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Résumé  

Introduction : L'infection est l'invasion de l’organisme par des agents étrangers. Les 

macrophages sont des acteurs de l’immunité innée et considérés comme la première 

ligne de défense contre les infections. Ces cellules éliminent l’infection par une 

inflammation dans laquelle, elles phagocytent les microbes ou par la sécrétion de 

plusieurs types de cytokines pro-inflammatoires, notamment le TNF-a. L’étude de 

l’expression du gène qui code cette protéine offrira des possibilités de caractériser le 

type de macrophage impliqué dans la réponse anti-infectieuse.  

Objectif : L'objectif de notre travail est de concevoir des amorces du gène TNF-a 

exprimé par les macrophages pro-inflammatoires (M1) au cours des infections.  

Matériel et méthodes : La conception des amorces pour le gène TNF-a a été 

effectuée en utilisant l’outil Primer-Blast du site « www ncbi.nih.gov ». Cet outil nous a 

permis de données plusieurs paires d’amorces dont la plus fiable qui répond aux 

critères de choix de bonnes amorces a été choisie puis vérifiée par la suite par In-Silico 

PCR.  

Résultats : A cause des produits aspécifiques supérieurs à 1000 paires de bases, la 

seconde paire des amorces a été choisie. Cette paire répond également à tous les 

critères de bonnes amorces. 

Conclusion : le choix d’une bonne paire d’amorces participe fortement à la réussite de 

la réaction de polymérisation en chaine (PCR) afin d’amplifier correctement le gène 

TNF-a et étudier son rôle dans l’immunité anti-infectieuse. 

Mots clés : Infections, Macrophage, TNF-α, PCR, amorces. 
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Abstract 

Background: Infection is the body invasion by foreign agents. Macrophages are 

agents of innate immunity and they are considered as the first line of defense against 

infections. These cells clear the infection through inflammation in which they 

phagocytose microbes or through the secretion of several types of pro-inflammatory 

cytokines, including TNF-alpha. The study of the expression of the gene which encodes 

this protein will offer possibilities to characterize the type of macrophage involved in the 

anti-infectious response. 

Objective: The objective of our work is to design primers for the TNF-a. gene 

expressed by pro-inflammatory macrophages (M1) during infections. 

Material and methods: The design of the primers for the TNF-a gene was done using 

the Primer-Blast tool from "www ncbi.nih.gov". This tool allowed us to give several pairs 

of primers, of which the most reliable which meets the criteria for choosing good primers 

was chosen and then verified by In-Silico PCR. 

 
Results: Because of the non-specific products greater than 1000 base pairs, the 

second pair of primers was chosen. This pair also meets all the criteria for good primers. 

 
Conclusions: The choice of the right pair of primers is strongly involved in the success 
of the polymerase chain reaction (PCR) in order to correctly amplify the TNF-a gene 
and study its role in anti-infectious immunity. 

 
Keywords: Infections, Macrophage, TNF-α, PCR, primers. 
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  صخلم

دض لولأا  عافدلا  طخ  يھو  ةیرطفلا  ةعانملا  لماوع  يھ  معلابلا  ةیبنجأ . لماوع  لبق  نم  مسجلا  وزغ  يھ  ىودعلا   : ةمدقملا  

يذلا ،ىودعلا باھتللاا  للاخ  نم  ىودعلا  ةلازإ  ىلع  ایلاخلا  هذھ  لمعت  للاخ ببستی  نم  وأ  تابوركیملا  ةمعلب  ثودح  يف   

 a-TNF اذھ رفشی يذلا نیجلا نع ریبعتلا ةسارد رفوت .يف امب ، تاباھتللال ةدیؤملا تانیكوتیسلا نم عاونأ ةدع زارفإ 

ةداضملا ةباجتسلاا  يف  ةكراشملا  معلابلا  عون  فیصوتل  تایناكمإ  نیتوربلا    .ىودعلل 

 ءانثأ )M1( تاباھتللال ةدیؤملا معلابلا ةطساوب اھنع ربعملا a-TNF نیجل تاءدابلا میمصت وھ انلمع نم فدھلا :فدھلا

  .ىودعلا

 ."www.ncbi.nih.gov" عقوملا نم Primer Blast ةادأ مادختساب a- TNF نیجل تائدابلا میمصت مت :قرطلاو داوملا

 مث ثیح رییاعملا لك يبلی يذلاو ةیقوثوم اھرثكأ رایتخا مت ،تائدابلا نم جاوزأ ةدع ىلع لصحتلاب ةادلأا هذھ انل تحمس

 .In-Silico PCR يف اھنم ققحتلا

جوزلا رایتخا  مت  يساسأ ،  جوز  نع 1000  دیزت  يتلا  ةددحملا  ریغ  تاجتنملا  ببسب   : جئاتنلا اذھ يلاثملا  يفی  تائدابلا . نم   

ةدیجلا تائدابلا  رییاعم  عیمجب  اضًیأ  جو .  زلا

 میخضت لجأ نم )PCR( لسلستملا ةرملبلا لعافت حاجن يف ریبك رود ھل تائدابلا نم بسانملا جوزلا رایتخا نإ :ةصلاخلا

 .ىودعلل ةداضملا ةعانملا يف هرود ةساردو حیحص لكشب   a-TNF نیج

 .تائدابلا ،TNF-α، PCR ،ةماضلا ،تاباھتللاا :ةیحاتفملا تاملكلا
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Introduction 

L’infection est l’invasion des micro-organismes pathogènes (virus, parasites, 

bactéries et champignons) dans l’organisme par différentes voies (aériennes, 

digestives, cutanées et mucosales) (Lindahl & Grace 2015). Le système immunitaire 

sert à protéger l’hôte contre ces microbes en utilisant à la fois des réponses 

immunitaires innée et adaptative pour détecter et neutraliser les agents pathogènes 

(Weston 2010). Ces réponses se caractérisent par la capacité de mémoriser les 

infections précédentes  (Nicholson 2016). 

Les macrophages sont des cellules immunitaires d'origine sanguine. Ils jouent 

un rôle clé dans l’inflammation et la défense de l’hôte contre les agents pathogènes. Ils 

proviennent du sac vitellin et foie fœtale lors du développement embryonnaire ou de la 

transformation des monocytes. À l’aide de différents facteurs comme l’environnement 

cytokinique et l’expression des marqueurs de surface, les macrophages se polarisent 

vers un profile pro-inflammatoire ou anti-inflammatoire dont chacune exerce des 

fonctions spécifiques (Shapouri-Moghaddam et al. 2018).   

Le TNF-a est l’un des membres de super famille de TNF qui contiens 19 ligands 

et 29 récepteurs, (Ham et al. 2016). Son gène est situé dans la région de classe III du 

complexe majeur d'histocompatibilité sur le chromosome 6 entre les gènes HLA-DR et 

HLA-B. Cette cytokine pro inflammatoire est produite principalement par les 

monocytes, les neutrophiles, les macrophages, les NK et les lymphocyte T, il se fixe 

sur deux récepteurs incompatibles (TNFR1 et TNFR2) qui activent différentes voies 

conduisant à l’apoptose ou la survie cellulaire (El-Tahan et al. 2016) 

Le TNF-a participe dans de nombreuses fonctions biologiques. Il permet 

l’augmentation de l’expression des molécules d’adhésion et la perméabilité des cellules 

endothéliales ce qui améliore la migration des leucocytes ver le site infectieux 

(Fernández-Ruiz & Aguado 2018). Il est important dans l’activation et la différenciation 

des macrophages, la libération des cytokines, le recrutement des lymphocytes  et la 

formation des granulomes (Gardam et al. 2003). Néanmoins, certains agents infectieux 

peuvent échapper à la réponse immunitaire en modifiant la polarisation des 

macrophages (Atri et al. 2018) 

La PCR est une technique d'amplification enzymatique qui permet à partir d’un 

petit fragment d'ADN, d'obtenir un grand nombre des copies identiques de ce même 

fragment. Elle nécessite des acteurs suivants pour être réalisée : ADN, les amorces, 
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Taq polymérase et les nucléotides. Cette technique comporte trois étapes : la 

dénaturation, l’hybridation et l'élongation dont chacune d’elles a une température 

spécifique. La PCR est largement utilisée en biologie pour détecter le gène responsable 

aux maladies (Kadri 2020). 

  L'objectif de notre travail est de Concevoir des amorces spécifiques au gène 
TNF-α exprimé par le macrophage M1 au cours des infections.   
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Chapitre 1. Revue de la littérature  

1. Les infections  
1.1. Définition 

  L’infection peut être définie par l’invasion des micro-organismes pathogènes 

comme les virus, les parasites, les bactéries et les champignons. Ces agents pénètrent 

dans l’organisme par différentes voies (aériennes, digestives, cutanées et mucosales) 

(Lindahl & Grace 2015). Cette pathologie est considérée comme l’un des premières 

causes de mortalité dans le monde. Elle est plus courante dans les pays sous-

développés où la pauvreté, la mauvaise hygiène et d'autres facteurs de risque facilitent 

sa propagation (Saizonou Et al. 2014). 

1.2. Types  
1.2.1. Infections virales  
  Les virus sont des particules infectieuses qui représentent la population 

biologique la plus abondante dans notre vie (dix fois plus diverse à celle des bactéries). 

Ils ne peuvent se répliquer qu’en par pénétration dans la cellule de l’hôte qui peut être 

une bactérie, une cellule animale ou végétale pour continuer leur cycle évolutif et 

produire des nouvelles particules infectieuses (Forterre 2010).  

La cellule hôte met des stratégies pour détruire ce pathogène mais le point fort 

du virus qu’il s’adapte aux effets de défense de l’hôte. Dans ce sens, plusieurs virus 

conduisent des infections aigues dans l’organisme puis ils sont détruits par le système 

immunitaire, mais d’autre type de virus causent des infections persistantes (infection 

chronique ou latente) difficiles à éliminer par les réponses du système immunitaire 

(Knipe Et al. 2017; López Et al. 2019).  

De plus, chaque virus a un type de cellule spécifique. Avant sa pénétration, il 

se fixe sur des récepteurs spécifiques à la surface des cellules cibles dont la sensibilité 

cellulaire à l’infection virale est déterminée par la présence de ces récepteurs ou 

d’autres cofacteurs. A nos jours de nombreux virus ont été découverts (Tableau 1.1) 

(Agut 2008; Schmid Et al. 2014). 
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Tableau 1.1. Principales familles de virus humains à ADN et à ARN (Agut 2008).  

 
1.2.2. Infections bactériennes  

Les bactéries sont des micro-organismes vivants qui surviennent dans tous les 

milieux en formant une communauté complexe qui s’appelle biofilm et en adhérant 

entre eux à des différentes surfaces (O’Toole Et al. 2000). Les bactéries représentent 

38% des agents provoquant des cas pathologiques humains ainsi qu’environ 30% des 

particules pathogènes qui se manifestent chez l’homme(Gulliford Et al. 2020).  

Les bactéries se transmettent par diverses voies, la plus souvent à travers la 

paroi intestinale vers la circulation systémique et les ganglions lymphatiques 

mésentériques. Elles peuvent infecter plusieurs organes dans l’organisme (infection 

bactérienne de système cardiovasculaire, infection du système nerveuse, infection 

                     Virus à ADN                    Virus à ARN 

Enveloppés Nus Enveloppés Nus 

Cytomégalovirus Adénovirus Coronavirus Poliovirus 

Herpèsvirus 

simplex 
Virus JC Virus de l’hépatite C Virus de l’hépatite E 

Vericelle-zona Papillomavirus H6 Virus Chikungunya Virus de l’hépatite A 

Virus de 

l’hépatite B 
Papillomavirus H8 Virus de rubéol Astrovirus humain 

Virus de l’orf Virus B19 Virus de la rage Virus Sapporo 

Vaccine Adénovirus-associé 2 Virus de la rougeole Virus Norwalk 

Virus Epstein-

Barr 
Virus BK Virus des oreillons Rhinovirus humain 
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rénale, arthrite septique/septicémie, abcès pulmonaire/ empyème et infection 

résistante/clostridium difficile et autre)(Gulliford Et al. 2020).  

On outre, la grande capacité de la résistance aux antibiotiques est l’un des 

phénomènes les plus inquiétants chez les bactéries. Bien que ces dernières évoluent 

continuellement avec des mutations, elles ont des moyens de propager le matériel 

génétique latéralement entre les espèces en échangeant des compartiments intérieurs 

(plasmides ou des intégrons) ce qui considéré comme un moyen efficace de gérer 

diverses conditions environnementales défavorables dans la nature (Lindahl & Grace 

2015). 

1.2.3. Infections parasitaires  
  Les parasites sont considérés comme des organismes vivants de grande taille 

qui prennent à d’autres espèces un habitat pour eux. L’existence de ces agents 

pathogènes chez l’être humain peut provoquer plusieurs maladies. Les parasites les 

plus connus pour leur capacité à induire ces maladies sont les helminthes et les 

protozoaires, dont la transmission à l’hôte se fait généralement par une mauvaise 

hygiène. Comme les bactéries, les parasites eux-mêmes ont la capacité de résister 

contre plusieurs médicaments, cette caractéristique leur  permet de s’échapper et se 

multiplier dans l’organisme(Lukeš Et al. 2014).  

1.2.4. Infections fongiques 
  Les infections fongiques sont également connues sous le nom de mycoses. 

Elles peuvent être causées par différentes classes des champignons qui utilisent la 

peau, les ongles et les muqueuses comme refuge pour vivre. Seulement 300 espèces 

des champignons parmi 1,5 millions sont capables d’induire une pathologie chez l’hôte. 

Pour que ces infections puissent provoquer des dommages chez les personnes 

immunocompétentes, elles doivent être présentes en grandes quantités ou contenir 

des champignons particulièrement virulents. Néanmoins, des champignons moins 

virulents sont souvent responsables d'infection en cas d'immunodéficience locale ou 

générale (S. Pontier 2007). En outre, plusieurs facteurs conduisent à la propagation de 

cette pathologie tels que l’obésité, le diabète, une mauvaise hygiène et certains 

traitement inappropriés (Akoua Et al. 2019). 

1.3. Réponses immunitaires contre les infections  

Le système immunitaire humain à deux niveaux d’immunité, innée et 

adaptative, grâce à l’immunité innée, le corps humain se protège contre les matières 

étrangères perçues comme nocives. Cette première ligne de défense comprend des 
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barrières extérieures comme la peau, les muqueuses, les protéines antimicrobiennes 

et les globules blancs (macrophage, neutrophile, basophile, et éosinophile)(Mandell Et 

al. 2010).  

Contrairement à l'immunité innée, l'immunité adaptative construit une réponse 

ciblée contre un pathogène spécifique. Il peut être humoral par la production des 

anticorps via les lymphocytes B  ou cellulaire par les lymphocytes T. Il existe une 

collaboration entre les lymphocytes T helper (Th2) qui expriment des molécules de 

cluster de différenciation (CD 4)  permettent d’aider les lymphocytes B à générer des 

réponses d’anticorps en sécrétant des cytokines qui stimulent également d'autres 

cellules(Weston 2010). 

           La réponse immunitaire contre les infections se caractérise par la capacité de 

mémoriser les infections précédentes. Cette caractéristique est considérée comme l’un 

des avantages les plus important dont elle permet au système immunitaire à la fois de 

protéger les individus contre la réinfection et de limiter la propagation de l'infection dans 

une communauté (Nicholson 2016). 

2. Macrophage  
2.1. Définition    

  Les macrophages sont une population des cellules qui fait partir des leucocytes. 

Ils sont les plus importantes et les plus nombreuses dans le corps (Williams Et al. 

2018). Ces cellules ont une grande diversité anatomique et fonctionnelle grâce à leur 

emplacement dans tous les tissus (Wynn Et al. 2013). En outre, les macrophages 

jouent un rôle crucial au sein de l’inflammation et la défense de l’hôte en répondant à 

des agents nocifs qui pénètrent dans l’organisme. L’une des principales 

caractéristiques des macrophages est leur capacité à reconnaître, à absorber et à 

détruire les substances pathogènes internes et externes au cours d’une réponse aux 

signaux inflammatoires par la phagocytose (Chen Et al. 2020). 

2.2. Origine  

  Les macrophages sont des cellules à plusieurs origines. il y a les macrophages 

résidants tissulaires provenant du sac vitellin ou du foie fœtal et les macrophages 

dérivés de monocytes par l’infiltration de la moelle osseuse (Gordon & Martinez 2010), 

dont toutes ces cellules apparaissent à différentes stade du développement et à l’âge 

adulte (Epelman Et al. 2014). Des études récentes suggèrent que la majorité des 

macrophages tissulaires sont ensemencés avant la naissance, provenant du sac 

vitellin au cours de développement fœtal. Ils sont maintenus indépendamment aux 
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monocytes dont, ils ont la capacité d’auto-renouvèlement  (Shapouri-Moghaddam Et 

al. 2018).  

2.3. Phénotypes 

  Les macrophages expriment une plasticité remarquable qui permet leur 

diversité dans les tissus (chaque population des macrophages a un tissu spécifique) ; 

dans laquelle ses diverses populations peuvent être différenciées et développées en 

répondants à des signaux micro-ennviromentaux (Sica & Mantovani 2012).  

  Les chercheurs ont décrit plusieurs classes des macrophages chez l’homme 

selon la production des facteurs spécifiques, l’expression des marqueurs de surfaces 

et l’activité biologique de ces cellules. De plus, l’environnement cytokinique est l’un des 

principaux facteurs qui oriente la polarisation de ces cellules vers deux types : des 

macrophages classiquement activés ou pro-inflammatoires (M1) et des macrophages 

alternativement activés ou anti-inflammatoires (M2) (Murray 2017). 

2.3.1. Macrophages M1 
  Les macrophages se polarisent vers un profil M1 à l’aide de la reconnaissance 

des lipopolysacharides (LPS) bactériens ou à travers des cytokines produites par les 

lymphocytes T helper 1 (Th1), comme le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-α) et 

l’interféron-gamma (IFN-γ) (Figure 1.1). Ces macrophages sont caractérisés par une 

forte présentation antigénique et une sécrétion élevée des cytokines pro-

inflammatoires telles que le TNF-α, l’interleukine-6 (IL-6), l’IL-12, l’IL-23, l’IL-1α, l’IL-1β 

et la cycoxygénase-2 (COX-2) (Bashir Et al. 2016; Biswas Et al. 2012). Ces 

caractéristiques jouent un rôle important dans l’élimination des agents étrangers 

(pathogènes) lors d’une infection. En conséquence, les macrophages M1 ont une forte 

activité antimicrobienne et anti-tumorale. Ils interviennent dans les dommages 

tissulaires causés par les espèces d’oxygènes réactif (ROS), la guérison de plaies et 

la régénération des tissus (Cassetta Et al. 2011; Wang Et al. 2014). 

2.3.2. Macrophages M2 
  Les macrophages sont généralement orientés vers le profil M2 grâce aux 

cytokines Th2 (IL-4, et IL-13) via l’activation du transducteur de signal et l’activateur de 

la transcription 6 (STAT6) (Figure 1.1). En outre, IL-10 et IL-33 peuvent effectuer la 

même fonction que les cytokines Th2 via l’activation de différentes voies comme 

STAT3 et la régulation à la hausse de la voie d’arginase, respectivement(Wang Et al. 

2014). Le profil anti-inflammatoire présenté par les M2 est caractérisé par une 

production remarquable d’IL-10 et du facteur de croissance transformant bêta (TGF-β) 
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et une production négligeable d’IL-12. De plus, ces cellules jouent des multiples 

fonctions dans l’organisme, comme la phagocytose, la réparation et la cicatrisation 

tissulaire, la récupération des cellules apoptotiques, l’atténuation et l’inhibition de 

l’inflammation (Shapouri-Moghaddam Et al. 2018; Wang Et al. 2019).   

Les macrophages M2 se divisent en quatre sous populations : M2a, M2b, M2c, 

et M2d. 

 

Figure 1.1.  Polarisation et fonction des sous populations des macrophages 
(Shapouri-Moghaddam Et al. 2018; Wang Et al. 2019). IL : interleukine, IFN-γ : interférant-
γ, LPS : lipopolysacharide, TNF : Facteur de nécrose tumorale, TGF : facteur de croissance transformant, 
CXCL : ligand de chimiokine à motif CXC, CCL : ligand de chimiokine à motif CC, ROS : espèces 
d’oxygènes réactif, ARG : arginase, iNOS : inductible oxyde nitrique synthase, VEGF : facteur de 
croissance de l’endothélium vasculaire, Th : lymphocyte auxiliaire, M1 : macrophage-pro inflammatoire, 
M2 : macrophage anti-inflammatoire. 

3. Facteur de nécrose tumorale a  
3.1. Définition  

  Le TNF-a a été reconnu en 1976 comme une molécule inductible induite par les 

endotoxines provoquant la nécrose des cellules tumorales (Fernández-Ruiz & Aguado 

2018). Le TNF-a est l’un des membres de la famille du TNF (TNFSF) composée de 19 

ligands structurellement apparentés qui peuvent être associés à un ou plusieurs des 

29 membres du récepteur de TNF (TNRSF) (Tableau 1.2). Ces récepteurs se 
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distinguent par la présence de 1 à 6 domaines riches en cystéine dans leur région 

extracellulaire responsables de la liaison de leurs ligands respectifs. De plus, ces 

récepteurs régulent l’immunité, l’inflammation et la survie cellulaire (Ham Et al. 2016).  

Tableau 1.2. La superfamille TNF (Zelová & Hošek 2013) 

Famille de TNF (ligand) Numéro de CD Nom de leurs récepteurs 

TNF-a, LTa CD120a TNFR1 

TNF-a, LTa CD120b TNFR2 

TRAIL CD261 DR4 

TRAIL CD262 DR5 

BAFF CD268 BAFFR 

RANKL CD265 ODFR 

BAFF, APRIL CD267 TACI 

FasL CD95 FasR 

LTab, LIGHT CD18 LTbR 

BTLA, LIGHT, LTa CD270 TR2 

N-APP CD358 DR6 

OX40L CD134 OX40 

CD27L CD27 Tp55 
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CD30L CD30 Ki-1 antigen 

TRAIL CD263 DcR1 

TRAIL CD264 DcR2 

CD40L CD40 _ 

3.2. Gène TNF-a  

Le gène TNF-a se trouve au niveau de l'antigène leucocytaire humain (HLA) III 

du séisme chromosome, entre HLA-DR et HLA-B (Zhang Et al. 2017). Il possède 4 

exons qui contiennent 2 762 paires de bases sur leur emplacement cytogénétique : 

6p21.33 ; cela est le bras court (p) au niveau du chromosome 6 à la position 21.33 

(Chen 2011) (Figure 1.2)  

 

Figure 1.2. Localisation du gène TNF-a sur le chromosome 6 humain (d’après 
Genetics Home Reference). 

3.3. La protéine TNF-a 

  Cette protéine est considérée comme une cytokine pro-inflammatoire (Saha & 

Smith 2018), qui a été découverte au sein  des année 1970 comme un médiateur 

sérique qui intervient dans l’immunité innée (Josephs Et al. 2018). Ce facteur est 

exprimé dans une large gamme de cellules, notamment les monocytes, les 

neutrophiles, les macrophages mononucléaires, les cellules NK et les lymphocyte 

T(Sacco Et al. 2020). 

3.4. Structures de la protéine TNF-a 

Le TNF-a est un homotrimère exprimé comme une protéine membranaire de 

masse moléculaire de 27kDa (233 acides aminés) appelée mTNFa qui a été clivée 

protéolytiquement par l ‘enzyme métaloprotéase (TACE) pour donner une forme 
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soluble (sTNFα) de 17KDa.  Ce produit a une structure contenant deux feuilles b 

plissées antiparallèles et des brins b antiparallèles regroupés entre eux pour former 

une structure  b en gelée (Figure 1.3) (Parameswaran & Patial 2010). 

 

Figure 1.3. Structure de la protéine TNF-a (Zhang Et al. 2017). 

3.5. Signalisation 

  Le TNF-a se lie sur deux récepteurs non identiques produits par différentes 

cellules. L’une  est le TNFR1 (TNFRSF1A, p55) qui se présente dans presque toutes 

les cellules du système immunitaire et l’autre est le TNFR2 (TNFRSF1B, p75) détecté 

seulement dans les sous ensemble de cellule T, les cellules neuronales, les cellules 

souches mésenchymateuses, les thymocytes, les cellules endothéliales et les cellules 

myocytes (Faustman & Davis 2013; Speeckaert Et al. 2012).      

  Le TNFR1 est une protéine transmembranaire qui fait intervenir 434 acides 

aminés (AA). Il contient quatre domaines riches en cystéine dans la région 

extracellulaire et un domaine de mort (DD) dans la partie intracellulaire qui liée le 

domaine de la mort associé au TNFR (TRADD) et le domaine de la mort associé au 

FAS (FADD) favorisants la mort cellulaire. En parallèle, Le TNFR2 est un récepteur 

transmembranaire composé de 439 AA. Il contient un domaine extracellulaire, une 

région transmembranaire et un domaine intracellulaire(Cabal-Hierro & Lazo 2012).  

Contrairement au TNFR1, le TNFR2 est dépourvu de DD et contient des 

fonctions liées à la survie cellulaire par l’activation du facteur de transcription nucléaire-

kB (NF-kB)(Rossi Et al. 2019). La figure 1.4 représente les voies de signalisation pour 
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les récepteurs de TNF-a (TNFR1 et TNFR2) qui utilisent différent paramètre (voie 

TRADD et voie TRAF2) conduisant l’apoptose ou la survie cellulaire. 

 

Figure 1.4. Voies de signalisation TNF-a (Ham Et al. 2016). TNF : Facteur de nécrose 
tumorale, TNFR : récepteur de facteur de nécrose tumorale, TRAF : facteur associé au récepteur du TNF, 
TRADD : La protéine du domaine DEATH associée au récepteur du facteur de nécrose tumorale de type 
1 , FADD : Protéine Fas associée au domaine de la mort, IKK : Facteur nucléaire de l'activateur du gène 
du polypeptide léger kappa dans l'inhibiteur des cellules B (Ikβ) kinase, JNK : kinase c-Jun N-terminale, 
MAPK / AP-1 : Protéine kinase activée par un mitogène / Protéine d'activation 1, NF-κB : Stimulateur du 
facteur nucléaire kappa-chaîne légère des cellules B activées, P38 : protéine 38, RIP : protéine 
d'interaction avec le récepteur, MAPK : protéine activée par un mitogène Kinase, MKK : MAP kinase 
kinase, MEKK : protéine kinase kinase activée par un mitigène.  

  La fixation du TNF-a sur le premier récepteur TNFR1 permet le recrutement de 

DD associé au TRADD qui va se fixer sur le deuxième DD associe au FADD et la 

caspase-8 permettant l’activation de la caspase-3 et à la mort cellulaire 

(l’apoptose)(Cabal-Hierro & Lazo 2012). Paradoxalement, le TNFR2 se lie au TRAF2 

conduisant au recrutement d’une protéine associée au récepteur (RIP) permettant 

l’activation de P38-MAPK par l’intervention de la voie MKK3 et aussi l’inhibition de 

complexe IKK qui conduit à l’activation de facteur de transcription NF-kB. En parallèle, 

le ERK kinase kinase1/MAP (MEKK1) et la MKK7 conduisent à l’activation du facteur 

transrationnel AP-1. Ces trois vois subissent finalement l’inflammation et la survie 

cellulaire (Wajant & Siegmund 2019). 

3.6. Polymorphisme  

Les activités biologiques du gène TNFα et son emplacement dans le CMH 

expliquent   la participation des polymorphismes localisés au niveau de ce gène à la 
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pathogenèse de plusieurs maladies auto-immunes et infectieuses, dont il a été noté 

que des altérations génétiques du locus TNF-α auraient contribué à une production 

plus élevée de TNF-α(El-Tahan Et al. 2016).  

Par, rapport au site de départ de la transcription, le gène TNFα possède des 

nombreux polymorphismes à l’intérieur de son promoteur, −49 (G / A), −162 (G / A), 

−238 (G / A), −308 (G / A),  −376 (G / A), −419 (G / C), - 851 (C / T), ), -857 (C / A), -

863 (C / A) et  -1031 (T / C). En conséquence, le contrôle de l’expression du gène TNF-

α se réalise par la présence de certains polymorphismes dans sa région promotrice et 

par divers facteurs nucléaires ou molécules de signalisation qui interagissent avec la 

région promotrice de gène TNF-α(El-Tahan Et al. 2016). 

3.7. Rôles  

  Le TNF-α intervient dans des nombreuses fonctions biologiques qui participent 

à la défense de l’hôte vis-à-vis un agent pathogène. C’est le chef d’orchestre des 

cytokines impliquant d’autres interleukines telles que l’IL-8, l’IL-6 et l’IL-1. Cette 

cytokine permet aussi l’augmentant de l’expression des molécules d’adhésion et la 

perméabilité des cellules endothéliales ce qui améliore la migration des leucocytes en 

particulier les neutrophiles et les macrophages ver le site d’infection (Fernández-Ruiz 

& Aguado 2018). 

3.7.1. TNF-a et maladies auto-immunes  

  Le TNF-a joue un rôle important dans la physiopathologie de nombreuses 

maladies auto-immunes ; grâce à l’expression de TNFR2 sur la plupart les lymphocytes 

T régulateurs (Treg). Il augmente l’expression de fork Head box P3 (Foxp3) et CD25 

sur les Treg et exerce un effet immunosuppressif. L’administration de TNF-a à faible 

dose permet de tuer les cellules T auto-réactives conduisant à une inversion des 

maladies auto-immunes telles que le diabète du type 1. En plus de son rôle 

immunosuppresseur, le TNFa est essentiel pour maintenir l’homéostasie cellulaire, la 

régénération tissulaire et la protection des  tissues contre les dommages (Tseng Et al. 

2018) 

3.7.2. TNF-a et allergie 

  Le TNF-α a un rôle central dans la réaction immunitaire contre les allergènes. Il 

est produit par les cellules épithéliales sensibilisées, les mastocytes, les macrophages 

et les cellules dendritiques. Il peut stimuler la réponse Th2 permettant l’augmentation 

de la sécrétion d’IL-4, IL-5 et IL-13 qui activent les éosinophiles, les mastocytes et les 
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basophiles. À l’aide de l’expression des molécules d’adhésion, le TNF-α est essentiel 

pour le recrutement de ces cellules au site d’inflammation allergique (Lee Et al. 2016 ; 

Choi Et al. 2012) . Néanmoins, une grande quantité des TNF-α dans l’organisme en 

cas d’allergies peut contribuer au dysfonctionnement de la barrière épithéliale ainsi que 

peut augmenter la perméabilité endothéliale aux allergènes (Hardyman Et al. 2013). 

3.7.3. TNF-a et cancer 

  TNF-α a un double rôle dans le cancer. Il peut à la fois participer comme un 

promoteur pro-tumoral (favorisant la survie et la prolifération de cellules malignes par 

l’activation des voies NF-kB ) ou anti-tumorale (induisant la mort des cellules 

cancéreuses par l’activation de longue durée de la voie JNK )(Lu Et al. 2014). 

  L’administration locale aigue du TNF-α entraine des effets cytotoxiques dans 

les cellules tumorales. Par contre, l’expression persistante du TNF-α exerce un fort 

effet protecteur contre la progression de plusieurs cancers (Katanov Et al. 2015). Ce 

rôle de TNF-α dans le cancer dépend de sa concentration, la présence d’autres 

cytokines ou chimiokines ainsi que le type et la durée d’exposition du cancer (Lv Et al. 

2015). 

3.7.4. TNF-a et maladies infectieuses 

  Le TNF-a joue un rôle primordial dans la défense de l’organisme contre les 

agents infectieux en recrutant les cellules immunitaires ver le site infectieux (Kumar Et 

al. 2015). Il peut moduler la réplication des virus grâce à la signalisation TNFR (Kumar 

Et al. 2013) et inhiber la croissance de certaines bactéries intracellulaires telles que 

Listeria monocytogenes, mycobactéries et autres micro-organismes intracellulaires 

(Fernández-Ruiz & Aguado 2018).  

3.8.   TNFa, macrophage M1 et l’immunité anti-infectieuse  

Le TNF-α est produit par différent cellules immunitaires qui peut jouer diverses 

fonctions dans l’organisme (El-Tahan Et al. 2016). Il est capable d’orienter les 

macrophages vers un phénotype M1 en réponse aux infection exogène (Cassetta Et 

al. 2011) 

Des étude montrent qu’en l’absence de TNF-α (dans les macrophages 

différenciateurs ), les cellules suivaient un programme de  prolifération  plutôt que de 

subir un programme de différenciation(Parameswaran & Patial 2010).  
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En cas d’une infection bactérienne Les macrophages expriment des récepteurs 

de type PRR pour identifier les molécules de dangers (DAMP) et les signaux 

pathogènes (PAMP)(Atri et al. 2018) (figure 1.5). Cette reconnaissance permet 

l’activation des macrophages avec une stimulation autocrine par le TNF-α ce qui induit 

la libération des cytokines et des chimiokines permettant l’attraction, la stimulation, la 

prolifération et le recrutement des lymphocytes B et T. Les lymphocytes T activés 

libèrent de IFN-γ qui entraine une activation accrue des macrophages, une 

augmentation de la présentation antigénique, la mort intracellulaire des agents 

pathogènes, l’apoptose des macrophages et la formation des granulomes (Gardam Et 

al. 2003). La figure 1.5 représente la fonction du TNF-α au sein d’une infection 

bactérienne qui permet la libération des cytokines et chimiokines et l’activation des 

cellules immunitaire induisant à la fin la mort intracellulaire des agents infectieuses. 

 

Figure 1.5. Rôle central du TNF-α dans la réponse immunitaire cellulaire à une 
infection bactérienne (Mycobactérie tuberculoses) (Gardam Et al. 2003). 

Le TNF-α à une double fonction. D’un côté, une production locale de TNF-α est 

utile à l’état aigue car elle permet l’élévation de l’expression des molécules d’adhésion 

sur les cellules endothéliales. Cela aide les cellules immunitaires à migrer vers les sites 

d'infection en activant les phagocytes qui engloutissent les agents infectieux. D’autre 

part, une augmentation systématique ou prolongée des niveaux de TNF-α peut être 

nocive et capable de provoquer un choc toxique, dont la perfusion de TNF-α induit un 

syndrome de réponse inflammatoire systémique. Chez les animaux, l’injection de TNF-

α entraine un syndrome semblable au choc septique(El Gendy Et al. 2020). 
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De plus, il est bien connu que des agents pathogènes bactériens, viraux, 

parasitaires et fongiques ont développé des mécanismes pour échapper à la réponse 

immunitaire, dont ils empêchent la polarisation des macrophages vers un profile M1 en 

activant les macrophages M2 afin de réduire la réponse pro-inflammatoire (Atri Et al. 

2018). 

4. PCR 
4.1. Définition 

  La réaction en chaîne par polymérase (PCR) est une technique enzymatique 

crée par Mullis en 1983 et brevetée en 1985(Garibyan & Avashia 2013). Elle est basée 

sur l'utilisation de l’enzyme ADN polymérase dont le principe est de générer une large 

quantité des copies d'un fragment d'ADN spécial à partir d'un extrait d'ADN. On peut 

dire que la PCR est une technique de purification ou de clonage puisqu’elle a la 

capacité d’amplifier des séquences nucléotidiques à partir des quantités infiniment 

petites d'extrait d'ADN. Actuellement, la PCR est une technique essentielle en biologie 

cellulaire et moléculaire. Elle a un avantage de réduire le temps de clonage acellulaire 

d’un fragment d’ADN (Kadri 2020). 

4.2. Acteurs de la PCR 
4.2.1. L’ADN   

L’ADN est l’élément le plus important dans cette opération. C’est la source des 

fragments à amplifier(Touati Soumia 2013).    

4.2.2. Les amorces   

  Il est important d'avoir au moins une paire d'oligonucléotides chimiquement 

synthétisée pour appliquer cette technique. Ces dernières doivent être 

complémentaires aux deux extrémités de la séquence d'intérêt à amplifier. Chaque 

amorce est conçue pour un but particulier ; l’une est pour reconnaître 

complémentairement la séquence localisée en amont du fragment d'ADN du brin 5'-3 

d’intérêt, l'autre est pour reconnaître, de la même manière, une séquence localisée en 

amont du brin complémentaire (3'-5') du même fragment d'ADN(Pelt-Verkuil Et al. 

2008).  

4.2.3. Taq polymérase 

  Le choix de l’utilisation d’une ADN polymérase (Taq polymérase) est effectué 

pour sa résistance remarquable à des températures élevées (d’environ 100°C), qui ont 

le pouvoir de dénaturer la plupart des protéines(Kadri 2020).  
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4.2.4. Les nucléotides   

  Ce sont des composants utilisés par l’enzyme citée au-dessus pour la synthèse 

des brins d’ADN complémentaires. Elles sont connues par les DésoxyNucléotides-

Triphosphates (dNTPs)(Touati Soumia 2013).    

4.3. Etapes de la PCR 

  La technique PCR se réalise en trois étapes de base dont les produits de 

chaque étape sont considérés comme une clé pour initier l’étape suivante (figure 1.6) 

(Pelt-Verkuil Et al. 2008). 

  La PCR s’effectue par un mélange d'extrait d'ADN, la Taq polymérase, les 

amorces et les quatre dNTPs dans des tubes puits placés dans un thermocycleur (Uhel 

Et al. 2019).  

Tout d'abord, une déformation à haute température (94 ° C) sépare les deux 

brins d'ADN en détruisant les liaisons hydrogènes. Deuxièmement, l’hybridation par 

une température inférieure (40°C à 70°C) donne aux liaisons hydrogènes la capacité 

de se reformer et permet également l’hybridation des brins complémentaires. 

Troisièmement, l’élongation réalise par une température d’allongement (72°C) 

résumée dans la synthèse du brin complémentaire dont la Taq polymérase utilise les 

dNTPs présentes dans le mélange réactionnel pour effectuer cette opération (Kadri 

2020). 

La figure 1.6 représente les principales étapes de PCR à partir d’un petit 

fragment d'ADN pour obtenir un grand nombre des copies identique en utilisant les 

acteurs de ce processus. 
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Figure 1.6.  Étapes de la PCR (Ghannam & Varacallo 2020). 

4.4. Types de la PCR 
4.4.1. PCR qualitative 

  La PCR peut être utilisée pour plusieurs buts. Si elle est manipulée pour la 

détection de la présence ou bien l'absence d'un produit d'ADN spécifique, elle est 

nommée PCR qualitative (Garibyan & Avashia 2013).  

4.4.2. PCR quantitative  

  Ce type a été développé au cours des années 80 pour le but de donner le niveau 

d'ADN ou d'ARN spécifique dans un échantillon biologique. Il se fait par la détection 

d'un signal fluorescent qui est généré de manière proportionnelle à l'amplification du 

produit PCR (Kadri 2020). 

4.5. Utilisation de PCR 

Le PCR est largement utilisé dans la détection des maladies génétiques et 

infectieuses, il permet l’amplification des gènes responsables des maladies 

génétiques, ce qui conduit à la détection de la nature, la position et la taille des 

mutations nuisibles, c’est un outil central dans le domaine de la paléogénétique, qui 

consiste à récupérer et analyser des séquences d'ADN d'organismes plus ou moins 

anciens (Kadri 2020). Cependant,  cette technique ne peut être utilisée que pour 
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identifier l'absence ou la présence d'un agent pathogène ou gène connu (Garibyan & 

Avashia 2013).   

5. Problématique et objectif  
 

5.1. Problématique  

Le système immunitaire est toujours en guerre vis-à-vis des agents infectieux 

qui envahissent l’organisme. De nombreuses infections ont été largement éliminées 

grâce aux macrophages. Cependant, certains agents infectieux peuvent développer 

des mécanismes pour échapper de système immunitaire et résister au processus de 

lyse cellulaire. Par ailleurs, le gène TNF-α joue un rôle crucial dans l’immunité anti-

infectieuse, en raison de son effet direct sur la polarisation des macrophages vers un 

profile pro inflammatoire M1, ainsi que sur le recrutement d’autres cellules qui 

permettent l’irradiation de l’infection, ce qui fortement suggère l’association de gène 

TNF-α avec les M1 au sein d’une infection.  

5.2. Objectif 

  Concevoir des amorces spécifiques au gène TNF-α exprimé par le macrophage 
M1 au cours des infections.   

5.3. But  

Montre la relation entre le gène TNF-α et le rôle du macrophage M1 dans 

l’immunité anti-infectieuse par les techniques de biologie moléculaire. 
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Chapitre 2. Matériel et méthodes 

1. Conception d’amorces 
  

La conception d’amorces est l’élément le plus important dans tout test PCR, 

dont les propriétés des amorces jouent un rôle majeur dans le contrôle de la spécificité, 

la sensibilité et l’efficacité de cette méthode. Une mauvaise conception est capable 

d'entraîner une précision réduite de la technique et empêcher son fonctionnement. 

(Bustin & Huggett 2017). 

Pendant une conception d’amorces d’une région spécifique pour réaliser 

l’amplification d’ADN, il faut qu’une amorce soit orientée dans le sens 5’___  3’, alors 

que son brin d’amorce complémentaire est orientée dans l’autre sens 3’___ 5’(Albert & 

Fenyö 1990). 

2. Sélection d’amorces  

Lors de la sélection d’amorces, il y a plusieurs facteurs qui doivent être pris en 

considération pour réussir les expériences de PCR (Chuang et al. 2013). On site ci-

dessous les plus importants : 

2.1. La longueur de l’amorce 

Ce facteur est essentiel pour le succès de la PCR. Il a également une relation 

proportionnelle avec l’efficacité de l’hybridation dont, plus la langueur d’amorce est 

optimale plus l’amplification est parfaite (BELAID Nadia 2017, p.3).  

Dans une expérience de PCR, la langueur optimale de l’amorce est de 16 à 28 

nucléotides avec une différence de langueur qui ne dépasse pas 3 nucléotides entre 

l’amorce directe et l’amorce inverse (Wu et al. 2004). 

2.2. Température de fusion  

Ce paramètre est considéré comme la valeur la plus critique pour effectuer une 

PCR réussie. La température de fusion est généralement entre 50 et 62 °C avec une 

différence de température qui ne dépasse pas 5 °C (sachant que les amorces sont 

placées dans le même tube donc la différence est nulle)(Chuang et al. 2013). 

2.3. La spécificité  

Cette caractéristique garantit que l'amorce conçue soit capable de détecter une 

séquence spécifique, dans le but d’empêcher des résultats de PCR invalides.  
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Il existe multiples facteurs qui influencent la spécificité de la PCR, notamment 

la pureté de la séquence de l'amorce, la pureté de l'ADN matrice, la température de 

recuit et d'autres additifs, qui sont fréquemment compris dans le mélange de PCR 

(Zhong et al. 2016).  

2.4. La complémentarité      

Les amorces doivent n’avoir aucune homologie intra-amorces, ni inter-amorces. 

Il faut également éviter l'auto-recuit des amorces pour que celui-ci soit la cause de la 

formation d’une structure secondaire appelée épingle à cheveux. Pour cette condition, 

il faut vérifier les amorces directes et inverses individuellement afin de permettre 

l'hybridation des amorces à la séquence de matrice (Vallone & Butler 2004). 

2.5. Teneur en GC 

Ce paramètre est identifié comme une valeur en pourcentage dont son but est 

d’indiquer le rapport des nucléotides « G » et « C » qui apparaissent dans une amorce. 

Une proportion GC idéale d'une amorce est généralement entre 40 et 60% avec 

l’absence des poly-C et poly-G (Chuang et al. 2013) 

2.6. La séquence à l’extrémité 3’ 

La présence des résidus GC met la position terminale 3’ essentiel pour 

empêcher le désamorçage parce que la stabilité thermodynamique des bases GC est 

plus haute par rapport aux paires de bases AT (Tham & Moon 1996).  

3. La séquence du gène TNF-α 
La conception des amorces passe initialement par extraire la séquence du gène 

TNF-α à partir la base de données « Ensemble » via le site « www. Ensembl .org », 

cela est montré dans la figure 2.1. 
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Figure 2.1. Base de données Ensembl 

Après avoir identifié la séquence du gène TNF-α, on a copié toute la séquence 

puis l’a collé dans un document Word. Dans notre cas, on a choisi et encadré l’exon 1 

comme il est montré dans la figure 2.2. 

 

Figure 2.2. La séquence encadrée du gène TNF-a (l’exon 1) 

4. L’outil Primer-blast  

À travers la base de données « ressources du National Centre for 

Biotechnology Information » (NCBI), on a utilisé l’outil Primer blast dans le site « www. 

Ncbi. nlm. nih. Gov » afin de concevoir nos amorces (Fig 2.3). 
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Figure 2.3. Site NCBI 

Pour concevoir nos amorces spécifiques du gène TNF-α, nous avons suivi les 

étapes suivantes :  

Étape 1 : Il faut Cliquer sur la touche « Primer blast » (Fig 2.4) 

 

Figure 2.4. L’outil Primer blast  
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Étape 2 : On Sélectionne et copie la séquence d’intérêt afin de la coller dans le Primer 

blast. Par la suite, on renseigne la position du nucléotide du départ de l’amplification et 

la taille maximale de l’amplicon souhaité, sans oublier de supprimer les intervalles non 

souhaités au sein de notre amorce (Fig 2.5). 

 

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

Étape 3 : On Clique sur " Database " et on sélectionne l'option " Genomes for selected 

organisme (primer reference assembly only)" (Fig 2.6). Pour avoir les résultats, on 

clique sur le bouton ci-dessous " Get Primers ". 

 

Figue 2.6. L’obtention des résultats à travers le primer blast  
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5. Caractéristiques d’une bonne amorce  

Après avoir affiché les résultats du Primer-blast, nous choisissons la paire 

d’amorces qui répond aux critères suivants : 

• Elle doit contenir moins de 1000 bases car la PCR n’amplifie pas une séquence 

supérieure à 1000 bases.   

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

• Les températures d'hybridation des deux amorces (sens et anti-sens) doivent être le 

plus proche possible l’une de l’autre, car lors d’une technique PCR la température 

d'hybridation est programmée en une seule valeur. 

• Les produits aspécifiques de l’amorce sélectionnée doivent être toute supérieurs à 

1000 bases. 

6. In-silico PCR 

Pour confirmer nos résultats, nous avons vérifié l’emplacement de notre paire 

d’amorces choisie par une PCR virtuelle en utilisant l’outil In silico-PCR (Fig 2.7). 

 

Figure 2.7. l’outil in silico-PCR.
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Chapitre 3. Résultats 

1. Résultats du primer blast  

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

Ensembl pour avoir la séquence du gène TNF-α qui est composé de 4 exons. Ensuite, 

en raison de la disponibilité des conditions appropriées pour l’outil Primer-blast, nous 

avons choisi l’exon 1 pour avoir l’amorce spécifique. Cet outil nous a donné 10 paires 

d’amorce du gène TNF-α (Fig 3.1). 

 

Figure 3.1. Les 10 paires d’amorces 

La paire d’amorce numéro 6 a été choisie (Fig 3.2) car elle répond aux critères 

mentionnés précédemment et qui sont représentés dans tableau 3.1 ci-dessous :  
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Figure 3.2. Caractéristiques de la paire d’amorces choisie.  

Tableau 3.1. La comparaison entre les critères d’une bonne amorce et notre 
amorce. 

 

Pb : paire de base 

Les critères Taux optimale  Notre amorce  

Longueur  16 à 28 nucléotides 
20 nucléotides pour les deux 

amorces sens et anti-sens   

Température de fusion 50 C et 62 C 
Amorces sens (59.82 C) 

Amorces anti-sens (60.46 C 

Teneur en CG 40 à 60% 
Amorces sens (50%) 

Amorces anti-sens (60%) 

Amorce spécifique  Inférieur à 1000 pb 420 pb  

Produits aspécifiques  Supérieur à 1000 pb Tous plus de 1000 pb 
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2. Confirmation des résultats  
 

La réalisation d’une in silico-PCR par site https://genome.ucsc.edu/ nous a 

donné la localisation de notre produit dans le chromosome 6, ce qui preuve la validité 

et la spécificité de la paire d’amorces choisie (Fig 3.3). 

 

  

Figure 3.3. Résultats de confirmation par in silico-PCR.
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives 

Les maladies infectieuses sont l'une des principales causes de décès dans le 

monde. Elles sont responsables de 17 millions de décès par an dans la population 

mondiale. 

Parmi les actions prises par l'organisme dans la lutte contre ces maladies est 

la production de la cytokine pro-inflammatoire TNF-α par plusieurs types cellulaires, 

notamment le macrophage. Cette cytokine est nécessaire dans la défense contre les 

agents infectieux. Cette production doit être vérifié, parce qu’une surexpression ou bien 

une libération prolongée peuvent être nocives. Dans ce contexte, les études se 

focalisent sur l’étude de son expression par le macrophage en utilisant les techniques 

de biologie moléculaire, comme la PCR afin de vérifier son taux lors d’une infection.  

L’objectif de notre travail a consisté de concevoir des amorces spécifiques au 

gène TNF-α. Nous avons pu choisir une paire d’amorces qui répondait aux critères de 

bonnes amorces et qui a été localisé dans le chromosome 6.  

La réalisation d’une PCR en utilisant ses amorces permettra d’offrir de 

nouvelles pistes dans l’avenir afin de comprendre, détecter et diagnostiquer les 

maladies infectieuses tout en évaluant l’importance du TNF-α et le macrophage dans 

ce type de maladies.
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Résumé 
Introduction : L'infection est l'invasion de l’organisme par des agents étrangers. Les macrophages sont 
des acteurs de l’immunité innée et considérés comme la première ligne de défense contre les infections. 
Ces cellules éliminent l’infection par une inflammation dans laquelle, elles phagocytent les microbes ou 
par la sécrétion de plusieurs types de cytokines pro-inflammatoires, notamment le TNF-a. L’étude de 
l’expression du gène qui code cette protéine offrira des possibilités de caractériser le type de macrophage 
impliqué dans la réponse anti-infectieuse.  
Objectif : L'objectif de notre travail est de concevoir des amorces du gène TNF-a exprimé par les 
macrophages pro-inflammatoires (M1) au cours des infections.  
Matériel et méthodes : La conception des amorces pour le gène TNF-a a été effectuée en utilisant l’outil 
Primer-Blast du site « www ncbi.nih.gov ». Cet outil nous a permis de données plusieurs paires d’amorces 
dont la plus fiable qui répond aux critères de choix de bonnes amorces a été choisie puis vérifiée par la 
suite par in silico-PCR.  
Résultats : A cause des produits aspécifiques supérieurs à 1000 paires de bases, la seconde paire des 
amorces a été choisie. Cette paire répond également à tous les critères de bonnes amorces. 
Conclusion : le choix d’une bonne paire d’amorces participe fortement à la réussite de la réaction de 
polymérisation en chaine (PCR), afin d’amplifier correctement le gène TNF-a et étudier son rôle dans 
l’immunité anti-infectieuse. 
Mots clés : Infections, Macrophage, TNF-α, PCR, amorces. 
 
 
 
Abstract 
Background: Infection is the body invasion by foreign agents. Macrophages are agents of innate immunity 
and they are considered as the first line of defense against infections. These cells clear the infection 
through inflammation in which they phagocytose microbes or through the secretion of several types of pro-
inflammatory cytokines, including TNF-alpha. The study of the expression of the gene which encodes this 
protein will offer possibilities to characterize the type of macrophage involved in the anti-infectious 
response. 

Objective: The objective of our work is to design primers for the TNF-a. gene expressed by pro-
inflammatory macrophages (M1) during infections. 

Material and methods : The design of the primers for the TNF-a gene was done using the Primer-Blast 
tool from "www ncbi.nih.gov". This tool allowed us to give several pairs of primers, of which the most 
reliable which meets the criteria for choosing good primers was chosen and then verified by in silico-PCR. 

Results : Because of the non-specific products greater than 1000 base pairs, the second pair of primers 
was chosen. This pair also meets all the criteria for good primers. 
Conclusions: The choice of the right pair of primers is strongly involved in the success of the polymerase 
chain reaction (PCR), the pair of primers chosen to correctly amplify the TNF-a gene and study its role in 
anti-infective immunity. 

Keywords : Infections, Macrophage, TNF-α, PCR, primers. 
 
 
 

 صخلم
لولأا ض عافدلا  طخ  يھو  ةیرطفلا  ةعانملا  لماوع  يھ  معلابلا  ةیبنجأ . لماوع  لبق  نم  مسجلا  وزغ  يھ  ىودعلا   : ةمدقمل ایلاخلا ،ىودعلا  هذھ  لمعت   

يذلا باھتللاا  للاخ  نم  ىودعلا  ةلازإ  ىلع  ام ببستی  تاباھتللال ، ب ةدیؤملا  تانیكوتیسلا  نم  عاونأ  ةدع  زارفإ  للاخ  نم  وأ  تابوركیملا  ةمعلب  ثودح  يف   
 a-TNF ىودعلل ةداضملا ةباجتسلاا يف ةكراشملا معلابلا عون فیصوتل تایناكمإ نیتوربلا اذھ رفشی يذلا نیجلا نع ریبعتلا ةسارد رفوت .يف.  

  .ىودعلا ءانثأ )M1( تاباھتللال ةدیؤملا معلابلا ةطساوب اھنع ربعملا a-TNF نیجل تاءدابلا میمصت وھ انلمع نم فدھلا :فدھلا

 ةادلأا هذھ انل تحمس ."www.ncbi.nih.gov" عقوملا نم Primer Blast ةادأ مادختساب a- TNF نیجل تائدابلا میمصت مت :قرطلاو داوملا
 .In-silico PCR يف اھنم ققحتلا مث ثیح رییاعملا لك يبلی يذلاو ةیقوثوم اھرثكأ رایتخا مت ،تائدابلا نم جاوزأ ةدع ىلع لصحتلاب

جوزلا رایتخا  مت  يساسأ ،  جوز  نع 1000  دیزت  يتلا  ةددحملا  ریغ  تاجتنملا  ببسب   : جئاتنلا رییاعم يلاثملا  عیمجب  اضًیأ  جوزلا . اذھ  يفی  تائدابلا . نم   
ةدیجلا  تائدابلا 

 لكشب   a-TNF نیج میخضت لجأ نم )PCR( لسلستملا ةرملبلا لعافت حاجن يف ریبك رود ھل تائدابلا نم بسانملا جوزلا رایتخا نإ :ةصلاخلا
 .ىودعلل ةداضملا ةعانملا يف هرود ةساردو حیحص

 .تائدابلا ،TNF-α، PCR ،ةماضلا ،تاباھتللاا :ةیحاتفملا تاملكلا

 


