient aux glycosaminoglycanes sulfatés (GAG)(6).   

Elles sont impliquées dans le trafic, d’où leur nom (cytokines chimiotactiques) 

Enfin, elles induisent l’activation cellulaire,  aussi  bien  en  condition  physiologique  

que  pathologique  (inflammation, organogenèse,  angiogenèse,  diffusion  

métastasique,  polarisation  de  la  réponse  immune…).  

Sur la base des cystéines conservées, les chimiokines sont classées en sous-

familles CXC et CC. Les N-acétyl-cystéine (NAC) sont des chimiokines CXC qui sont 

caractérisées par le motif «ELR» conservé précédant le N-terminal Cysteiné (7).  

1.2. Classification 

les chimiokines présentent une structure tridimensionnelle  hautement  conservée 

(figure 1.1). Sur cette base, une nouvelle classification des chimiokines est née en  

l’an 2000. Environ 50 chimiokines qui présentent divers propriétés physiologiques et 

pathologiques ont été découvertes (tableau1.1), et la plupart appartiennent aux 

familles CC et CXC. Les 50 membres de cette famille, ont été classés en quatre 

groupes selon l’emplacement de la chaîne polypeptidique cystéine, les CXC (α),  les 

CC (β), les XC (γ) et les CX3C (δ) chimiokines (figure 1.2) (8,9).  
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Figure.1.1. Structure tridimensionnelle des chimiokines (Krishna et all, 2019) 

 

 

      

Figure .1.2.les différents types des chimiokines( Beauchap,2016 ) 

 

1.3. Les CXC chimiokines ou CXC ligands  

Ce groupe comporte 16 membres répartis dans deux sous-groupes selon la 

présence ou non  d’un  motif  ELR  (Glutamine-Leucine-Arginine)  adjacent  aux  

CXC.  La majorité des gènes CXCL se retrouvent dans un cluster sur le chromosome 

4, à l’exception de CXCL12, CXCL14 et CXCL16 codés par le chromosome 10(9).  
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1.3.1. Les CXC chimiokines ELR+  

Les  chimiokines  contenant  le  motif  ELR  sont  au  nombre  de  8:  CXCL1,  

CXCL2, CXCL3,  CXCL5,  CXCL6,  CXCL7,  CXCL8  et  CXCL15.  Ces  chimiokines  

attirent préférentiellement les polynucléaires neutrophiles. Elles sont produites par 

différentes cellules en réponse à des stimuli  cytokiniques pro-inflammatoires (l’IL-1 

et le TNF-α). Elles induisent l’adhésion et  la migration  des  neutrophiles  aux  

cellules  épithéliales  à  travers  l’endothélium et interagissent avec CXCR1 et 

CXCR2 .Ces  chimiokines  ont  aussi  un  rôle  angiogénique puisqu’elles sont 

chimioattractantes pour les cellules endothéliales(10).  

1.3.2. Les CXC chimiokines ELR-  

Ce  sous-groupe  est  composé  de 7 membres,  CXCL4,  CXCL9,  CXCL10,  

CXCL12,  CXCL13, CXCL14  et  CXCL16.  Ces  chimiokines agissent plutôt sur  les  

Lymphocytes T cytotoxiques   et  les  monocytes avec  une faible action sur les 

neutrophiles, et contrairement aux ELR+,  elles ont des propriétés antiangiogéniques 

et interagissent avec CXCR1(11–13).   

 

 

 

Tableau 1.1. Classification des chimiokines et de leurs récepteurs spécifiques 

(Abbas et all, 2005)  
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1.4. Les CC chimiokines ou CC 

Ce groupe comporte 28 membres. Le locus de la plupart de ces CC-chimiokines se 

situe sur  le  chromosome  17,  à  l’exception  de  CCL19  qui  se  trouve  sur  le  

chromosome  9  et  des CCL24 et CCL26 qui sont sur le chromosome 7. Les 

premières cibles de ces chimiokines sont les  cellules  mononuclées.  Ces  

chimiokines  sont  impliquées  à  la  fois  dans  les  processus d’homéostasie  et  

d’inflammation.  Les  CC-chimiokines  pro-inflammatoires,  impliquées  dans 

l’allergie,  sont  généralement  inductibles : CCL1, CCL2, CCL7, CCL8, CCL11, 

CCL13, CCL17, CCL22, CCL24 et CCL26,  et  celles   engagées  dans  

l’homéostasie  sont exprimées  constitutivement, CCL19, CCL20 et CCL21 (14,15). 

Ces  trois  chimiokines  dirigent  les  lymphocytes  T  et  les  cellules  dendritiques  

vers  les  sites spécifiques  au  travers  du  tissu  lymphoïde  (16).  Les    chimiokines 

CC  impliquées  dans  le développement sont CCL17 et CCL25 (17,18). 

1.5. Les C chimiokines ou CL 

Cette  famille  comprend  2  membres,  XCL1  et  XCL2.  XCL1  est  capable  

d’induire  la chimiotaxie de Lymphocytes CD4+et CD8+, ainsi que des  cellules NK  

(19). Elle  ne présente pas de  propriétés chimiotactiques vis-à-vis des monocytes ou 

des neutrophiles (20). XCL1  peut  induire  un  effet  suppressif  et cytotoxique  

contre  des  tumeurs  ou  des  cellules  T  effectrices  (21).  XCL1  et  son  récepteur 

XCR1 sont faiblement exprimés dans les LTreg de patients asthmatiques allergiques. 

Cette sous  expression  est  corrélée  avec  une  diminution  de  fonction  régulatrice  

des  Treg,  leur fonction régulatrice peut être rétablie par administration de XCL1 

(22). 

1.6. Les CX3C chimiokines ou CX3CL 

Le  seul  membre  de  cette  famille  est  CX3CL1.  On  connaît   deux  formes 

distinctes  de  cette  chimiokine  :  une  forme  membranaire  et  une  forme  soluble.  

La  forme soluble  a  une  activité  chimiotactique  vis-à-vis  des  LTc et  des  

monocytes.  La  forme membranaire,  exprimée  sur  les  cellules  endothéliales  

activées  et  les  cellules  épithéliales bronchiques, favorisent l’adhésion de ces 

leucocytes  (23). Plusieurs études ont montré l’implication  de  cette  chimiokine  

dans  l’asthme.  Chez  les  patients  allergiques,  CX3CL1  est fortement  présente  

dans  le  sang  .  De  plus,  une  forte  expression  membranaire  de cette chimiokine 

est observée au niveau des  cellules endothéliales et épithéliales bronchiques (24).  

Ce  qui  pourrait  contribuer  au  recrutement  rapide  des  lymphocytes  T  vers  les  
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voies aériennes. L’absence  de  récepteur  CX3CR1  ou  son  blocage  réduit  les 

paramètres  de  la  réaction  allergique  pulmonaire (4). 

 

1.7. CXCL2 

1.7.1. L’histoire de CXCL2 

CXCL2 est une petite cytokine appartenant à la famille des chimiokines CXC. Il a été 

isolé pour la première fois en 1988 et est également connu sous le nom de protéine 

inflammatoire des macrophages 2 (MIP-2)(8,25).   

Il y a deux familles apparentées de cytokines nommés protéines inflammatoires de 

macrophages (MIP) I et 2 (25). Des données récentes indiquent que MIP-i et MIP-2 

sont membres de deux grandes familles de cytokines dont les ADNc ont été clones à 

partir de fibroblastes activés, de cellules T et de macrophages par ADN soustractif 

techniques d'hybridation. Comparaison des séquences acides aminées  de ces deux 

familles suggèrent qu'elles peut avoir surgi au cours de l'évolution d'un précurseur 

commun et peuvent donc avoir certaines fonctions en commun(8,25,26). MIP 2, 

comprend les produits plaquettaires tels que le facteur plaquettaire 4 et / 3-

thromboglobuline ainsi que plusieurs autres produits géniques  qui ont des effets sur 

un certain nombre de types de cellules, y compris les neutrophiles, les fibroblastes, 

les cellules hématopoïétiques et les cellules du mélanome(27). 

1.7.2. Le gène de chimiokine MIP-2 

Le gène CXCL2 est localisé avec un nombre d'autres chimiokines CXC dans une 

courte région (360 kb) du chromosome humain 4(figure 1.3) et caractérisé par la 

présence de 2 exons et 3 introns(1,2,5). 
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Figure.1.3.Le gène de chimiokine CXCL2 (Ivan Bieche et all.2007). 

 

1.7.3. Production 

MIP-2 est libéré par une variété de cellules telles que les sous formes de 

macrophages, les monocytes, les cellules épithéliales et les hépatocytes, en réponse 

à une infection ou à une blessure (4) . MIP-2 a été détecté à l'origine dans les 

macrophages dans le cadre de leur réponse à des stimuli inflammatoires (28)  . 

La production de MIP-2 est régulée par de multiples facteurs. Comme pour les autres 

chimiokines, elle est régulée aux niveau transcriptionnel par signalisation via les 

récepteurs Toll like (TLR) 2, TLR3 et TLR4 en réponse à divers agents pathogènes 

(8,29).  

1.7.4. Rôle physiologique de  CXCL2 

Toutes les chimiokines exercent leurs fonctions en se fixant sur des  récepteurs 

couplés a la protéine G. Certaines chimiokines sont considérées comme pro-

inflammatoires. La sécrétion de ces chimiokines est induite lors de la réponse 

immunitaire afin de favoriser l'arrivée de cellules du système immunitaire au niveau 



 

19 
 

d'un site infectieux en activant l'intégrine  des cellules phagocytaires. D'autres 

chimiokines sont impliquées dans le contrôle de la migration de cellules au cours des 

processus de maintenance tissulaire ou au cours du développement(1,30,31).  

MIP-2 est un puissant facteur chimiotactique et d'activation des neutrophiles et joue 

un rôle critique dans le recrutement des  neutrophiles lors d'une inflammation aiguë 

(32) . Les neutrophiles sont les globules blancs le type de cellules sanguines le plus 

abondant en circulation et un sous-ensemble majeur de cellules immunitaires innées 

chez les humains. Une activation et un recrutement inappropriés des neutrophiles à 

la microcirculation contribue aux manifestations pathologiques de nombreux types 

d'inflammation (33) . MIP-2 affecte le recrutement et l’activation des neutrophiles, en 

se liant à ses récepteurs spécifiques, CXCR1 et CXCR2 (8).  

CXCL2 participe également au maintien de l'homéostasie des neutrophiles et à la 

régulation de la mobilisation des neutrophiles de la moelle osseuse, au roulement et 

à l’adhésion étroite aux cellules endothéliales, et au transport vers le circulation 

sanguine(34) . De plus, l'activation de CXCL2 conduit à la mobilisation rapide des 

neutrophiles et à l’augmentation significative du nombre de neutrophiles dans le 

sang. Cependant, les stimuli inflammatoires persistants produisent un excès de 

CXCL2, et cet excès peut endommager les tissus et entrainer des maladies. 

1.7.5. Le récepteur de CXCL2 

 

Figure.1.4. structure des récepteurs des chimiokines (Ciar) 
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Les chimiokines agissent via leurs récepteurs à sept domaines transmembranaires 

de type GPCR qui présentent tous une structure tertiaire semblable: récepteur 

transmembranaire à sept hélices alpha et forment une chaine polypeptidique 350 à 

360 acide aminé (figure 1.4) (3).  

Les récepteurs des chimiokines sont classés selon la même division que les ligands. 

Bien qu'il y ait plus que 45 ligands, les récepteurs correspondants sont moins 

nombreux (moins de vingt). En général, les chimiokines CXC se lient aux récepteurs 

CXC et les chimiokines CC se lient aux récepteurs CC(3,35). Certains ligands sont 

hautement sélectifs pour un seul récepteur, tandis que d'autres se lient à plusieurs 

récepteurs. Les ligand liés aux récepteurs de chimiokines ciblés induisent différents 

mécanismes, y compris l'adhésion et la migration associées avec des changements 

de morphologie cellulaire (36,37).  

Les neutrophiles humains co-expriment CXCR1 et CXCR2 à des niveaux similaires, 

qui interagissent avec les chimiokines via deux sites, mais les profils d'activité entre 

les récepteurs peuvent varier pour une chimiokine donnée et entre les chimiokines 

(figure 1.5). Les profils d'activité et les activités de signalisation en aval peuvent 

varier entre les membres(38). Contrairement à CXCR2, les NAC montrent une 

gamme d'affinités pour CXCR1 avec le monomère CXCL8 seul montrant l'activité 

CXCR1 la plus élevée(3,39). 

 

Figure.1.5.complexe chimiokine récepteur (Krishna et all, 2019) 

 

CXCR2 est un récepteur avec une affinité de liaison élevée avec les ligands CXCL1 

et CXCL2(36,40). Il est exprimé par les cellules résidentes du système nerveux 
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central (SNC), y compris les neurones, la microglie, les cellules progénitrices des 

oligodendrocytes (OPC) et les oligodendrocytes, ainsi que par les neutrophiles et les 

cellules endothéliales (41). La signalisation CXCR2 est importante dans la régulation 

de la biologie des OPC en ce qui concerne la migration de position et la myélinisation 

pendant le développement. Plus récemment, des études ont fait valoir que CXCR2 

est impliqué dans le contrôle des événements liés à la remyélinisation après une 

démyélinisation induite expérimentalement(36). 

Les ligands spécifiques de CXCR2 sont sécrétés par de nombreux types de cellules 

différents, y compris les macrophages, cellules endothéliales, neutrophiles et 

astrocytes.  

1.7.6. Signalisation intracellulaire  

Comme  tous les récepteurs de chimiokine connus, CXCR2 est de type GPCR. Les 

chimiokines capables de se lier à CXCR2 contiennent le motif tripeptidique ELR dans 

leur domaine N-terminal, contrairement aux chimiokines CXC non ELR telles que 

CXCL12, qui attirent généralement les lymphocytes. Suite à la liaison avec son 

ligand, CXCR2 active la protéine G via l'hydrolyse des phosphoinositides pour 

générer du diacylglycérol et de l'inositol 1,4,5-trisphosphate, qui active la protéine 

kinase C permettant la mobilisation du calcium pour initier les réponses cellulaires 

(30,31,40). Le complexe ligand-récepteur, après signalisation, est phosphorylé et 

endocytosé par des voies de signalisations. Ensuite, CXCR2 peut être soit dégradé, 

soit transporté vers la membrane cellulaire pour la réexpression(31).     
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2. CXCL2 et  l’inflammation  

2.1. L’inflammation 

 L'inflammation est un processus naturel et protecteur résultant d'une agression 

(allergie, infection, blessure...). Elle a pour objectif de reconnaître, détruire et 

éliminer toutes les substances qui lui sont étrangères. La réaction inflammatoire 

dépasse parfois ses objectifs, responsable d’effets délétères, mais il s’agit là du prix 

que l’organisme doit parfois payer pour assurer le maintien de son intégrité(25,42). 

La détection de l'agression par l'organisme entraine une arrivée massive de 

cellules immunitaires sur le site concerné. Pour cela, les vaisseaux sanguins de la 

zone se dilatent et les cellules immunitaires sur place produisent des molécules qui 

activent et attirent leurs congénères en fonction de la menace identifiée. C'est ce 

qui cause les rougeurs, gonflements, douleurs et sensation de chaleur souvent 

présente sur le site de l'inflammation(8,42). 

Les cellules immunitaires s'activent les unes les autres par la production des 

signaux et des molécules  lorsqu'elles détectent une menace quelconque, 

déclenchant notamment l'inflammation(43). Mais certaines personnes souffrent 

d'une anomalie entrainant une activation chronique des défenses immunitaires, en 

l'absence de tout danger réel. Ces maladies sont qualifiées d'auto-inflammatoire ou 

d'auto-immunes, selon le type d'acteurs de l'immunité qui est en cause(40). Ainsi 

les maladies auto-inflammatoires concernent plus un dysfonctionnement de 

l'immunité innée, c'est-à-dire les premières lignes de défense du corps dont la 

nature est similaire quelle que soit la menace. Les maladies auto-immunes, elles, 

caractérisent plutôt un souci de l'immunité adaptative, celle qui est spécifique du 

danger en présence et que l'immunité innée active si son action est insuffisante (le 

principe du vaccin repose sur ce type d'immunité)(42). Parmi les maladies auto-

immunes, les plus connues, on cite le diabète de type 1 (DT1), la polyarthrite 

rhumatoïde et la sclérose en plaque(8,27,44). 

 

2.2. CXCL2 dans l’inflammation  

Les chimiokines inflammatoires exerçent un effet sur le recrutement et l'adhésion des 

cellules inflammatoires et peuvent médier l'inflammation qui endommage la barrière 

vasculaire(figure1.6),  conduisant à une expression accrue des facteurs d'adhésion 

de surface, une perméabilité accrue du système vasculaire,  une adhésion et une 
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agrégation des cellules inflammatoires(5,36). CXCL2 également connu comme 

produit génique lié à la croissance, joue un rôle très important dans le processus de 

inflammation blessure réparation et a  des fonctions physiologiques importantes, 

telles que la participation à la réorganisation du cytosquelette,  la migration cellulaire, 

l’adhésion et  les réponses immunitaires(45). 

 

Figure.1.6. le recrutement et l'adhésion des neutrophiles dans l'inflammation 

(Krishna et all, 2019) 

CXCL2 est impliquée dans la progression des maladies cardiovasculaires. Elle agit 

comme une chimiokine puissante pour le recrutement et l'adhésion des neutrophiles 

dans l'inflammation, qui contribue à la formation de plaques athérosclérotiques dans 

l'athérosclérose(3). En outre, dans l'obésité,  CXCL2 induit une inflammation 

chronique qui accélère le processus pathologique de l'athérosclérose. En revanche, 

la surexpression de CXCL2 dans le myocarde conduit à des dommages de la cellule 

myocardique, qui a un effet néfaste dans l'infarctus du myocarde. CXCL2 peut 

recruter directement des neutrophiles et activer les leucocytes. En outre, CXCL2 est 

également un chimioattractant efficace pour les macrophages et mastocytes (5,37).  

CXCL2 accélère le développement de l'obésité a des caractéristiques de réactions 

inflammatoires chroniques de bas niveau, telles que des niveaux anormaux de 
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cytokines plasmatiques, augmentation de l'expression du tissu adipeux en phase 

aiguë, activation des voies de signalisation pro-inflammatoires, et aussi 

l’inflammation du tissu adipeux dans l'obésité. CXCL2 est également associée à 

l'apparition et au développement d’obésité (46).  

La surexpression de CXCL2 peut provoquer une inflammation, entraînant des lésions 

cellulaires dont des dommages aux vaisseaux sanguins et une libération des 

espèces réactives de l'oxygène (ROS). Donc la suppression de CXCL2 peut réduire 

ces blessures(5). Il convient de mentionner que les neutrophiles ont deux rôles dans 

l'expression de CXCL2, y compris autocrine induction de l'expression de CXCL2 et 

de l'expression induite par CXCL1(47). De plus, l'induction autocrine de l'expression 

de CXCL2 est inhibée par des concentrations élevées de protéine CXCL2, tandis 

que l'expression induite par CXCL1 de CXCL2 n'est pas soumise aux contrôles 

négatifs. De plus, la capacité de CXCL1 à influencer l'expression des neutrophiles de 

CXCL2 dans un mode monotone peut permettre aux types de cellules sentinelles 

locales qui détectent l'infection de «régler avec précision» l'ampleur de la réponse 

des neutrophiles(9,45,48) . 
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3. CXCL2 et auto-immunité 

3.1. Auto immunité et les maladies auto-immunes 

Les maladies auto-immunes sont classées selon les organes et tissus visés par la 

réponse immunitaire. Il existe une maladie auto-immune spécifique à presque tous 

les organes du corps, impliquant généralement une réponse à un antigène exprimé 

uniquement dans cet organe (49,50). Dans d'autres maladies auto-immunes, telles 

que le lupus érythémateux systémique, aucun type de cellule particulier ne semble 

être ciblé; la réponse semble plutôt être dirigée contre l’antigène largement exprimés 

dans tout l'hôte(49). 

Les maladies auto-immunes sont contrôlées par des facteurs génétiques et 

environnementaux. Ces deux facteurs affectent la sensibilité à l'auto-immunité à trois 

niveaux: la réactivité globale du système immunitaire, l'antigène spécifique et sa 

présentation (50). Les facteurs génétiques et environnementaux peuvent augmenter 

la sensibilité à l'auto-immunité en affectant la réactivité globale et la qualité des 

cellules du système immunitaire. De plus, ils contrôlent quels antigènes, et donc 

quels organes seront les cibles de l'immunité attaque. La spécificité de l'antigène et 

l’organe est affectée par la présentation et la reconnaissance de l'antigène, 

l'expression de l'antigène et l'état et la réponse des organes cibles (49). 

 Ces maladies sont spécifiques des antigènes et des auto-anticorps dirigés vers les 

antigènes du soi. La reconnaissance d'antigènes largement exprimés entraîne 

parfois de manière inattendue des manifestations sélectives d'organe. Les lésions 

auto-immunes des organes peuvent être médiées par les cellules T, comme dans la 

sclérose en plaques (SEP), le diabète de type 1 et la maladie d’Addison et CD4 + et / 

ou les cellules T CD8 + peuvent jouer un rôle crucial. Dans ces maladies, des auto-

anticorps sont également produits et servent de marqueurs des réponses des 

lymphocytes T spécifiques de l'antigène, par exemple, sous forme d'anticorps contre 

l'insuline ou d'autres antigènes de cellules d'îlots pancréatiques dans diabète de type 

1 (49,50).  

3.2. Rôle de CXCL2 dans l’auto immunité 

Il existe une association de CXCL1 et CXCL2 avec divers maladies, y compris le 

DT1 (51). La régulation transcriptionnelle des gènes CXCL1 et CXCL2 par IL-1 est 

susceptible de représenter un élément essentiel sous-jacent de l'inflammation 
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cellulaire. L’approche de la biologie des systèmes indique un lien fort entre IL-1 / NF-

B et CXCL1 / 2 dans les maladies auto-immunes (51). 

CXCL1 et CXCL2 sont capables d'attirer les cellules CXCR2, telles que les 

neutrophiles, aux sites d'inflammation (52). Les neutrophiles participent à l'initiation 

du processus à médiation auto-immune qui se traduit par une diminution de la masse 

cellulaire fonctionnelle (53). Cependant,  on ne sait pas encore comment différents 

leucocytes collaborent pour initier le processus auto-immun. L’initiation de auto-

immunité et / ou poursuite de la réponse auto-inflammatoire qui conduit à la 

destruction des cellules peut nécessiter la synthèse et la sécrétion de chimiokines 

telles que CXCL1 et CXCL2, directement à partir des cellules d'îlots. Ces protéines 

chimioattractants recrutent les cellules qui commencent (ou maintiennent) le 

processus inflammatoire, conduisant finalement à l'apparition et à la progression de 

l’auto-immunité (53,54). En effet, les cellules de rongeurs et  les cellules humaines 

fabriquent et sécrétent CXCL1 et CXCL2 qui se lient à CXCR2 pour initier l’activation 

et la migration des neutrophiles. Bien que très efficace contre CXCL1 recombinante 

seul, l'inhibiteur allostérique de CXCR2 ne bloque pas entièrement la réponse 

migratoire aux surnageants de cellules. Il y’a des interprétation qui indiquent qu'il 

peut y avoir des chimiokines capables d'activer ou de recruter des neutrophiles 

indépendamment de CXCR2 (49,50). 

En raison des nombreuses populations de leucocytes qui participent à la destruction 

cellulaire à médiation auto-immune, il peut y avoir des effets additifs ou synergiques 

entre plusieurs chimiokines et / ou DAMP sur le recrutement, l'activation des cellules 

immunitaires, et la libération de molécules cytotoxiques (54,55). 

Les maladies auto-immunes sont souvent classées comme systémiques, telles que 

la polyarthrite rhumatoïde ou spécifique à un organe, comme le DT1 (49). Les deux 

types de maladies auto-immunes proviennent d'un ciblage inapproprié des cellules 

immunitaires d'un tissu du soi. Dans le cas du DT1, l'infiltration de leucocytes dans 

les îlots pancréatiques culmine avec la destruction des cellules productrices 

d'insuline (50). Cette perte de masse fonctionnelle des cellules des îlots conduit aux 

symptômes cliniques associés au DT1. L'éradication des cellules des îlots nécessite 

plusieurs types de cellules immunitaires, les lymphocytes T et les macrophages étant 

parmi les contributeurs les plus connus au D T1 (54–56). L'accumulation de ces 

cellules immunitaires des îlots pancréatiques est appelée insulite et est une 

caractéristique du DT1 (56,57). Elle commence à être reconnue dans la surcharge 

lipidique et le DT2. L’invasion des cellules immunitaires dans les îlots pancréatiques 
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de Langerhans, conduit finalement à la destruction sélective de la production 

d'insuline (58,59). 

Bien que cela semble initialement contredire le rôle des neutrophiles dans le DT1, il 

existe une augmentation des neutrophiles dans le pancréas. Une explication de la 

perte de PBN en circulation est qu'ils se sont extravasés de la circulation sanguine 

dans le pancréas en réponse à une synthèse et à une sécrétion élevées de CXCL1 

et CXCL2. L'expression de CXCL1 et CCL2 est augmentée dans les îlots de 

modèles génétiques d'obésité et de diabète (59). 
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4. CXCL2 et immunité anti infectieuse 

4.1. Principe général de la réponse immunitaire anti infectieuse  

La réponse immunitaire anti infectieuse repose sur deux phases successives et 

indépendantes: la réponse innée et la réponse adaptative. La  réponse  immunitaire  

innée  représente  la  première  ligne  de  défense  contre  les microorganismes 

pathogènes. Elle  met en jeu de façon très rapide des mécanismes de défenses non 

spécifiques : production de peptides antimicrobiens agissant directement contre  les  

pathogènes,  de  cytokines  et  chimiokines  permettant  le  recrutement  et 

l’activation de cellules immunitaires effectrices (monocytes/macrophages, 

neutrophiles, cellules  dendritiques  et  cellules  lymphoïdes  innées),  ainsi  que  de  

protéines  du complément et opsonines facilitant la phagocytose et l’élimination des 

pathogènes par les cellules effectrices innées(42,60,61). 

A l’inverse, la réponse adaptative se développe plus tardivement, généralement 

entre 3  et  15  jours  suivant  l’infection,  et  est initiée  par  la  réponse  innée via  les  

cellules présentatrices d’antigènes. Ces dernières, représentées majoritairement par 

les cellules dendritiques (DC), permettent la sélection de clones de lymphocytes T 

spécifiques du pathogène par la présentation à leur surface de peptides microbiens 

liés au complexe majeur  d’histocompatibilité  de  type  2  (CMH  II)(42,44,62).  Ces  

clones  vont  alors  proliférer  et combattre  les  pathogènes  par  des  mécanismes  

cytotoxiques  pour  les  lymphocytes  T (notamment en détruisant les cellules 

infectées par des pathogènes intracellulaires), ou, pour les lymphocytes B, par la 

production d’anticorps neutralisants ou opsonisants qui vont  se  fixer  à  la  surface  

des  bactéries  ou  toxines  bactériennes  pour  faciliter  leur élimination.  De  plus,  

cette  réponse  adaptative  s’accompagne  de  la  production  de lymphocytes  B  et  

T  mémoires qui  permettent  une  protection  à  long  terme  contre  les réinfections 

par les pathogènes présentant les mêmes antigènes(42,63). 

 

4.2. CXCL2 dans l’immunité anti infectieuse  

Les chimiokines jouent un rôle crucial dans la lutte contre les infections microbiennes 

et l'initiation de la réparation des tissus par recrutement des neutrophiles. les 

humains expriment  sept chimiokines (CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, 

CXCL7 et CXCL8) et deux les récepteurs (CXCR1 et CXCR2) médient les fonctions 

des neutrophiles (3,29). Les chimiokines activant les neutrophiles qui constituent le 
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plus grand sous-ensemble de leucocytes circulants, fonctionnent comme les 

premiers répondeurs contre les infections microbiennes et les lésions tissulaires (64). 

Ces chimiokines existent de manière réversible sous forme de monomères et de 

dimères, et leur  liaison au récepteur déclenche des changements conformationnels 

(3).  

En plus de déclencher la signalisation, la chimiokine entraîne également une 

internalisation du récepteur qui varie entre le monomère et le dimère et entre CXCR1 

et CXCR2 (36). Par conséquent, les niveaux de récepteur au site infecté seront 

différents et le rôle des deux récepteurs en termes de libération de granulés et de 

superoxyde pour la destruction microbienne est également différent. Les 

changements phénotypiques ultérieurs qui impliquent des interactions avec les 

macrophages et les monocytes favorisent la phagocytose, l'apoptose, l'efférocytose 

et la clairance(27,31,34).  

La capacité des NAC à exister de manière réversible en tant que monomères et 

dimères doit conférer des avantages par rapport au fait d’exister comme l'un ou 

l'autre seul. La réponse immunitaire de l'hôte lors d'une infection active est un 

processus  complexe et le processus de recrutement des neutrophiles doit être 

coordonnés avec la régulation au niveau des voies de chimiokines, de récepteur et 

de signal(1,3,65). 

 

4.3. Recrutement des neutrophiles par CXCL2 

La capacité d'exister en tant que monomères et dimères et les interactions avec les 

GAG régulent les niveaux de chimiokines libres disponibles et la nature des 

gradients qui dirigent les neutrophiles du sang vers le tissu infecté à travers 

l'endothélium. Ces chimiokines présentent une diversité de liaison aux GAG de 

surfaces, indiquant l'emplacement et la distribution des résidus conservés et 

spécifiques aux chimiokines dans le contexte de la structure tridimensionnelle et 

détermine la géométrie de liaison(3,66) . Pour toutes les chimiokines, on observe 

que le dimère par rapport au monomère lie les GAG avec une affinité plus élevée. 

Pour les chimiokines CXCL7 et CXCL8,  la liaison du monomère et du dimère à 

l'héparine GAG, et la surface de liaison d'un monomère est similaire au monomère 

dans le dimère (66,67).  
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Le recrutement et l'activité des monomères et des dimères peut être distincte, le 

monomère ou le dimère peut être plus actif que le protéine native (dont l'activité est 

un composé à la fois de monomère et de dimère), et que L'équilibre monomère-

dimère régule le recrutement(68). A faibles doses, ce qui pourrait correspondre aux 

stades très précoces ou tardifs du recrutement, le monomère est plus actif que le 

dimère. Au plus haut doses, le recrutement des neutrophiles médié par les dimères 

pourrait être assez robuste, suggérant des actes de dimérisation comme un 

interrupteur(69,70). Cependant, des niveaux de dimères élevés persistants ne sont 

pas souhaitables, car ils pourraient entrainer un recrutement massif et une réponse 

inflammatoire galopante. D'autre part, les monomères à des doses élevées 

entraînent une réduction du recrutement qui pourrait être attribuée à des niveaux de 

récepteurs réduits et  des gradients sous-optimaux(71). 

Les concentrations de chimiokine sont faibles dans le sang à distance du site 

d'infection et de blessure et relativement hautes sur le site de la lésion. Par 

conséquent, les activités in vitro mesurées à de faibles concentrations pourraient 

refléter des événements de signalisation qui se produisent dans le sang tôt après 

l'infection et à des concentrations élevées reflètent les événements de signalisation 

qui se produisent au site d'infection. CXCR2 joue un rôle central dans la direction du 

recrutement des neutrophiles (42,69). Sur le site de l’infection ou de la blessure, 

CXCR2 n'est plus disponible en raison de son endocytose rapide à haute 

concentrations des chimiokines, et CXCR1 jouerait un rôle actif dans le 

déclenchement des réponses pro-inflammatoires (3,48). 

A tout moment, les NAC existent en équilibre dynamique entre quatre formes : 

monomère dans la forme libre et liée au GAG et dimère sous la forme libre et liée au 

GAG. Les neutrophiles sont rapidement recrutés après une lésion et continuent à 

être recrutés pendant de nombreuses heures pour une réponse aiguë et pendant des 

périodes encore plus longues lors d'états inflammatoires chroniques. Cependant, 

trop de neutrophiles ou leur recrutement excessif peuvent causer des lésions 

tissulaires collatérales et des maladies (72). Donc Il n'est  pas surprenant que le 

recrutement altéré de trop peu de neutrophiles sur le site de la lésion entraîne une 

inflammation incontrôlable. Des taux élevés de chimiokines dans le sang provoquent 

une désensibilisation des récepteurs et un recrutement altéré, et une accumulation 

de neutrophiles sur le côté luminal de l'endothélium ou de l'épithélium(73).  
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5. La Polymérase chaine réaction 

5.1. Définition  

C’est une méthode révolutionnaire développée par Kary Mullis dans les années 

1980. La PCR est une technique d'amplification enzymatique basée sur l'utilisation 

de la capacité de l'ADN polymérase à synthétiser un nouveau brin d'ADN 

complémentaire du brin matrice proposé. Cet outil devenu fondamental pour les 

recherches biomédicales pour avoir la capacité à produire une grande quantité 

d’ADN ou bien la détection à partir d’une petite amorce(74,75). 

5.2. Principe 

La technique du PCR consiste à amplifier une région spécifique de l’ADN in vitro 

pour obtenir une quantité suffisante pour la détecter et l’étudier. 

5.3. Etapes de la PCR 

Une PCR se réalise en trois étapes : 

 Etape1 :(dénaturation) les deux brins d'ADN sont séparés pendant 5 minutes (95°C). 

 Etape 2 :(Hybridation) : température (50-70 °C), les amorces sont constituées de 

courts fragments d'ADN et viennent s'hybrider sur les brins d’ADN, 

 Etape 3 :(Elongation) : une enzyme polymérase, la Taq polymérase, complète la 

synthèse du brin d'ADN à partir de l'amorce grâce aux oligonucléotides présents 

pour l’élongation de nouveaux brins complémentaires. 
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6. problématique et objectif 

 Problématique 

Les maladies infectieuses, les maladies inflammatoires ainsi que les maladies auto-

immunes sont des problèmes de santé courants, souvent graves, qui provoquent la 

réponse immunitaire cellulaires et humorale. Le processus inflammatoire qui 

constitue le point commun de ces maladies, est fortement lié à la présence des 

chimiokines qui sont responsables des symptômes engendrés par l’inflammation. De 

nombreuses études ont soulevé le rôle déterminent de la CXCL2 dans la 

pathogénèse de ces maladies.  

 

But 

Montrer que la CXCL2  joue un rôle clé dans l’immunité anti infectieuse, les maladies 

inflammatoires, et les maladies auto-immunes. 

 

Objectif 

Choisir le bon couple d amorces pour le Primer Blast qui assure l’amplification de la 

PCR qui fait l’intérêt de notre étude  concernant le gène cxcl2, une chimiokine  qui 

impliqué dans l’inflammation, l’auto immunité et l’immunité anti infectieuse.  
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Chapitre2 : matériels et méthodes  

1. Conception d’amorce 

La conception des amorces est considérée comme le paramètre le plus important 

pour le succès de la PCR. En effet, une amorce mal conçue peut empêcher le 

fonctionnement de la réaction PCR.  Lors de la conception d'un ensemble d'amorces 

dans une région spécifique de l'ADN souhaité pour l'amplification, une amorce doit 

s'hybrider au brin plus, qui par convention est orienté dans la direction 5 '→ 3'  

(également connu comme le brin sens ou non modèle) et l'autre amorce doit 

compléter le brin moins, qui est orienté dans la direction 3 '→ 5'(anti sens). Des 

amorces correctement validées sont cruciales pour déterminer la spécificité, la 

sensibilité et la robustesse d'une réaction de PCR(76,77).  

Une amorce mal conçue peut conduire à une production faible, voire nulle, en raison 

d’une amplification non spécifique et/ou à la formation de dimères d’amorce, qui 

peuvent devenir suffisamment compétitifs pour inhiber la formation du produit 

d’amplification  (75,76).  

Il y a quelques problèmes courants qui se posent lors de la conception des amorces: 

 Auto-hybridation avec les amorces entraînant la formation de structures 

secondaires telles que des boucles en épingle à cheveux. 

 hybridation des amorces à l'autre, plutôt que de la matrice d'ADN, la 

création d'amorce dimères 

 Des températures de fusions (Tm) différentes pour chaque amorce, ce qui 

rend difficile de sélectionner une température de recuit(78).  

2. La sélection d’amorce 

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

amorces pour la PCR.  Voici quelques-unes des plus importantes: 

2.1. La spécificité 

    La spécificité de l’amorce  est la fréquence des événements d'amorçage 

appropriés. Elle dépend au moins partiellement de la longueur de l’amorce (79) 

 Les amorces doivent être choisies de telle sorte qu’elles aient une séquence unique 

dans  l’ADN matrice qui doit être amplifié. Une amorce conçue avec une séquence 
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hautement répétitive conduira à une traînée lors de l’amplification d’ADN génomique. 

En général, la température de fusion de 55 à 72 °C donne les meilleurs résultats(74). 

2.2. L’efficacité 

C’est l’augmentation du produit à chaque cycle de PCR. L'optimum théorique est une 

multiplication par deux. L'application détermine l'équilibre entre ces paramètres. Par 

exemple, dans le diagnostic, l'efficacité est sacrifiée pour une spécificité, minimisant 

les faux positifs pour un coût moindre du produit PCR. 

-Plus l'apprêt est court, plus le recuit avec le gabarit est rapide et plus la spécificité 

est faible. Par conséquent, les amorces  de moins de 18 nucléotides de longueur 

sont susceptibles de mal fonctionner avec des modèles complexes. 

- Plus l'apprêt est long, plus l'efficacité est faible (une petite inefficacité propagée 

avec le nombre de cycles). Cependant, un apprêt plus long conduit à une spécificité 

plus élevée en raison de la longueur de l'amorce (4 fois par base ajoutée) et sa 

température de fusion(74–76).  

En résumé, l'utilisation d'amorces d'une longueur minimale garantissant Tm> 54 C 

est recommandée pour équilibrer la spécificité et l'efficacité en général conditions 

(76). 

2.3. Longueur 

Ce paramètre est essentiel pour le succès de la PCR. En général, Lors d’une 

technique PCR, la spécificité est généralement contrôlée par la longueur de l'amorce 

et la température d'hybridation de la réaction PCR et pour un meilleur résultat la 

longueur idéale de l’amorce doit être de 15 à 30 bases (80) 

La longueur de l’amorce est également proportionnelle à l’efficacité de l’hybridation. 

L’objectif est de concevoir une amorce dont la température d’hybridation est d’au 

moins 50 °C. Plus l’amorce est longue, moins l’hybridation est efficace. Le nombre 

de matrices amorcées  diminuant à chaque étape, cela peut aboutir à une diminution 

sensible du produit amplifié(76,77).  

2.4. Température de  fusion   

En général, une température de fusion de 55–72 °C donnes les meilleurs résultats. 

Elle correspond à une longueur d’amorce de 18–24 bases (80).  
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La différence de température de fusion (Tf) entre le modèle et l'amorce moins stable 

est un facteur clé pour la PCR. Il  est  important  de  se  rappeler  que  deux  

amorces  sont ajoutées  à  une  PCR  dirigée  sur  un  site  ou  une  cible.  Les  deux  

amorces  d’oligonucléotides doivent  être  conçues  de  sorte  qu’elles  aient  des  

températures  de  fusion  semblables.  Si  les amorces ne concordent pas en termes 

de Tf, l’amplification sera moins efficace ou peut ne pas fonctionner  du  tout,  car  

l’amorce  avec  la  Tf  la  plus  élevée  va  mésamorcer  aux  basses températures  et  

l’amorce  avec  la  Tf  plus  basse  peut  ne  pas  fonctionner  aux  hautes 

températures(76). 

Le  plus  simple  est  d’utiliser  les  logiciels  de  conception  d’amorces  déjà  

disponibles  sur  le marché Les Tm finales pour les deux amorces ne doivent pas 

différer de plus de 5 °C(75,76). 

 

2.5. Teneure en GC 

Teneur en G/C et suites polypyrimidine (T, C) ou polypurine (A, G)  

Les  amorces  devraient  être  composées  à  45-55  %  de  GC. La séquence 

d’amorce doit être choisie de telle sorte qu’il n’y ait aucune suite poly-G ou poly-C 

pouvant promouvoir une hybridation non spécifique. Les  suites  poly-A  et  poly-T  

doivent  également  être  évitées,  car elles  «respireront»  et  ouvriront  des  parties  

du  complexe  amorce-matrice.  Cela  peut  réduire l’efficacité de l’amplification. (79).  

Les suites polypyrimidine (T, C) et polypurine (A, G) devraient également être 

évitées.  

Idéalement, l’amorce présentera un mélange presque aléatoire de nucléotides, une 

teneur de 50 % en GC et une longueur d’environ 20 bases(78). (Dieffenbach et al., 

1995). 

 L’efficacité de  La «respiration» de l'ADN se produit lorsque les extrémités ne restent 

pas recuites mais s'effilochent ou se séparent. Les trois liaisons hydrogène dans les 

paires GC aident à empêcher la respiration mais aussi à augmenter la température 

de fusion des amorces.Il faut éviter également les courses de mononucléotides de 

plus de 4 nucléotides (par exemple, GGGG) et des répétitions de plus de 4 

dinucléotides (par exemple, ATATATAT), car ils peuvent provoquer un mauvais 

amorçage et un glissement de la polymérase(74–76,78).  
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2.6. La séquence à l’extrémité 3’ 

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

empêcher  le  mésamorçage.  Le  problème  des  homologies  d’amorce  se 

produisant dans ces régions a déjà été examiné.  

La conception des amorces proches du 3 ‘-end est suggérée pour éviter la sous-

estimation de la concentration cible. C’est  pour cela que la présence des bases G et 

C contenant des triples liaisons hydrogéniques assurent la meilleure 

amplification(74,76). 

2.7. Séquences d’amorce complémentaire 

Les  amorces doivent être conçues absolument sans aucune homologie intra-amorce 

au-delà de  3 paires de bases. Si une amorce possède une telle région d’auto-

homologie, des structures  partiellement doubles brin en «épingles à cheveux» 

peuvent se former(77). 

Un autre risque connexe est l’homologie inter-amorce. L’homologie partielle dans les 

régions  centrales de deux amorces peut interférer avec l’hybridation. Si l’homologie 

se situe à  l’extrémité 3’ de l’une ou de l’autre amorce, la formation de dimères 

d’amorce se produira, ce  qui, par compétition, empêchera le plus souvent la 

formation du produit désiré(74,78). 

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

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

être complémentaire d'autres séquences de l'amorce. Ces deux scénarios entraînent 

la formation des structures de boucles en épingle à cheveux et des dimères 

d'amorce (80). 

3. La séquence du gène CXCL2 

  La conception des amorces qui encadrent le cxcl2 commence par la recherche de 

la séquence de ce gène cxcl2. Nous avons utilisé la banque des gènes 

<www.Ensembl.org> comme base de données comme le montre la (figure 2.1).  



 

 

          Figure.2.1.base de donné ensembl 

 

 

         Figure.2.2. la séquence du gène CXCL2 

 

La figure 2.2  représente la séquence codant pour le gène de 

des données « ENSEMBL » 

 Les parties représentées en gris code

 Les parties représentées e
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.base de donné ensembl  

. la séquence du gène CXCL2 même  

représente la séquence codant pour le gène de CXCl2 fournie par la base  

 en considérant que : 

arties représentées en gris codent pour des introns. 

Les parties représentées en rouge codent pour des exons 

 

 

fournie par la base   
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3.1. Le design de primer  

L’outil primer est accessible à travers le centre national de l’information 

biotechnologique (NCBI) sur le site « www. Ncbi. nlm. nih. Gov » qui est utilisé dans 

notre étude pour trouver une  conception  d’amorces  les  plus spécifiques de la 

séquence que l’on veut amplifier. 

Notre choix d’amorce doit prendre en compte les conditions précédemment 

mentionnées, et donc pour assurer l’amplification du produit spécifique désiré il faut 

cibler l’amorce avec le moins de produits aspécifiques.  

Ensuite on va copier l’amorce choisie dans primer blast en ajustant les paramètres 

afin de réaliser la conception (figure2.3). 

 

 

Figure.2.3. Analyse de la séquence d’intérêt par Primer blast 

 

3.2. Les caractéristiques d’une bonne amorce   

 

 L'amorce spécifiée doit contenir un nombre de bases inferieur à 1 000 car la 

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

 La teneur en GC doit avoisiner les 40%. 

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

équivalentes. Pendant la réalisation de la PCR, la température d'hybridation 

est stable à  une seule valeur. 
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 Tous les produits aspécifiques résultants appartenant à l’amorce souhaitée 

doivent contenir plus des 1000 bases 

 

 

 Chapitre3 : résultats 

Les résultats sont obtenus par primer blast (figure2.4) et (figure2.5). 

 

Figure.2.4. Résultats de la conception sur primer blast (partie1) 

 

 

Figure.2.5. Résultats de la conception sur primer blast (partie2) 
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D’âpres « Ensemble .org » le gène de CXCL2 est composé de 2 exons et 3 introns. 

       Dans notre recherche nous ciblons l’exon 1 précisément lorsque l’autre exons 

Induite l’amplification des produits aspécifiques de  moins 1000 paires de bases 

résultants des séquences du gène CXCL2 non désiré et non spécifique surtout . 

      La température de fusion de cette amorce est environ 59 c° donnera un meilleur 

résultat pour une longueur de 20 nucléotides, une teneur en GC située entre 40 à 60 

% ce qui augmente la spécificité ainsi que l’efficacité de l’amplification (figure2.6).  

 

Figure.2.6.les caractéristiques de l’amorce obtenue   

 

1. Confirmation des résultats 

 La dernière étape de confirmation des résultats se fait par le logiciel « PCR In 

Silicon » via le site https://genome.ucsc.edu/. Nous avons pu confirmer 

l’emplacement de notre produit spécifique sur le chromosome 4, ce qui prouve la 

spécificité de ces amorces (figure 2.7)et (figure 2.8).    
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Figure.2.7. Insertion des amorces PCR in-Silico sur le site 

 

 

 

 

Figure.2.8. Confirmation des résultats par le logiciel PCR In Silicon 
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Chapire4 : conclusion 

CXCL2 est une petite cytokine appartenant à la famille des chimiokines CXC et 

intervient dans les problèmes de santé publique mondiale telle que les maladies 

inflammatoire, auto-immunitaire, et infectieuse. 

Ces chimiokines induisent l’inflammation, l’adhésion et  la migration  

des  neutrophiles  aux  cellules  épithéliales  à  travers  l’endothélium et 

interagissent avec CXCR1 et CXCR2 .Ces  chimiokines  ont  aussi  un  rôle  

angiogénique puisqu’elles sont chimioattractantes pour les cellules 

endothéliales. 

Pour mieux comprendre le mécanisme et le rôle de cette chimiokine 

en utilise des techniques de biotechnologie comme la PCR pour étudier 

l’impact de chimiokine CXCL2  sur cette maladie. 

 La PCR réalisée pour étudier le gène qui code pour CXCL2, 

demande des paires d’amorces correspondant aux critères proposés afin de 

les mettre pour la conception dans le primer blast qui assure la meilleur 

amplification des séquences cibles.  

Le blocage de chimiokines CXCL2 ou son récepteur peut devenir 

une thérapeutique ciblé pour la lutte contre différents maladies inflammatoire 

et auto immunitaire ainsi que les maladies infectieuse. 

              Le contrôle des niveaux d’expression des récepteurs de chimiokines CXCL2 

(CXCR2et CXCR1) ou bien le dosage de CXCL2 elle-même dans le sang peut 

moduler la réaction immunitaire et peut aussi devenir  une thérapeutique ciblé pour 

les maladies de la santé publique  
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