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Résumé    II 

Résumé  

Introduction : Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie pathogène 

responsable d’infections aiguës ou chroniques. Le macrophage est en première ligne de la 

défense immunitaire innée qui permet d’éliminer ce pathogène par plusieurs mécanismes. 

Cette cellule peut produire des substances antimicrobiennes qui ont un effet bactéricide. 

Ces substances sont nommées peptides antimicrobiens, telles que les défensines qui sont 

codées par le gène DEFA1.  

Objectif : Concevoir des amorces pour le gène DEFA1 exprimé par le macrophage afin 

d’étudier son role au cours des infections à P. aeruginosa.  

Matériel et méthodes : Afin de concevoir des amorces spécifiques pour le gène DEFA1, 

nous avons utilisé des outils de bioinformatique.  La base de données www.ensemble.org a 

été utilisée pour rechercher des séquences spécifiques du gène DEFA1 et l'outil de primer-

blast  fourni par NCIB a été utilisé pour concevoir des amorces. Les résultats ont été 

confirmés par in silico PCR . 

Résultats : L’utilisation de l’outil Primer-BLAST a permis d’obtenir une amorce spécifique au 

gène DEFA1 à savoir : F primer CTTGTCTCCGAGCCTTCTCC, R primer 

CTGCTGAGACCCAACTCTGG avec un produit spécifique de 353 pb, Tm (F primer 

59,83°C, R primer : 60,04°C), la teneur en GC est de 60% pour l’amorce sens et 60% pour 

l’amorce anti-sens et une longueur de 20 nucléotides pour les deux amorces. 

Conclusions : Concevoir une bonne paire d’amorces aide à réussir la technique PCR, et 

donc l'amplification correcte du gène DEFA1 et l'étude de son rôle au cours des infections 

bactériennes. 

Mots clé : P. aeruginosa, macrophage, DEFA1, , Primer-BLAST, amorces.



Abstract  

Abstract  

Introduction: Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) is a pathogenic bacterium 

responsible for acute or chronic infections.  the macrophage is at the forefront of the innate 

immune defense which eliminates this pathogen by several mechanisms. this cell can 

produce antimicrobial substances that have a bactericidal effect. these substances are 

called antimicrobial peptides, such as the defensins which are encoded by the DEFA1 gene. 

Objective: to design primers for the DEFA1 gene expressed by the macrophage in order to 

study its role during P. aeruginosa. 

Material and methods: in order to design specific primers for the DEFA1 gene, we used 

bioinformatics tools. the www.ensemble.org database was used to search for specific 

sequences of the DEFA1 gene and the primer-blast tool provided by NCIB was used to 

design primers.  the results were confirmed by in silico PCR. 

Results: the use of the primer-blast tool made it possible to obtain a primer specific to the 

DEFA1 gene, namely: F primer CTTGTCTCCGAGCCTTCTCC, R primer 

CTGCTGAGACCAACTCTGG with a specific product of 353 bp, Tm (F primer 59.83°c  , R 

primer: 60.04° c), the GC content is 60% for the sense primer and 60% for the antisense 

primer and a length of 20 nucleotides for the two primers. 

Conclusions: designing a good pair of primers helps to succeed in the PCR technique, and 

therefore the correct amplification of the DEFA1 gene and the study of its role during 

bacterial infections. 

Keywords: P. aeruginosa, Macrophage, DEFA1, Primer-BLAST, primers. 

 

 



 ملخص 

 لخص م

( هً بكتٌرٌا ممرضة مسؤولة عن العدوى الحادة أو المزمنة.  تعد البلاعم فً طلٌعة P. aeruginosa: الزائفة الزنجارٌة )مقدمة

الدفاع المناعً الفطري الذي ٌقضً على هذا العامل الممرض بعدة آلٌات.  ٌمكن أن تنتج هذه الخلٌة مواد مضادة للمٌكروبات لها 

 .DEFA1 ٌم.  هذه المواد تسمى الببتٌدات المضادة للمٌكروبات ، مثل الدٌفٌنسٌن التً ٌتم ترمٌزها بواسطة الجٌن تأثٌر مبٌد للجراث

 .الزنجارٌة.  ص  خلال دوره لدراسة البلاعم عنه ٌعبر الذي DEFA1 للجٌن بادئات تصمٌم: الهدف

 بٌانات قاعدة استخدام ثم. الحٌوٌة المعلوماتٌة أدوات استخدمنا ، DEFA1 للجٌن محددة بادئات تصمٌم أجل من: والطرق المواد

www.Ensemble.org الجٌن من محددة تسلسلات عن للبحث DEFA1 ٌوفرها التً التمهٌدي التفجٌر أداة استخدام وتم 

NCIB فً النتائج تأكٌد تم.  البادئات لتصمٌم silico PCR. 

  F primer: وهو ، DEFA1 بجٌن خاص أساس على لالحصو التفجٌر التمهٌدي أداة استخدام أتاح: النتائج

TTGTCTCCGAGCCTTCTCC ، R primer CTGCTGAGACCAACTCTGG 353 محدد منتج مع bp ، 

Tm (F درجة مئوٌة 58.93 التمهٌدي،  R مئوٌة درجة 40.06:  التمهٌدي )، محتوى GC 40 و الحاسة لبادئ٪ 40 هو ٪

 .للبادئٌن ٌدنٌوكلٌوت 00 وبطول للمعنى المضاد للبادئ

 DEFA1 للجٌن الصحٌح التضخٌم وبالتالً ، PCR تقنٌة فً النجاح على ٌساعد البادئات من جٌد زوج تصمٌم: الاستنتاجات

 .البكتٌرٌة الالتهابات أثناء دوره ودراسة

 .التمهٌدي ، DEFA1 ، Primer-BLAST ، الضامة ، الزنجارٌة. ص: الرئيسية الكلمات
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Introduction  

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) longtemps considéré comme un microorganisme 

hautement opportuniste, est maintenant clairement reconnu comme un pathogène majeur 

chez les patients immunodéprimés (pier et ramphal., 2005).Il s’agit d’une bactérie à Gram 

négatif hautement mobile, aérobie stricte avec des profils de multi-résistance.Sa tendance à 

provoquer des infections chez les hôtes immunodéprimés, son extrême polyvalence, sa 

résistance aux antibiotiques et son large éventail de facteurs de virulence en font un 

pathogène extrêmement difficile à traiter en médecine moderne(Wilson et Pandey, 2023). 

Les macrophages, phagocytes mononucléaires, sont l'une des premières lignes de défense 

du système immunitaire(Wu et al., 2017; Khan et al., 2019). En réponse à différents stimuli, 

ces cellules peuvent se différencier en deux phénotypes distincts, les macrophages activés 

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

Les macrophages M1 sécrètent des médiateurs pro-inflammatoires(Wang et al., 2014)et ont 

été associés à des activités inflammatoires, antimicrobiennes et tumoricides(Y. Wang et al., 

2019).En revanche, les macrophages M2 produisent des cytokines et des chemokines 

impliquées dans la réponse anti-inflammatoire et favorisent la réparation des tissus(Wu et 

al., 2017). 

Les défensines sont une famille de peptides antimicrobiens et cytotoxiques supposés être 

impliqués dans la défense de l'hôte.Cet agent antimicrobien est secrété par les neutrophiles, 

les cellules épithéliales et le macrophage alvéolaire, et est également présent dans 

l'épithélium des surfaces muqueuses telles que l'intestin, les voies respiratoires, les voies 

urinaires et le vagin. La famille des défensines regroupe deux molécules : α-défensines et β-

défensines qui sont codées par le DEFA1 du chromosome 8(F. Wang et al., 2016). L’étude 

son expression par le macrophage au cours des infections a fait l’objet de plusieurs études.  

L’amplification en chaine par polymérase (PCR, polymerasechainreaction) est une technique 

d'amplification enzymatique qui permet, à partir d'un petit fragment d'ADN, d'obtenir un 

grand nombre de copies identiques de ce fragment.  La réalisation de cette technique 

nécessite les acteurs suivants : ADN, amorces, Taq polymérase et nucléotides. La PCR est 

largement utilisée en biologie pour détecter le gène responsable de maladies(Kadri, 2020). 

Dans cette d’ordre d’idée, l'objectif de ce travail est de concevoir des amorces pour le gène 

DEFA1, qui est exprimé par le macrophage afin d’étudier son implication dans l’immunité 

antiinfectieuse.
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Chapitre 1. Revue de la littérature 
 

1.1. Pseudomonas aeruginosa 

1.1.1. Généralités  

En 1882, Carl Gisar, un chimiste et bactériologiste français, a découvert 

Pseudomonas aeruginosa (P. areuginosa) après une série d’expériences qui ont identifié ce 

micro-organisme par un pigment soluble dans l'eau qui virait au bleu-vert lorsqu'il était 

exposé à la lumière (Yeterian et al., 2010).  

P. aeruginosa, initialement connu sous le nom de Bacillus pyocyaneus, est une bactérie 

polyvalente omniprésente dans l'environnement. Elle est fréquente dans le sol et l'eau, ainsi 

que sur les surfaces qui entrent en contact avec ces milieux. L'étymologie du mot 

Pseudomonas vient des mots grecs pseudo (qui signifie imitation) et monas (qui signifie 

unité).Le mot latin aeruginosa, qui se traduit par "herbe verte", fait référence au pigment 

bactérien qui donne à la colonie sa couleur unique. P. aeruginosa est une espèce de 

pseudomonas, avec 12 autres membres (Yeterian et al.,2009). Sa taxonomie est 

représentée dans le (Tableau 1.1). 

Tableau 1.1 : Taxonomie de P. aeruginosa (BENABID, 2009). 

Embranchement Prokaryota 

Division Proteobacteria 

Classe Gammaproteobacteria 

Ordre Pseudomonadales 

Famille Pseudomonadaceae 

Genre Pseudomonas 

Espèce Aeruginosa 

 

 

1.1.2. Morphologie et structure 

P. aeruginosa est un bacille à Gram négatif d'une taille de 1 à 5 µm de long et 0,5 à 

1 µm de large. La majorité des souches sont mobiles avec un seul flagelle polaire, par 

contre, d’autres ont deux ou trois flagelles. La paroi cellulaire de cette bactérie est 

composée de trois couches : la membrane interne ou cytoplasmique, la couche de 

peptidoglycane et la membrane externe. Cette dernière est constituée de phospholipides, de 

protéines et de lipopolysaccharides (LPS). De plus, la membrane de cette bactérie se 

compose de plusieurs pompes d'efflux , dont mexa-mexb-opem et mexc-mexd-oprj, qui 
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jouent un rôle important dans l'injection de médicaments antimicrobiens (Xavier et al., 2010; 

Mulcahy et al., 2014).  

1.1.3. Épidémiologie  

Les infections à P. aeruginosa sont courantes chez les patients immunodéprimés 

atteints de la fibrose kystique, la bronchectasie, la neutropénie, les brûlures, le cancer, le 

Sida, la transplantation d'organes, le diabète et aussi les patients admis dans des unités de 

soins intensifs et portant des dispositifs invasifs comme des cathéters ou des tubes 

endotrachéaux (Mulcahy et al., 2014) . 

L'étude de l'épidémiologie hospitalière de P. aeruginosa est basée sur deux 

méthodes de génotypage complémentaires : électrophorèse sur gel de champ pulsé pour 

l'épidémiologie locale et le typage de séquence multilocus pour une approche macro-

épidémiologique. 

1.1.4. Physiopathologie 

P. aeruginosa est un agent pathogène opportuniste responsable d'infections nosocomiales 

graves et mortelles chez les personnes immunodéprimées et d'infections chroniques chez 

les patients atteints de mucoviscidose. Il induit des bactériémies et des infections des voies 

entéro-respiratoires et est impliqué dans les méningites et les ostéomyélites en infectant le 

système nerveux central et structures osseuses (Ben Haj Khalifa et al., 2011).  

Un large éventail de maladies causées par P. aeruginosa et le traitement difficile et croissant 

requis en raison de la résistance antimicrobienne du corps s'expliquent collectivement par le 

fait que la bactérie possède de nombreux mécanismes de résistance et divers facteurs de 

virulence. La résistance de P. aeruginosa aux antibiotiques a été attribuée à un certain 

nombre de mécanismes, notamment la résistance intrinsèque aux antibiotiques, les 

mécanismes d'efflux et les enzymes qui rendent les antibiotiques inactifs (Pang et al., 2019). 

1.1.5. Mécanismes de résistances aux antibiotiques 

La résistance aux antibiotiques est une autre caractéristique de la colonisation chronique 

des isolats pulmonaires FK (Bianconi et al., 2019). P. aeruginosa est intrinsèquement 

résistante aux antibiotiques en raison de la perméabilité particulièrement faible des MO et de 

la présence de pompes à efflux de médicaments, de purines et de β-lactamases (Pang et 

al., 2019). Cependant, des mutations pathologiques et des micromutations dans les gènes 

codants surviennent après un traitement médicamenteux intensif (Castanheira et al., 2014), 

entraînant une surexpression des pompes à efflux, des cibles antibiotiques altérées et une 

surproduction de β-lactamases (c) une diminution de la perméabilité de l'OM en raison de la 
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perte de purpurine (Freschi et al., 2018). La résistance aux antibiotiques induite par la 

mutation est étroitement associée à une sur stimulation (López-Causapé et al., 2015). En 

outre, des adaptations telles que la surproduction de gènes et la formation de biofilms, et 

des modifications du LPS (corrélation Lipid aminotransferase A and loss of OPS) 

(Huszczynski et al., 2019), et les mutations QS contribuent toutes à la résistance aux 

antibiotiques, et P.aeruginosa développe généralement un phénotype multirésistant, évitant 

ainsi l'éradication bactérienne (Jurado-Martín et al., 2021). 

1.1.5.1. Résistance acquise 

La résistance acquise est une conséquence de l'exposition aux antibiotiques, qui conduit à 

la sélection de mutations génétiques chromosomiques ou à l'acquisition horizontale 

d'éléments génétiques (plasmides, transposons, entre autres) (Breidenstein et al., 2011). 

Par exemple, les plasmides ne contiennent pas de gènes essentiels au fonctionnement 

bactérien dans des conditions normales, mais contiennent des gènes avantageux pour la 

croissance et la multiplication bactériennes dans des conditions défavorables, telles que les 

gènes de résistance aux antibiotiques, de résistance aux métaux lourds et de virulence 

(Rodriguez-Valera et al.,2016). Bien que l'acquisition de gènes de résistance ne soit pas 

aussi fréquente chez P. aeruginosa comme dans de nombreuses autres bactéries, il a été 

démontré qu'elle acquiert des carbapénémases codées par un plasmide (métallo-β-

lactamases simples) capables d'hydrolyser la plupart des β-lactamines, y compris les 

carbapénèmes (Umadevi et al., 2011). 

L'interférence avec les cibles antibiotiques est également une stratégie courante que les 

bactéries utilisent pour empêcher l'action des antibiotiques. Par exemple, la modification des 

sites cibles des quinolones est l'un de ces mécanismes de résistance. Les quinolones 

inhibent la réplication de l'ADB bactérien en ciblant l'ADN gyrase et la topoisomérase IV 

(Munita et Arias, 2016). 

1.1.5.2. Résistance adaptative 

La résistance adaptative dépend des circonstances de croissance qui déclenchent des 

événements régulateurs dans la cellule, et la sensibilité s'inverse généralement lorsque les 

conditions inductrices sont supprimées. Elle est essentiellement induite par des stress 

environnementaux et par la présence d'antibiotiques spécifiques (Taylor et al., 2014). Chez 

P. aeruginosa, le mécanisme de résistance adaptative le mieux caractérisé est la formation 

de biofilm, associée au développement de la résistance aux polymyxines, aux aminosides et 

aux peptides antimicrobiens cationiques (Fernández et al.,2011).  
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1.1.5. Caractères culturaux 

P.  aeruginosa peut vivre dans plusieurs températures, de 4°C à 42°C, et se porte bien à 

37°C. Cette bactérie est capable de se développer de manière anaérobie sur certaines 

sources de carbone. C’est une bactérie aérobie stricte mais capable d’utiliser les nitrates en 

conditions anaérobies comme récepteur final d’électron (LaBauve et Wargo, 2012).  

Les colonies poussent en 24 heures et ont une forme aplatie avec un bord irrégulier 

et prennent avec le temps un aspect métallique irisé et se caractérisent par le parfum du 

syringa (aussi appelé poets jasmine). Trois types de colonies peuvent être distingués 

simultanément ou isolément à partir de milieux solides (Frigui et al., 2020) : 

 "l" colonies de 2 à 3 mm de large à bord dentelé irrégulier, à partie centrale bombée 

à reflets métalliques. 

 Colonies plus petites à dôme lisse "s" à bord régulier. 

 Colonies muqueuses "M" gonflées, adhérentes et filamenteuses présentes dans les 

souches produisant une boue composée d'un polymère d'alginate. 

 

1.1.6. Caractères biochimiques 

1.1.6.1. Métabolisme et production de pigments 

P. aeruginosa possède une oxydase ainsi qu’une nitrate-réductase (réduction des nitrates 

pouvant aller jusqu’au stade de N gazeux), Un métabolisme oxydatif des sucres appréciable 

sur milieu MEVAG (milieu pour l’étude de la voie d’attaque des glucides) et une arginine-

dihydrolase. 

 P. aeruginosa produit un certain nombre de pigments, notamment la pyoverdine (jaune-vert 

et fluorescent), la pyocyanine (bleu-vert), la pyorubrine (rouge-marron) et la pyomélanine 

(marron-noir) (Figure 1.1). Ces pigments sont impliqués dans de multiples phénomènes, tels 

que le quorum sensing, la virulence, les propriétés antioxydantes et d'acquisition du fer 

(Elbargisy, 2021). La plupart des colonies sont plates et étalées sur la surface de la gélose 

et produisent généralement deux pigments solubles : la pyocyanine (pigment de phénazine, 

soluble dans le chloroforme et l'eau), et la pyoverdine (insoluble dans le chloroforme mais 

soluble dans l'eau). 
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Figure 1.1. Souches cliniques de P. aeruginosa  montrant la production de pyoverdine 

(vert), de pyocyanine (bleu), et pyomélanine (marron). 

1.1.7. Caractères génomiques  

Stotor et ses collaborateurs ont publié la séquence complète du genre pao1 de P. 

aeruginosa en 2000.  P. aeruginosa PAO1 est un génome très grand et complexe, codant 

pour 5700 gènes, dont 5584 brevets et 5584 cadres de lecture ouverts de brevets. Son 

génome a une taille d'environ 6,3 mbp (avec une teneur en G+C de 66,6 %) (Figure 1.2)  (E. 

A. Ozer, Allen, et Hauser 2014). De plus, on estime que 150 gènes liés à l'adhérence, au 

mouvement, au risque et à la synthèse de facteurs de virulence se sont avérés codés dans 

le gène Pao1 de P. aeruginosa. (Chevalier et al., 2017). 

 

Figure 1.2. La représentation circulaire du génome du P. aeruginosa PAO1 généré 
avec www.patricbrc.org (consulté le 8 mai 2021). Ce génome contient environ 6,3 mbp. Le cercle 

rose qui contient un cercle noir au milieu est le pourcentage de contenu G + C (66,6%). Les barres pointillées 
bleues représentent les gènes qui codent pour les facteurs de virulence et la résistance aux antimicrobiens. Les 
cercles violets et verts sont représentés pour les régions de coda opposées et directes du genre. Le cercle bleu 
encercle tout le chromosome. 

P. aeruginosa a un génome en mosaïque, composé de nombreux gènes centraux 

entrecoupés de blocs de gènes spécifiques à une souche (Freschi et al., 2018). À la suite 

d'études génomiques comparatives au sein de l'espèce, le génome de P. aeruginosa a été 
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classé en trois groupes en fonction de ses caractéristiques: le génome central, le génome 

accessoire et le pan-génome (Freschi et al., 2019). 

Les gènes de résistance de P. aeruginosa, tels que les pompes à efflux et les 

lactamases, sont situés dans le génome central (Sommer et al., 2020). 

1.1.8. Facteurs de virulence  

La virulence des agents pathogènes fait référence à leur capacité à infecter l'hôte et 

à provoquer des symptômes cliniques par le biais de facteurs favorisant l'attachement 

bactérien, la colonisation et l'invasion de l'hôte, la perturbation de l'intégration des tissus de 

l'hôte, la suppression de la réponse immunitaire de l'hôte et l’épuisement des nutriments 

(Dickey et al., 2017; Diggle et Whiteley, 2020). 

1.1.8.1. Facteurs de virulence de surface 

Les facteurs de virulence de surface incluent le flagelle, le pili, les LPS et l’alginate. 

1.1.8.1.1. Flagelle 

Les flagelles de P. aeruginosa qui ressemblent à des poils tombants sur la surface 

bactérienne sont principalement constitués de sous-unités protéiques de type flagelline. Les 

flagelles fonctionnent comme un organe mobile qui permet le mouvement bactérien et la 

chimiotaxie.  Par l'intermédiaire de la flagelline et de la protéine du flot du flagellum, les 

flagelles contribuent à l'adhésion bactérienne et au développement du biofilm (E. Ozer et al., 

2021). Ils peuvent déclencher l'activation de la réponse immunitaire de l'hôte via le récepteur 

de type Toll 5 (TLR5) et sont hautement immunogènes (Campodónico et al., 2010). 

P. aeruginosa possède un seul flagelle polaire constitué d'un filament composé de 

flagelline polymérisée disposée de manière hélicoïdale (flic), d'une protéine de coiffe 

spécifique au type (flid), du crochet à la base du filament (flge), de deux filament-crochet  

protéines de jonction (flgkl) et un certain nombre de composants du corps basal à travers les 

membranes externes et internes (Figure 1.3) (Sampedro et al., 2014). 
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Figure 1.3. Structure d’un flagelle d’une bactérie à Gram négatif (Pallen et al., 2005) 

1.1.8.1.2. Les pili de type IV 

Les pili de P. aeruginosa de type IV sont des fimbriae motorisés constitués de copies 

répétées d'une protéine de 15 kDa connue sous le nom de piline. Il existe trois sous-types 

de pili:  types IVa,  types IVb, et types IVb-tad (Jacobsen et al., 2020). Les pili ont un rôle 

important dans la création du biofilm, la régulation des facteurs de virulence et le transfert 

bactérien des gènes de résistance aux prélèvements. Il est associé aux contractions, au 

mouvement et à l'adhésion des bactéries à diverses surfaces, à la motilité et à l'adhérence 

sur diverses surfaces (Talà et al,. 2019). De plus, les pili de type IV permettent aux bactéries 

d'entrer en contact direct avec les surfaces et de contrôler le développement du biofilm en 

contrôlant les niveaux de molécules cycliques DI-GMP (Webster et al., 2021). 

1.1.8.1... Facteur d’attachement de type fimbriae (ou Cup) 

Des recherches récentes ont révélé un nouveau facteur d'attachement chez P. 

aeruginosa. Il s'agit de pili de type fimbriae qui sont assemblés par la voie "chaperone/usher 

pathway" (Cup). Trois systèmes de coupe, désignés CupA, CupB et CupC, ont été 

découverts chez P.aeruginosa. Ces facteurs d'attachement sont cruciaux pour l'adhésion 

aux surfaces biologiques et le développement du biofilm (Vallet et al., 2004). 

1.1.8.1.4. Lipopolysaccharide (LPS) 

Le LPS, un agoniste bien connu et puissant qui induit une puissante réponse 

immunitaire inflammatoire innée, est un composant structurel de la membrane externe de la 

majorité des bactéries Gram-négatif et peut être trouvé dans toutes les souches de P. 

aeruginosa. Le LPS est conceptualisé comme composé de trois domaines distincts : le lipide 

A, l'oligosaccharide de base et l'antigène O (également appelé polysaccharide O, O-

antigène ou O-polysaccharide). Les scientifiques se sont initialement concentrés sur le 
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développement de vaccins pour prévenir l'infection en ciblant les LPS, mais cela s'est avéré 

très difficile en raison de la variété des sérotypes et des résultats inefficaces (Maldonado et 

al.,2016). 

Le LPS est un composant structurel crucial au niveau de la surface pour protéger les 

cellules de l'hôte contre les dommages externes. Il constitue une barrière physique, 

intervient dans les interactions avec les récepteurs de l'hôte et cause des lésions tissulaires 

en raison de son activité endotoxique (Park et al.,2022). Enfin, le développement du biofilm 

et la tolérance aux antibiotiques peuvent être liés aux LPS (Chambers et al., 2017). 

Le LPS peut être un puissant activateur de la réponse immunitaire de l'hôte à travers 

une variété de voies de transduction du signal, y compris le récepteur TLR4 et le régulateur 

de conductance transmembranaire de la fibrose kystique (CFTR, Cystic Fibrosis 

Transmembrane Regulator). Les LPS peuvent également stimuler les neutrophiles à libérer 

des pièges de neutrophiles extracellulaires (filets) pour engloutir les agents pathogènes 

envahisseurs tout en épargnant les bactéries de la phagocytose (Huszczynski et al., 2019). 

1.1.8.1.5. Alginate  

L'alginate, également connu sous le nom de composant de muqueuse 

exopolysaccharidique (MEP), est l'EPS (Extracellilar polymeric substances) Les substances 

polymères extracellulaires (EPS) sont reconnues comme le déterminant clé du processus de 

granulation pour maintenir la stabilité de la structure des boues granulaires aérobies, Et elle 

la plus étudié et une clé des biofilms muqueux de P. aeruginosa.  Il s'agit d'un polymère 

asymétrique de haut poids moléculaire avec des variables de relation d'acide mannuronique 

et gluconique qui sont reliées par 1-4 et partiellement o-acétylées. Les enzymes de synthèse 

des alginates sont codées par l'opéron algd (Mann et al.,2012), dont l'expression est 

contrôlée par le facteur algt, dont la surexpression est efficace pour les surfaces muqueuses 

(Cross et al., 2020). 

Bien qu'il ne soit pas nécessaire au développement du biofilm, cet 

exopolysaccharide est produit par les mucoïdes de P. aeruginosa et aide à la maturation, à 

la morphologie et à la stabilité du biofilm (Ghafoor et al., 2011). Il est nécessaire de se 

rappeler que l'alginate aident  les bactéries à survivre en protégeant P. aeruginosa de la 

phagocytose par l'hôte dans les poumons et en assiégeant l'ERO libéré par les 

macrophages et les neutrophiles activés (Rybtke et al., 2020). 
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Enfin, vous pouvez interagir avec des antibiotiques appelés aminoglycosides, 

comme la tobramycine, pour modifier sa pénétration du biofilm et augmenter la résistance 

aux antibiotiques (Goltermann et al., 2017). 

1.1.8.2. Les protéines secrétées par P.aeruginosa 

1.1.8.2.1. Les toxines sécrétées par le système de sécrétion de type I 

- La protéase alcaline  

La protéase alcaline, également connue sous le nomd'aeruginolysine, est une 

endopeptidase membranaire dépendante du zinc codée par le gène AprA (Galdino et al., 

2019; Li et Lee, 2019). En plus de dégrader L’interféron gamma(Interferon-gamma, l'IFN-γ) 

et le Facteur de nécrose tumoral (Tumor Necrosis Factor, TNF-α,) l'AprA a également la 

capacité de dégrader les composants du complément (C1q, C2 et C3), d'altérer le système 

immunitaire de l'hôte et d'exacerber les infections endogènes, permettant ainsi 

l'échappement phagocytaire (Iiyama et al., 2017). La protéase IV est significativement 

associée à la virulence cornéenne de P. aeruginosa (Bradshaw et al,. 2018). En plus 

d'affecter le système immunitaire de l'hôte en décomposant de nombreuses molécules 

biologiquement importantes, telles que le composant du complément, l'immunoglobuline et 

les précurseurs de protéines de surfactant, la protéase IV peut également endommager les 

tissus de l'hôte et aggraver l'infection bactérienne en décomposant le fibrinogène, la 

lactoferrine, transferrine et élastine (o'callaghan et al., 2019). 

1.1.8.2.2. Les protéines sécrétées par le système de sécrétion de type II 

- Exotoxin A 

L'exotoxine A, une adp-ribosyl transférase sécrétée par le T2SS dans la majorité des 

isolats cliniques,est le facteur le plus toxique contribuant à la pathogénicité du P.aeruginosa  

(Javanmardi et al., 2019). Il est divisé en trois domaines structuraux importants et un 

domaine mineur. Le domaine n-terminal (ia) est composé principalement de brins β 

antiparallèles et est responsable de la fixation aux cellules hôtes; le domaine médian (ii), 

composé de six hélices α à activité de translocation membranaire; et le domaine c-terminal  
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Figure 1.4 : structure en ruban de l’exotoxine A (ETA) de P.aeruginosa définissant 

ses domaines structurels et fonctionnels 

 

(iii) est le fragment toxique. Entre les domaines ii et iii, il existe un sous-domaine IB 

plus petit qui peut être éliminé sans que la toxine ne perde son activité. Le P. aeruginosa 

exotoxin A (PEA) inhibe la synthèse des protéines de l'hôte en catalysant la ribosylation de 

l'ADP du facteur d'élongation cellulaire 2 (EF-2), induit la mort cellulaire programmée 

(Michalska et Wolf 2015), inhibe la sécrétion de l’interleukine 18 (IL-18) et diminue la 

production du TNF-α, l’IL-6, l’IL-8 et l’IL-10)(Figure 1.4) (Schultz et al., 2000). 

Figure 1.4. Structure en ruban de l'exotoxine A (ETA) de P. aeruginosa définissant ses 

domaines structurels et fonctionnels. 

Lorsque l’ETA est libéré dans l'environnement extracellulaire, il se lie aux cellules 

hôtes via le récepteur CD91 ou 2-macroglobuline, conduisant à l'internalisation à travers des 

fosses recouvertes de calathrine ou des microdomaines résistants aux détergents. Une fois 

à l'intérieur, il subit des changements conformationnels qui permettent son activité 

nécrotique irréversible au site de colonisation (Michalska et Wolf, 2015).  

- Élastases  

Sous le contrôle de la régulation au niveau du système, le T2SS séquestre les 

molécules élastiques lasa et lasb et dégradent l'élastine de l'hôte (Gellatly et Hancock, 

2013). 

Lasb élastase, également appelée « élastase » ou « pseudolysine », est une 

métalloprotéase dépendante du zinc de la famille des thermolysines qui est codée par le 

gène LASP. C'est la protéase la plus abondante et on pense qu'elle est le principal facteur 

de virulence extracellulaire (Galdino, A.C.M et al., 2017). En plus de son activité 

élastinolytique, il affecte également les jonctions d'autres protéines de l'hôte (Nomura et al., 
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2014), notamment comme les protéines tensioactives (sp-a et sp-d) (Kuang et al., 2011), les 

cytokines (TNF, IFN,IL-6 ou IL-2) (Bastaert et al. 2018), les immunoglobulines, et les 

composants de l'inflammasome (Yang et al., 2017), évitant la reconnaissance du TLR5 et 

supprimer l'activité des macrophages alvéolaires en contrôlant à un niveau inférieur la 

production de molécules clés et de récepteurs immunitaires inactifs (Bastaert et al., 2018). il 

affecte également la formation du biofilm par la régulation des rhamnolipides (RL) (Yu et al., 

2014). 

L'enzyme LasA, également connue sous le nom de protéase staphylolytique ou 

staphylolysine, agit conjointement avec l'enzyme LasB pour décomposer l'élastine (le 

composant principal du tissu pulmonaire). LasA décompose l'élastine, la rendant plus 

accessible à d'autres protéases telles que LasB, la protéase alcaline et l'élastase 

neutrophile. Récemment, l'expression de Lasa a été corrélée à la résistance aux 

antibiotiques chez des isolats cliniques de P.  aeruginosa (Krishnan, G et al.,2019). 

- Phospholipases C ( LPC) 

La phospholipase est sécrétée par le T2SS et décompose les phospholipides 

membranaires eucaryotes et la sphingomyéline, et est produite par P. aeruginosa sous 

forme hémolytique et non hémolytique. De nombreuses études ont démontré que 

l'empoisonnement aux hémolytes peut entraîner la perméabilité vasculaire de l'hôte, des 

dommages aux organes et la mort cellulaire (Wargo et al., 2011). De faibles niveaux de LPC 

hypoxique peuvent augmenter l'expression de l'IL-8 et provoquer un recrutement excessif de 

neutrophiles impliqués dans l'inflammation pulmonaire et la destruction des tissus  (Bezzerri 

et al., 2011). 

De plus, l'hémolyte LPC inhibe l'éruption respiratoire des neutrophiles en interférant 

avec une voie de signalisation spécifique de la protéine kinase c ( PKC ) indépendante de la 

kinase p38, permettant à P. aeruginosa de survivre dans un environnement immunitaire 

riche en neutrophiles et, par conséquent, et donc une infection bactérienne chronique 

(Monturiol-Gross et al., 2021). 

1.1.8.2.3. Les exotoxines secrétées par le système de sécrétion de type III 

ExoU, ExoT, ExoS et ExoY sont quatre toxines bien connues qui sont sécrétée via 

T3SS et présentent une toxicité variable dans divers tissus (Anantharajah et al., 2016). 

ExoU est considérée comme la principale cytotoxine car elle a le plus grand impact 

sur la gravité de la maladie et est liée à des infections mortelles, à des lésions pulmonaires 

graves et à la mortalité (Pena et al., 2015). Il a une activité phospholipase A2 qui détruit de 
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manière irréversible la membrane de la cellule hôte, provoquant une mort cellulaire rapide. 

Cette activité destructrice peut être dirigée contre les phagocytes et l'épithélium pour 

favoriser la dissémination bactérienne et empêcher la clairance (Hauser, 2009). 

ExoY est la deuxième exotoxine la plus répandue et exprimée par plus de 89 % des 

isolats (Javanmardi et al., 2019; Wagener et al., 2020) C'est une adénylate cyclase soluble 

qui augmente les niveaux intracellulaires de divers nucléotides cycliques (cAMP, cCMP, 

cGMP et cUMP) lorsqu'elle est injectée dans des cellules de mammifères, activant les 

protéines kinases (Beckert et al., 2014). Des recherches récentes ont démontré que la 

protéine ExoY possède un site de liaison à l'actine qui regroupe directement les filaments 

d'actine de la cellule hôte (Mancl et al., 2020). ExoY inhibe considérablement la production 

de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages et les cellules épithéliales en 

contrôlant le niveau d'activation de la kinase 1 provoquée par le facteur favorisant la 

croissance (TAK1) (He et al., 2017). 

ExoT est l'exotoxine la plus largement produite par les isolats cliniques (92 à 100 %) 

(Javanmardi et al.,2019), bien qu'elle ne soit pas suffisante pour la persistance bactérienne 

dans les poumons (Shaver et Hause,2004). Il s'agit d'une exotoxine à bifonctionnelle avec 

des activités de protéine activatrice de GTpase (GAP) et d'adénosine diphosphate ribosyl 

transférase (ADPRT) qui agissent ensemble pour perturber la fonction de barrière épithéliale 

et prévenir la phagocytose (Hauser,2009). De plus, l'activité GAP d'ExoT, avec ExoS, 

contribue à la rétroaction inhibition de l'injection effectrice (Armentrout et al., 2021). ExoT 

spécifiquement ribosylate deux protéines adaptatrices (régulateur CT10 de kinase ( CRK-I et 

CRK-II) qui jouent un role dans la phagocytose, l'adhésion focale et la migration cellulaire 

(Sun et Barbieri, 2003). ExoT augmente également la production d'IFN-γ par les cellules 

tueuses naturelles (NK) dans les poumons (Vourc’h et al., 2017). 

ExoS, dont la production a récemment été liée à des infections récurrentes et à des 

résultats cliniques moins favorables chez les personnes atteintes de mucoviscidose (Sarges 

et al., 2020), se retrouve dans 58 à 72 % des isolats cliniques (Javanmardi et al., 2019) et 

possède la même activité bifonctionnelle qu'ExoT (Hauser, 2009).  

1.1.8.2.4. Les exotoxines secrétées par le système de sécrétion de type V 

- Rhamnolipides  

Les rhamnolipides (RLS) sont la famille de biosurfactants la plus largement produite 

par la bactérie P. aeruginosa (El-Housseiny et al., 2020). Ils sont considérés comme l'un des 

groupes de biosurfactants les plus prometteurs en raison de leur faible toxicité, de leur forte 
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activité de surface, de leur forte activité émulsifiante, de leur biodégradabilité et de leur 

nature respectueuse de l'environnement (shatila et al., 2020). 

Alors que la surproduction de RLS empêche le développement de biofilm, de faibles 

concentrations améliorent la libération de LPS à la surface cellulaire, augmentant 

l'hydrophobicité et l'affinité pour l'adhérence initiale des bactéries à une surface (Nickzad et 

Déziel., 2014). En outre, les RLS présentent d'autres activités telles que des propriétés 

antifongiques (Sancheti et Ju., 2019), l'activité antimicrobienne et a une faible toxicité 

(Johann et al., 2016). 

- Sidérophores 

Afin de faciliter l'accumulation du fer, les bactéries sécrètent des sidérophores, qui 

sont des chélateurs du fer. P. aeruginosa produit deux sidérophores: le peptide très 

fluorescent pyoverdine (Pvd) et la pyocheline relativement moins lumineuse (Pch ) 

(Cornelis., 2010). La Pvd et la Pch peuvent chélater les fers, Fe3+, de la transferrine et de la 

lactoferrine pour favoriser la croissance, et sont toutes les deux nécessaires à la virulence 

totale de P. aeruginosa (Sass et al., 2020). Malgré sa faible affinité pour le fer, la pyocheline 

peut être produite par la bactérie à la place de la pyoverdine, même en présence de 

chélateurs de fer puissants (Cunrath et al,. 2020; Pan et al., 2022), ce qui indique son rôle 

indispensable dans la niche ferreuse. 

 

1.1.8.3. Quorum Sensing 

Le quorum sensing (QS) est essentiel à la régulation de plusieurs gènes, permettant 

la communication cellule-cellule et l'adaptation aux changements environnementaux, dans 

lequel les bactéries reconnaissent de petites molécules de signalisation autosécrétantes 

appelées autoinducteurs et coordonnent l'expression de plusieurs gènes impliqués dans les 

comportements de la communauté bactérienne, la virulence et la formation de biofilms 

(Figure 1.5) (Lee et al., 2015). 

Il existe quatre voies QS chez P.aeruginosa : las, rhl, iqs et pqs. Chacune de ces 

voies utilise l'un des quatre autoinducteurs suivants : n-(3-oxododécanoyl) -l-hsl (oddhl), n-

butanoyl-l-homosérine lactone (c4-hsl) et 2-(2-hydroxypheny-quinolone (PQS) (Dickey., 

2017). Dans certaines circonstances, lorsque la densité bactérienne est suffisante, des 

autoinducteurs sont produits et se combinent avec leurs récepteurs pour contrôler la 

transcription des gènes de toxicité associés(Yaeger et al., 2021). 

Le QS joue un rôle clé dans la virulence de P.aeruginosa, notamment en régulant la 

libération de multiples facteurs de virulence (y compris l'élastase, la protéase alcaline, 
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l'exotoxine a, les rhamnolipides, la pyocyanine et la lipase) et en favorisant la maturation du 

biofilm (O’Donnell et al., 2020; Rezzoagli et al., 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.5. Mécanisme de régulation du QS (Elmeskini, 2011). Chez P. aeruginosa, deux 

systèmes de QS ont été découverts, le système las et le système rhl, contrôlant à eux deux la transcription de 
plusieurs gènes impliqués dans la virulence. Le système las, le premier à avoir été décrit, comprend le gène lasR 
codant pour la protéine régulatrice LasR et le gène lasI codant pour une enzyme, auto-inducteur synthase, LasI, 
nécessaire à la synthèse d'un type d'AHL : N-(3-oxododecanoyl)-L-homosérine lactone (3-oxo-C12-HSL). Dans 
ce système, la communication dépend de la densité bactérienne et repose sur la synthèse et la diffusion, de 
bactérie à bactérie, de petites molécules appelées acylhomosérines lactones (AHL). Chez P. aeruginosa, le QS 
amplifie et coordonne l'expression de gènes dits de virulence par activation de leur transcription.  

1.1.9. Biofilm  

La plupart des bactéries vivent dans des biofilms, qui offrent une niche protectrice 

pour la survie des micro-organismes(Kumar et al., 2017; Flemming et Wuertz, 2019). Les 

biofilms bactériens sont définis comme des communautés microbiennes structurées 

encapsulées dans une substance polymère extracellulaire (eps) auto-synthétisante et 

attachées à un tissu ou à une surface qui comprennent des exopolysaccharides, des 

protéines matricielles et de l'ADN extracellulaire(T. Wang et al., 2020). Des recherches ont 

montré que 65 à 80 % des infections pathogènes dans les hôpitaux sont associées à des 

biofilms (Kumar et al., 2017; Shrestha et al., 2022). Bien que de nombreux agents 

antimicrobiens soient disponibles pour une utilisation clinique, ces agents inhibent 

uniquement les symptômes d'infection et sont incapables d'éradiquer les bactéries 

incrustées dans les biofilms (Li et Lee., 2019).  
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La formation de biofilms permet à P. aeruginosa de résister aux environnements 

externes défavorables et favoriser sa colonisation chez l'hôte. Les biofilms peuvent 

également agir comme des barrières de diffusion, limitant l'entrée des antibiotiques dans les 

cellules bactériennes (Pang et al., 2019). La formation de biofilm favorise efficacement la 

colonisation de P. aeruginosa, améliore la résistance bactérienne aux agents antimicrobiens 

et contrecarre le système immunitaire de l'hôte (Maurice et al., 2018; Tuon et al., 2022).  

Les étapes de la formation du biofilm sont les suivants (Figure 1.6) 

 La détection des matériaux de surface par les bactéries 

 Adhésion bactérienne planctonique (réversible ou irréversible) à un support 

 La croissance des bactéries et le développement de microcolonies 

 La maturation du biofilm 

 La propagation du biofilm, la séparation des agglutinants bactériens et la colonisation 

ultérieure de nouvelles surfaces (Brahim,2019). 

 

 

Figure 1.6. Représentation des différentes étapes de développement d’un biofilm (Yannick 

al., 2014). 
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1.2. Macrophages  

1.2.1. Généralités 

Le macrophage est considéré comme un composant cellulaire clé de l'immunité 

innée. C’est la premières cellules immunitaires à apparaître dans le développement d'un 

organisme, qui agit comme le principal acteur de la défense contre les agents pathogènes et 

module les réponses homéostatiques et inflammatoires (Parisi et al., 2018). Il appartient au 

système mononucléaire des phagocytes, une famille de phagocytes professionnels qui 

implique aussi les monocytes et cellules dendritiques (Parisi et al., 2018).  

En1882, Élie Metchnikoff a inventé le terme macrophage (vient du grec et qui signifie 

«gros mangeurs»). Il a été aussi le premier à décrire l'ingestion par les macrophages de 

particules ou de cellules, appelée phagocytose, comme réponse immunitaire protectrice 

(Frodermann et Nahrendorf,2018). Les macrophages jouent un rôle important dans 

le système immunitaire humain et remplissent diverses fonctions, notamment l’absorption et 

la digestion des micro-organismes(bactéries), élimination des débris et des cellules 

mortes et stimulation d’autres cellules impliquées dans la fonction immunitaire (Donadon et 

al., 2020). 

 

1.2.2. Origine des Macrophages  

Les macrophages se forment à partir des monocytes, eux-mêmes issus de la moelle 

osseuse. Les monocytes circulent dans le sang pendant un à trois jours avant de migrer 

dans les tissus, où ils deviennent des macrophages ou des cellules dendritiques (Mariani et 

al., 2019).  

Trois principales sources peuvent être à l’origine des macrophages tissulaires : 
 
 Le sac vitellin dans l’embryon comme source de cellules pro-génitrices par 

hématopoïèse primitive ; 

 La deuxième vague à partir de progénitures érythro-myéloïdes (EMP) (foie fœtal) ;    

 Et la moelle osseuse qui devient le centre hématopoïétique, induit chez les embryons 

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

Les macrophages résidents dans le premier et le deuxième cas proviennent du sac 

vitellin fœtal ou de progéniteurs qui en sont dérivés (Wynn et al., 2013). Ils sont produits tout 

au long du développement embryonnaire, bien avant la naissance, avant que l' 

hématopoïèse finale ne soit établie (Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Orecchioni et al., 

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

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

et al., 2019). 
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Concernant le troisième cas, la circulation sanguine libérera des monocytes dérivés 

des cellules souches hématopoïétiques de la moelle osseuse et ces cellules seront ensuite 

recrutées dans divers tissus de l'organisme (Parisi et al., 2018), où ils se différencient sous 

l'influence de facteurs de croissance spécifiques dont le facteur de stimulation des colonies 

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

des colonies de macrophages granulocytes (GM-CSF, Granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor) en macrophages (Juhas et al., 2015). 

 

Figure 1.7. Origine des macrophages (D'après Abbas et al., 2015). 

 

1.2.3.  Macrophages résidents  

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

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

compris les microglies (système nerveux central (SNC)), les cellules kupffer (foie), les 

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

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

(Gordon et al., 2014). 

Les macrophages résidents favorisent l'homéostasie tissulaire, tandis que les 

macrophages dérivés de monocytes aident principalement à la défense de l'hôte. Outre ces 

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

différents organes (Figure 1.7)(Davies et al., 2013; Ruytinx et al., 2018). 

1.2.4.  Morphologie 

Les monocytes sont des cellules de 12 à 15 µm tandis que les macrophages peuvent 

mesurer de 25 à 50 µm. Les deux types de cellules ont un noyau rond ou en forme de rein 

positionné de manière excentrique. Les monocytes contiennent un ou deux noyaux qui 
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disparaissent lors de la différenciation en macrophages. le cytoplasme de ces cellules est 

abondant en granules azur de différentes tailles et vacuoles.  

Les organites sont concentrés au centre de la cellule en raison de l'adhésion des 

macrophages au plastique et au verre. L’appareil de Golgi est juxtaposé au noyau et le 

réticulum endoplasmique rugueux est dispersé dans le cytoplasme. La membrane 

cytoplasmique des macrophages abrite également plusieurs mitochondries et de nombreux 

lysosomes qui peuvent se fixer aux phagosomes. Elle est constituée de microtubules et de 

microfilaments d'actine, permet à la fois le mouvement et le développement de 

pseudopodes lors de la phagocytose (Agrawal et al., 2012). 

 

1.2.5.  Polarisation  

La plasticité phénotypique est l'une des principales caractéristiques des 

macrophages, qui influence leurs fonctions, et qu’est définis selon deux états d'activation 

principaux, appelés macrophage M1 classiquement activé et M2 alternativement activés. En 

réponse aux stimuli internes qui sont générés rapidement en fonction de blessure ou de 

l'infection (Figure 1.8) (Parisi et al., 2018). 

Ces deux états d'activation, reflétant la polarisation Th1/Th2 des cellules T, 

représente deux extrêmes d'un état dynamique. Les macrophages de type M1 sécrètent des 

cytokines qui inhibent la prolifération des cellules voisines et endommagent les tissus, tandis 

que le type M2libèrent des cytokines qui favorisent la prolifération des cellules environnantes 

et la réparation des tissus (Deng et al., 2023). 

La signalisation canonique de facteur de régulation de l’IFN (IRF) et transducteur de 

signal et activateur de transcription (STAS) (IRF/STAT) est une voie centrale dans la 

modulation de la polarisation des macrophages, Activation selon un type différent de 

cytokines, ils ont tous participé à la tendance des macrophages à répondre à un cas ou à un 

autre, ce qui a conduit à une expression génique par FT (Kapellos et Iqbal, 2016). 

Figure 1.8. Polarisation des macrophages en M1 et M2 (Lee, 2019). TH1 : Cellule T helper 1, 

TH2 : Cellule T helper 2, M1 :Macrophage classiques pro-inflammatoires actives, M2 :Macrophage alternatifs 
anti-inflammatoires actives, IFN-Ɣ :Interféron gamma, LPS :Les lipopolysacharide, IL-1 :Interleukine1, IL- IL-4 : 
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Interleukine 4, IL-6 : Interleukine6, IL-10 :Interleukine 10, IL-12 :Interleukine 12, IL-13 :Interleukine 13, IL-23 
:Interleukine 23, TNF-ɑ :Facteur de nécrose tumoral alpha, iNOS :Nitric oxide synthase inductible, TFG-β :facteur 
de croissance transformant beta, VEGF : facteur de croissance de endothélium vasculaire. 

 

1.2.6. Macrophages M1 

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

cytokines pro-inflammatoires telles que IL-1β, TNF, IL-12 et IL-18 ; IL-6, IL-23, les 

chimiokines CCL2/mcp1, CCL5, CCL8, CXCL12, CXCL4 (Juhas et al., 2015). Ils sont les 

premiers acteurs de défense contre les infections par différents agents pathogène (GalvÃ¡n-

PeÃ±a et al., 2014). Ils présentent un rôle dans l’immunité anti-tumorale et contribuent aussi 

aux lésions tissulaires en générant des agents microbicides (Shapiro et al., 2011; Rhee, 

2016). 

Les macrophages M1 sont phénotypiquement caractérisés par l’expression de 

niveaux élevés de complexe majeur d'histocompatibilité de classe II (CMH-II) à l’origine de 

leur forte capacité de présentation antigénique), et de molécules co stimulatrices 

CD80/CD86, ainsi que du marqueur CD68 (chávez-galán et al., 2015). Ils permettent 

également de réguler positivement l'expression de la protéine intracellulaire appelée 

suppresseur de signalisation des cytokines 3 (SOCS3) et activent l'oxyde nitrique synthase 

inductible (NOS2 ou iNOS) générant du monoxide d’azote (NO, nitric oxyde). 

1.2.7. Macrophages M2 
 
Les macrophages se polarisent vers un profil M2 sous l’action des cytokines de type 

Th2, telles que l’IL-4 et l’IL-13 par l'activation de STAT6 via le récepteur alpha de l’IL-4 (IL-

4Rα). Ces cytokines et d'autres telles que l'IL-10 peuvent aussi induire la polarisation vers le 

profil M2 en activant STAT3 via le récepteur de l'IL-10 (IL-10R). De plus, L’IL-33 et l’IL-21 

sont également incluses pour effectuer le même processus. Les macrophages M2 se 

caractérise par une faible production d'IL-12 et une production élevée d'IL-10 et de 

transformer le facteur de croissance béta (TGF-β, Transforming Growth Factor-Beta). Ils ont 

une forte capacité de phagocytose, récupèrent les débris et les cellules apoptotiques, 

favorisent la réparation des tissus et la cicatrisation des plaies, et possèdent des propriétés 

pro-angiogéniques et pro-fibriques (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). 

On distingue quatre sous-types de M2 en fonction des signaux inducteurs : M2a, 

M2b, M2c et M2d (Tableau 1.2). Le macrophage M2a est induit par l’IL-4 et l’IL-13. Le 

macrophage M2b est induit suite à une stimulation par des complexes immuns et produisent 

à la fois des cytokines pro et anti-inflammatoires telles quel’IL-10, et le TNF-α. Le 

macrophage M2c est induit par glucocorticoïdes. Enfin, le quatrième typeM2d, est induit par 
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des agonistes TLR à travers le récepteur de l'adénosine (Shapouri-Moghaddam et al., 

2018). Enfin, l’arginase-1 (Arg1) est un marqueur important de l’activation alternative des 

macrophages (Duque-Correa et al., 2014). 

 

Tableau 1.2. Différentes propriétés biologiques et physiologiques des sous populations des 

macrophages (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). 

 

 

1.2.8. Propriétés antimicrobiennes des macrophages  
 

1.2.8.1.  Production d’agents microbicides  
 

1.2.8.1.1. Monoxyde d’azote  
 
Le monoxyde d’azote, ou oxyde nitrique (NO) est un simple radical libre gazeux (Lirk 

et al., 2002), une molécule de signalisation générée à partir de l’acide aminé L-arginine par 

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

plusieurs processus physiologiques et physiopathologiques et ses effets diffèrent selon le 

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

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

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

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

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

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

électrons (Yan et al., 2020). L’iNOS transfère les électrons du NADPH, via les flavines FAD 

et FMN dans le domaine C-terminal réductase, à l'hème (Substance composée de fer et de 
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porphyrine, présente dans l’hémoglobine, et qui sert au transport des gaz du sang) dans le 

domaine N-terminal oxygénase où ces électrons sont utilisés pour réduire et activer l'O2 et 

pour oxyder la L-arginine en L-citrulline et NO (Figure 1.9) (Forstermann et Sessa., 2012). 

Dans les macrophages, le NO est responsable des réponses immunitaires antimicrobiennes 

et tumoricides (Jaffrey et Snyder., 1995). Il agit comme un effecteur de l'inflammation pour 

l'élimination des infections bactériennes et a un effet protecteur sur le corps (Xue et al., 

2018). 

 

Figure 1.9. Réaction chimique de production du NO. 

 
1.2.8.1.2. Métabolites de l’oxygène  

 
Le rôle essentiel des espèces réactives de l'oxygène (ROS), dans les mécanismes de 

destruction des micro-organismes, fut établi, à la fin des années 50, avec la découverte 

d'une pathologie héréditaire grave, le "syndrome de la granulomateuse septique". Ce 

syndrome fatal se caractérise par une réduction considérable de l'activité bactéricide des 

cellules phagocytaires, résultant de l'incapacité de coupler l'activation de «l'explosion 

respiratoire» au processus phagocytaire. Ceci est la conséquence de désordres 

moléculaires du complexe NADPH-oxydase (Morel et al., 1991). Les métabolites de 

l’oxygène sont un moyen de défense très important chez les monocytes/macrophages et les 

neutrophiles. Ils sont produits par un complexe protéique membranaire appelé NADPH 

oxydase (phox) (Lijia et al., 2012). 
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Figure 1.10. Le complexe NADPH oxydase phagocytaire au repos et sous forme active 
(DeLeoet al., 1996 modifiée). La membrane (où se trouve le site catalytique, le cytochrome b558 

composé de gp91phox et p22phox) et le cytosol (où sont localisées les protéines régulatrices p47phox, p40phox 
et p67phox). Après stimulation, les protéines cytosoliques migrent vers la membrane et s’associent au 
cytochrome b558 pour former une NOX2 active par l’intermédiaire de protéines G. Les autres isoformes de la 
NOX (NOX1, 3, 4, 5 et Duox1 et 2) partagent toutes une homologie de séquence avec gp91phox. Les NOX1, 3 
et 4 forment un hétérodimère avec p22phox, et des homologues des protéines cytosoliques régulatrices de 
NOX2 (p47phox et p67phox), appelés NOXA1 et NOXO1, impliqués dans leur activité. NOX5 et les Duox1 et 2 
possèdent des structures supplémentaires, des domaines dits « mains E-F »2, qui rendent leur activité oxydase 
dépendante du calcium. Enfin, les Duox possèdent une très longue région extracellulaire ayant une forte 
homologie de séquence avec les peroxydases et peuvent produire H2O2. 
 

1.2.8.1.3. Enzymes lysosomales 

Au cours de la phagocytose, les macrophages produisent des enzymes spécifiques qui 

interviennent dans la digestion de la particule ingérée. Ces enzymes sont souvent 

contenues dans des vacuoles appelées lysosomes. Ces protéines sont des hydrolases qui 

ne sont actives qu'à un pH égal à 5. Parmi ces enzymes, on note : les phosphatases 

(phosphatases acides et phosphodiestérase), les exonucléases (désoxyribonucléases, 

ribonucléases acides), les protéases (cathepsine et collagénase), les enzymes dégradantes 

(glucosaminoglycolyse ), galactosidase et lysozymes (Basset et al., 2003). 

1.2.9. Macrophage et homéostasie tissulaire 
 
Les macrophages jouent de nombreux rôles dans le développement en façonnant 

l'architecture des tissus allant du cerveau à l'os. Ils permettent de moduler l'homéostasie et 

la physiologie normale en régulant diverses activités, notamment le métabolisme et la 

connectivité neuronale, et en détectant les dommages. Les macrophages résidents régulent 

l'homéostasie tissulaire en agissant comme des cellules sentinelles et en répondant aux 

changements physiologiques ainsi qu'aux défis extérieurs (Wynn et al., 2013). 
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1.2.10. Macrophage dans l'homéostasie métabolique 
 

Les organes métaboliques des mammifères comme le foie, le pancréas et le tissu 

adipeux sont composés de cellules parenchymateuses et stromales, y compris les 

macrophages, qui fonctionnent ensemble pour maintenir l'homéostasie métabolique (Wculek 

et al., 2022). En régulant cette interaction, les mammifères sont capables de s'adapter 

radicalement aux changements de leur environnement et de leur apport en nutriments. Par 

exemple, lors d'une infection bactérienne, l'activation innée des macrophages entraîne la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNFα, l'IL6 et l'IL1β, qui favorisent 

collectivement la résistance périphérique à l'insuline pour diminuer le stockage des 

nutriments (Odegaard et al., 2013). Cette adaptation métabolique est absolument 

nécessaire pour monter une défense efficace contre les agents pathogènes bactériens et 

viraux, car presque toutes les cellules immunitaires activées utilisent préférentiellement la 

glycolyse pour alimenter leurs fonctions de défense de l'hôte (Olefsky et Glass, 2010). 

 

1.2.11. Marqueurs membranaires du Macrophage 

 

Le macrophage exprime plusieurs marqueurs tels que CD14, CD16, CD64, CD68, 

CD71 et CCR5. Ces derniers dépendent du groupe macrophage et de ses conditions 

environnementales locales. Il y a très peu de macrophages uniques et un certain nombre de 

signes sont souvent nécessaires pour déterminer votre type de cellule (Rőszer T, 2015). 

Les tableaux 1.3 et 1.4 résument les marqueurs du macrophage M1 et M2, 

respectivement. 

Tableau 1.3. Marqueurs du macrophage M1 humain. 

Espèces Type de 

Macrophages 

Marqueurs Type de  

Marqueurs  

Humain M1 CD14 Surface  

Humain M1 CD16/CD32 Surface 

Humain M1 CD32 Surface 

Humain M1 CD64 Surface 

Humain M1 CD68 Surface 

Humain M1 CD80 Surface 

Humain M1 CD86 Surface 

Humain M1 CD369(Dectine-1) Surface 
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Tableau 1.4. Marqueurs des macrophages M2 humain 

1.2.12. Phagocytose 

 La phagocytose correspond à la reconnaissance et l'ingestion de particules de plus 

de 0,5  μm dans une vésicule dérivée de la membrane plasmique, appelée phagosome. Les 

macrophages peuvent ingérer des agents pathogènes microbiens, mais surtout aussi des 

cellules apoptotiques. De cette façon, ils contribuent à l'élimination de milliards de cellules 

qui se renouvellent chaque jour. Ainsi, la phagocytose devient essentielle non seulement 

pour l'élimination des microbes, mais aussi pour l'homéostasie tissulaire (Rabinovitch 1995). 

Le reconnaissance des particules est réalisée par un certain nombre de récepteurs 

membranaires qui initient des cascades de signalisation et favorisent la phagocytose. Ces 

récepteurs peuvent être divisés en récepteurs non opsoniques et récepteurs 

opsoniques. Les récepteurs non opsoniques peuvent reconnaître directement des groupes 

Humain M1 CMH-II Surface 

Humain M1 STAT1 Surface 

Marqueurs M2 Humain  Type de Marqueurs  

Arg1 - Sécrété 

Fizz1 - Surface 

IL-10 + Sécrété  

CD206 + Surface  

IL-1Ra + Surface  

CD150 + Surface  

CD115 + Surface  

CD204 + Surface  

CD163 + Surface  

CD209(DC-SIGN) + Surface  

FceR1 + Surface  

VSIG4 + Surface  

CSF1R - Surface  

STAT6 + Facteur intracellulaire/ de 

transcription  
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moléculaires à la surface des cibles phagocytaires. Parmi ces récepteurs, il y a des 

molécules de reconnaissance de type lectine, telles que CD169 et CD33, des lectines de 

type c apparentées, telles que dectin-2, Mincle (Macrophage-inducible C-type lectin) ou 

DNGR-1(Canton et al., 2013), et dectin-1, qui est un récepteur du bêta-glucane fongique 

(Dambuza et Brown 2015). Fait intéressant, les récepteurs TLR sont des détecteurs de 

particules étrangères, mais ils ne fonctionnent pas comme des récepteurs 

phagocytaires. Cependant, ils collaborent souvent avec d'autres récepteurs non opsoniques 

pour stimuler l'ingestion (Kawai et Akira, 2011; Iwasaki et Medzhitov, 2015).  

Les récepteurs opsoniques reconnaissent et ciblent les opsonines dérivées de l'hôte 

qui se lient aux particules étrangères. Les opsonines comprennent les anticorps, le 

complément, la fibronectine, les lectines liant le mannose et la globuline grasse du lait 

(lactadhérine) (Flannagan,2012). Les récepteurs phagocytaires opsonique les mieux 

caractérisés et peut-être les plus importants sont le récepteur Fc (FcR) et le récepteur du 

complément (CR). Les FcR se lient au fragment Fc de l'immunoglobuline (Ig) G (Iwasaki et 

Medzhitov., 2015; Rosales et Uribe-Querol., 2017) ou des IgA (Bakema et Van Egmond 

.,2011). Les récepteurs du complément, tels que CR3, se lient à iC3b déposé sur la particule 

après activation du complément (Gorgani et al., 2008). 

Lors de la reconnaissance d'une particule cible, le récepteur phagocytaire initie une 

cascade de signalisation qui remodèle les lipides de la membrane plasmique et module le 

cytosquelette d'actine pour étendre la membrane plasmique autour de la particule (Freeman 

et Grinstein, 2014). Dans cette partie du processus, les récepteurs phagocytaires sont 

également impliqués à leur tour et coopèrent pour compléter la formation des phagosomes 

(Ostrowski, 2016).  

Une fois la particule est internalisée à l'intérieur du phagosome précoce, ce dernier 

peut fusionner avec des vésicules issues du réticulum endoplasmique et de l’appareil de 

golgi pour former un phagosome intermédiare (Campbell-Valois et al., 2012). La formation 

de ce dernier est un processus dynamique impliquant la fusion des vésicules endocytaires et 

la fission des vésicules sécrétoires, entraînant un remodelage de la membrane et une 

acidification progressive du phagosome. Plus tard, ce phagosome intermédiaire se 

transforme en une vacuole microbicide, le phagolysosome, en fusionnant avec des 

lysosomes et en modifiant sa membrane et ses caractéristiques intérieures par un 

processus appelé maturation du phagolysosome (Levin-Konigsberg et Mantegazza, 2021). 
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1.2.13. Rôle du macrophage dans l’élimination du P. aeroginosa 

Les macrophages jouent un rôle central dans la défense de l'hôte contre les agents 

pathogènes, agissant comme des cellules phagocytaires maîtresses et des régulateurs 

immunitaires, notamment par la sécrétion de cytokines. Les macrophages alvéolaires 

résidents sont les premières cellules immunitaires susceptibles de rencontrer P. aeruginosa 

dans les poumons des patients atteints de mucoviscidose. Ces cellules peuvent absorber et 

tuer les bactéries pathogènes par différents mécanismes (Figure 1.11) (Lavoie et al., 2011). 

Deux types de systèmes antimicrobiens sont distingués dans les macrophages : les 

systèmes dépendants de l'oxygène qui impliquent la production d'espèces réactives de 

l'oxygène et de l'azote [1], et les systèmes indépendants de l'oxygène qui peuvent impliquer 

une privation de nutriments [2], une acidification des vacuoles phagocytaires [3] et 

production de défensines et de autres piptides antimicrobiens [4] et l'action des enzymes 

lysosomales. 

Figure 1.11. Réponses antimicrobiennes médiées par le macrophage. D’après (Thèse 

de doctorat, C. Belon. 2015). 

1.3. Défensines  

1.3.1. Généralités  

Les Défensines sont une famille de petits peptides cationiques jouant le rôle de 

défense de l'hôte ( 2 à 5 kDa ), avec une structure centrale repliée stabilisée par trois 

liaisons disulfure intramoléculaires. La première défensine des mammifères, également 

connue sous le nom de protéine microbicide cationique, a été découverte en 1980 par 



Chapitre 1. Revue de la littérature 

 28 

Lehrer et ses collègues utilisant des macrophages pulmonaires de lapin (Xu et Lu, 2020). 

Les défensines ont été largement étudiées depuis leur découverte initiale pour leurs activités 

antimicrobiennes étendues et leurs fonctions immunomodulatrices dans des contextes 

physiologiques et pathogènes. Enfin, les défensines sont présentées comme le "Swiss army 

knife" de l'immunité innée contre les agents pathogènes microbiens. 

 

1.3.2. Gène DEFA1 

Le gène DEFA1, codant la protéine défensine alpha 3, se localise sur le chromosome 8, à 

un emplacement refroidi: 8p23.1 du chromosome 8 en position 23.1. (fourni par refseq, mai 

2010). Le gène humain DEFA1 (également connu sous le nom de DEFA1, DEFA2, MRS, 

DEFA1b ; identifiant de gène 1667) code pour une protéine précurseur de 94 acides aminés 

(uniprot p59665) avec un peptide signal n-terminal (a.a. 1-19) et un propeptide (a.a. 20 -38) 

séquence (Figure 1.12). 

 

Figure 1.12. Localisation du gène DEFA1 sur le chromosome 8 humain (d’après 

Genetics Home Reference). 

1.3.3. Protéine DEFA1 

Les membres de la famille des défensines ont une séquence protéique très similaire 

et se distinguent par un motif cystéine conservé.  La protéine défensine alpha 1 se trouve 

dans les granules microbicides des neutrophiles et joue probablement un rôle dans la 

défense de l'hôte médiée par les phagocytes. ces peptides présentent plusieurs activités 

biologiques, notamment la destruction non oxydative des micro-organismes ingérés, le 

chimiotactisme des monocytes. 



Chapitre 1. Revue de la littérature 

 29 

À ce jour, six α-défensines humaines ont été identifiées, qui sont ensuite divisées en 

deux grandes classes en fonction de leurs profils d'expression et de leurs structures 

géniques : les défensines myéloïdes ou peptides neutrophiles humains (HNP)1 à 4 et les 

défensines (entériques) humaines 5 et 6 (Lehrer et Lu., 2012). Les granules contenant des 

HNP subissent normalement une sécrétion restreinte et sont généralement destinés à la 

fusion avec des phagolysosomes, où des concentrations élevées de HNP tuent directement 

les microbes phagocytés HD5 et HD6 sont exprimés de manière constitutive et sécrétés par 

les cellules de Paneth au fond de la petite crypte intestinale (Clevers et Bevins, 2013). 

1.3.5. Structure 

Les défensines sont de petits peptides cationiques riches en cystéine présents dans les 

leucocytes et les cellules épithéliales. Les 3 types de défensines de mammifères, α, β et 

circulaires, ont des structures en feuillet β stabilisées par 3 liaisons disulfures et diffèrent 

dans leur distribution et leur connexion de 6 résidus cystéine (Figure 1.13). Ils présentent 

une activité antimicrobienne pour un large éventail d'organismes, y compris les bactéries 

Gram-positif et Gram-négatif, les champignons et les virus enveloppés et non enveloppés 

(Chang et al., 2005). 

 

Figure 1.13. Structure en 3d de la molécule DEFA1 (Pazgier,2010). 

1.3.6. Rôles 

Les défensines sont des molécules effectrices du système immunitaire inné qui agissent via 

des propriétés de type antibiotique contre un large éventail d'agents infectieux, y compris les 

bactéries, les champignons et les virus ou qui favorisant l'activation et la maturation de 

certaines CPA (Zhao et al., 2013). Ces protéines interagissent avec le précurseur essentiel 

de la synthèse de la paroi cellulaire, le lipide II, pour inhiber la synthèse de la paroi cellulaire 

bactérienne (De Leeuw et al., 2010). Elles induisent également la production de cytokines 

pro-inflammatoires, dont l'interféron de type I (IFN) dans les cellules dendritiques 
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plasmacytoïdes (pDC) en déclenchant la dégradation de NFKBIA (NFKBI Inhibitor Alpha : is 

a Protein Coding gene) et la translocation nucléaire d'IRF1(Interferon Regulatory Factor 1 : 

is a Prorin Godige gene), nécessaires à l'activation des pDC (F. Wang et al., 2016). 

1.3.7. Défensines: composants clés de l’immunité innée et adaptative  

L'expression constitutive des défensines fournit une première ligne de défense contre 

la colonisation de l’hôte par des agents pathogènes. Les défensines peuvent activer la voie 

classique du complément et ont le potentiel de modifier la réponse inflammatoire en régulant 

la production de cytokines et l'expression des molécules d'adhésion. Toutes ces 

observations suggèrent un rôle clé des défensines dans l'immunité innée (Chaly et al., 

2000). De plus, les α-défensines humaines sont chimiotactiques pour les monocytes, les 

cellules dendritiques et les lymphocytes T à une concentration d'environ 10 −10, ce qui 

suggère leur importance dans la formation de la réponse immunitaire adaptative (Tang et al., 

1999). 

1.3.8. Défensines et élimination de P .aeruginosa 

Les rôles préventifs de DEFA1 ont été signalés dans l'infection bactérienne, et il a été 

constaté que la majorité des microbes cibles dans les mesures antimicrobiennes avec 

DEFA1 étaient des œillets humains (Bruhn et al., 2007). Par conséquent, DEFA1 est 

capable de tuer les bactéries P. aeruginosa ou d'inhiber sa croissance par de nombreux 

mécanismes antimicrobiens tels que la perturbation de la membrane directe (Lehrer et 

Lu.,2012), et l'inhibition de la formation de la paroi cellulaire bactérienne (Schneider et al. 

2010). Defa1 peut également réduire l'infection à P. aeruginosa en neutralisant la 

détoxification (Kim et al., 2005). HNP-1(DEFA1) sécrété par l'infiltration des neutrophiles 

dans l'infection à P. aeruginosa induit la libération de TNF-α et IFN-γ des macrophages, qui, 

à leur tour, augmentent la phagocytose des agents pathogènes par les macrophages - une 

étape essentielle de la clairance bactérienne (Soehnlein et al.,2008). HNP1 inhibe 

également la fuite phagosomale et la multiplication intracellulaire (Arnett et al., 2011).  

1.4. PCR 

1.4.1. Définition  

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

en 1983 et brevetée en 1985 (Garibyan et Avashia., 2013). Elle s'appuie sur l'utilisation de 

l'enzyme ADN polymérase, enzyme dont le principe de fonctionnement de base est de 

produire de nombreuses copies d'un fragment d'ADN spécifique à partir d'un extrait d'ADN. 

Étant donné que la PCR peut amplifier des séquences nucléotidiques à partir de quantités 
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faibles d'extrait d'ADN, on pourrait dire qu'il s'agit d'une technique de purification ou de 

clonage .Aujourd'hui, la PCR est un outil indispensable en biologie moléculaire et cellulaire 

pour ses avantages dans l’accélération du clonage acellulaire d’un fragment d'ADN (Kadri., 

2020). 

1.4.2. Acteurs de la PCR 

1.4.2.1. L’ADN 

L’élément le plus crucial de cette technique est l'ADN à partir duquel on obtient les 

fragments amplificateurs (Ghannam et Varacallo,2023). 

1.4.2.2. Les amorces  

Vous devez avoir au moins une paire d'oligonucléotides synthétisés chimiquement pour 

appliquer cette technique. Ce dernier devrait compléter les deux extrémités de la séquence 

à amplifier. Toute les amorces est conçue pour un objectif spécifique et fondamental; L'une 

est la reconnaissance totale de la séquence dans la partie supérieure de la partie ADN du 

brin 5'- 3 d'intérêt, tandis que l'autre est l'identification, avec la même méthodologie, sur la 

séquence située en haut du brin complémentaire (3'-5 ') du fragment d'ADN lui-même (Pelt-

Verkuil et al.,2008). 

 1.4.2.3. Taq polymérase  

L'ADN polymérase permet la réplication. Nous utilisons une ADN polymérase purifiée ou 

clonée à partir d'une bactérie extrêmophile, Thermus aquaticus, qui vit dans les sources 

chaudes et résiste à des températures supérieures à 100°C. Cette polymérase (Taq 

polymérase) a la particularité remarquable de résister à des températures de l'ordre de 

100°C, qui sont généralement suffisantes pour dénaturer la plupart des protéines. Thermus 

aquaticus trouve sa température de confort à 72°C, température optimale pour l'activité de 

sa polymérase (Kadri.,2020). 

1.4.2.4. Les nucléotides  

Ce sont les composants utilisés par l'enzyme susmentionnée pour synthétiser des brins 

d'ADN complémentaires. connus sous le nom de désoxynucléotides triphosphates 

(dNTPs)  (Ghannam et Varacallo,2023). 

1.4.3. Étapes de la PCR 

La technique PCR est réalisée en trois étapes fondamentales, la fin de chaque étape est 

importante pour la suivante. 
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La PCR est réalisée par un mélange d'extrait d'ADN, de Taq polymérase, d'amorces et de 

quatre dNTPs dans des tubes à puits placés dans un thermocycleur  (Uhel et al.,2019). 

La dénaturation 

C'est la séparation des deux brins d'ADN, obtenue en élevant la température. La première 

période est réalisée à une température de 94°C, appelée température de dénaturation. A 

cette température, l'ADN matrice, qui sert de matrice lors de la réplication, est dénaturé : les 

liaisons hydrogène ne peuvent être maintenues à une température supérieure à 80°C et 

l'ADN double brin est dénaturé en ADN simple brin (ADN simple brin) (Kadri.,2020). 

Hybridation  

La deuxième étape est l'hybridation. Elle est réalisée à une température généralement 

comprise entre 40 et 70°C, appelée température d'hybridation des amorces. La diminution 

de la température permet aux liaisons hydrogène de se reformer et donc aux brins 

complémentaires de s'hybrider. Les amorces, courtes séquences simple brin 

complémentaires des régions qui flanquent l'ADN à amplifier, s'hybrident plus facilement que 

l'ADN matriciel long brin. Plus la température d'hybridation est élevée, plus l'hybridation est 

sélective, plus elle est spécifique. 

Elongation 

Élongation des amorces (70 °c à 72 °c) : l'ADN polymérase (Taq polymérase) allonge les 

amorces en incorporant des dNTP "désoxynucléotides triphosphates" complémentaires à la 

séquence de la matrice en cours d'hybridation.  
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Figure 1.14. Étapes de la PCR (Ghannam et Varacallo., 2023). 

 

 

1.4.4. Types de la PCR 

1.4.4.1. PCR qualitative  

La PCR qualitative est utilisée pour détecter la présence ou l'absence d'un produit ADN 

particulier (Garibyan et Avashia, 2013). 

1.4.4.2. PCR quantitative  

Elle a été développée dans les années 1980 afin de fournir un niveau spécifique d'ADN ou 

d'ARN dans un échantillon biologique.  Ce type de PCR implique la détection d'un signal 

fluorescent qui est produit d’une façon proportionnelle au processus d'amplification du 

résultat de PCR (Kadri,2020). 

1.4.5. Choix des amorces de PCR 

Sélection des amorces PCR une paire d'amorces sens et antisens a été conçue pour la 

réaction PCR. ces deux amorces sont de courts oligonucléotides simple brin 

complémentaires et très spécifiques des extrémités 3’ de chaque brin d'ADN à amplifier. Ils 

sont également nécessaires pour que l'ADN polymérase puisse s'amorcer et synthétiser le 

nouveau brin d'ADN cible (Anil Kumar et Chordia, 2015). 
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C'est pourquoi la spécificité et l'efficacité de l'amplification PCR dépendent principalement 

du choix de ces amorces (Welch, 2012). 

1.4.6. Critères de choix de bonnes amorces  

Certains paramètres doivent être pris en compte pour déterminer l'efficacité et la précision 

optimales des préfixes : 

 Longueur d'amorce optimale, environ 18 à 30 bases;  

 teneur en G-C d'amorce équilibrée, un rapport d’environ 40 à 60% (Welch, 

2012). 

 Une Température de fusion (Tm) similaire pour la formation d'un complexe 

amorce-matrice stable (Ozturk et Can, 2017). 

 Vérification de la composition nucléotidique dans une extrémité 3’ d'amorce 

(Chuang et al., 2013) 

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

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

 

1.5. Problématique et objectif 

1.5.1. Problématique  

Le système immunitaire est toujours en guerre contre les organismes infectieux qui 

s'infiltrent dans le corps. De nombreuses infections ont été efficacement éliminées grâce aux 

macrophages. Néanmoins, certains agents pathogènes infectieux peuvent développer des 

mécanismes de défense pour contourner les systèmes immunitaires et résister aux 

lysosomes cellulaires. Par ailleurs, le gène DEFA1 joue un rôle crucial dans l’immunité anti-

infectieuse. En raison de son recrutement, il a également le potentiel de moduler la réponse 

inflammatoire en régulant la production de cytokines et l'expression des molécules 

d'adhésion ainsi qu'en améliorant l'activation et la maturation de certains CPA, suggérant 

que le gène DEFA1 est impliqué dans les macrophages au sein de l'infection. 

1.5.2. Objectif  

Conception d'amorces spécifiques du gène DEFA1 exprimé par les macrophages au cours 

de l'inflammation, de l'auto-immunité et de l'immunité anti-infectieuse. 

1.5.3. But  

Montre la relation entre le gène DEFA1 et le rôle du macrophage dans l’immunité anti-

infectieuse par les techniques de biologie moléculaire. 
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Chapitre 2. Matériel et méthodes  

2.1. Conception d’amorces  

La conception des amorces est un processus essentiel pour une PCR réussie. ces 

amorces déterminent la sensibilité, la spécificité et la robustesse de la technique. une 

mauvaise conception de l'amorce peut empêcher une PCR réussie (Bustin et al., 2020). 

Une amorce doit être orientée durant la conception dans le sens 5’>3’ et lebrin 

d’amorce complémentaire dans l’autre sens 3’> 5’. 

2.2. Critères de sélection d’amorce 

Plusieurs paramètres doivent être respectés lors de la sélection des amorces.  le plus 

important d'entre eux : 

2.3. La longueur d’amorces  

Pour une pcr réussie, la longueur de base de la séquence doit être comprise entre 18 et 24 

et la température de recuit doit être inférieure à 50 °c. Plus la durée de l'amorce spécifique 

est longue, plus l'efficacité d'hybridation est faible (Lorenz, 2012). 

2.4. La Température du fusion (Tf) 

Pour un meilleur résultat, la température de fusion doit être comprise entre 55 et 75°C 

(Higgins et al., 2022). 

2.5. La spécificité et la complémentarité  

Il faut que les amorces soient spécifiques et uniques de la région à amplifier du génome car 

l’amplification d’une autre région du génome donnera des produits aspécifiques. De plus, les 

amorces ne doivent présenter aucune homologie à l'intérieur ou entre les amorces, car elles 

peuvent former des structures à double brin (épingle à cheveux), ce qui conduit alors à une 

hybridation désordonnée (Jiang et al., 2018). 

2.6. La teneur en C/G 

Ce paramètre est spécifié sous la forme d'une valeur en pourcentage destinée à indiquer la 

proportion de nucléotides "G" et "C" qui apparaissent dans l'amorce. Le GC idéal pour une 

amorce se situe généralement entre 40 et 60% sans poly-C et poly-G (Chuang et al., 2013). 
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La séquence à l’extrémité 3’ 

La mise en œuvre de l'extrémité 3' des amorces est essentielle pour réduire le processus 

d'élimination, car elle favorise davantage les liaisons hydrogène entre les résidus CG, 

évitant ainsi le phénomène d'intégration (Ferrara et al., 2018). 

2.7. La séquence de gène DEFA1  

La conception des amorces consiste dans un premier temps à extraire la séquence du gène 

DEFA1 de la base de données 'ensembles 'via le site internet 'www.ensembl.org', ceci est 

décrit dans la figure 2.1 

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

inscrire le nom du gène DEFA1 ensuite (3) cliquer sur GO pour afficher les résultats (encadrer en rouge). 

Figure 2.2. Résultats de la recherche du gène DEFA1. Cliquer sur le premier résultat de 
recherche en vérifiant que c’est bien le gène désiré et qui correspond à l’espèce humaine 
(encadrer en rouge). 

 

1.Choisir l'espaces 

2. écrire le gène indiquer  

3. Cliquez sur Go 
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Figure 2.3. Caractéristiques du gène DEFA1. La plateforme de la base de données montre les 

différentes caractéristiques du gène DEFA1, ensuite il faut cliquer sur « Séquence » pour afficher la séquence du 
gène (encadrer en rouge). 

 

Figure 2.4. La séquence du gène DEFA1 depuis la plateforme « Ensembl ». Il faut 

sélectionner une partie de la séquence et la copier sur un document Word. Les séquences codantes (69 Exons) 
sont représentées en rouge et les séquences non codantes (Introns) sont représentées en noir. 
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Pour faciliter la recherche des amorces, il faut sélectionner une partie avant l’exon de la 

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

Figure 2.5. La séquence d’intérêt. 

2.8. Le design des Primers : outil Primer-Blast 

Afin de concevoir des amorces spécifiques de la séquence d’intérêt du gène DEFA1 qu’on 

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

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

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

l’utilisation de cet outil. 

Figure 2.6. Plateforme de la base de données NCBI. 

 

 

 

2. Cliquez 
1. Cliquez 
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Figure 2.7. L’outil Primer-BLAST 

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

ensuite (2) copier la région d’intérêt encadrer du document Word et la coller dans la case « Enter accession, gi, 
or FASTA sequence » (encadrer en rouge), puis (3) supprimer les espaces entre les lignes (indiquer parla flèche 
rouge et l’espaceen bleu), ensuite (4,5,6,7) on détermine les amorces sens et antisens (Forwardet Reverse 
primers). 

1  

 

2 

3 

4 5 

6 7 
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Afin d’optimiser les résultats, certains paramètres doivent être pris en considération lors de 

la conception des amorces (Fig 2.9). 

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

sélectionner la case ou c’est écrit « RefSeq mRNA » et choisir « Genomes for selected oraganisms », ensuite (2) 
vérifier l’espèce que c’est bien « Homo sapiens », puis (3) cocher la case « Show results in a new window » pour 
que les résultats s’afficheront dans une nouvelle fenêtre et après (4) cliquer sur « Get Primers » pour afficher les 
résultats. 

2.9. Caractéristiques d’une bonne amorce 

Après avoir visualisé les résultats des amorces, nous sélectionnons une paire d'amorces qui 

répond aux critères suivants : 

 Il doit contenir moins de 1000 bases car la pcr n'amplifie pas les séquences 

supérieures à 1000 bases 

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

 Les températures de l'hybridation de deux préfixes (sens et anti-sens) doivent être 

aussi proches que possible l'une de l'autre, car lors de la technique pcr, la 

température de l'hybridation est programmée à une seule valeur. 

 Tous les produits non spécifiés pour l'apprêt spécifié doivent être supérieurs à 1 000 

bases. 

 

 

 

 

 

  

1 

2 

3 
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2.10. In-silico PCR 

Nous avons soumis les séquences des amorces sélectionnées pour une analyse de 

confirmation, afin de vérifier la fiabilité des amorces et ceci grâce à une investigation PCR in 

silico (PCR virtuelle) qui est réalisée par le logiciel de la plateforme « ucsc genome browser 

(genome. ucsc.edu.) (Fig 2.10). 

Figure 2.10. Confirmation des résultats par la plateforme « UCSC genome browser ». 
(1) Aller sur la plateforme « UCSC genome browser », puis (2) cliquer sur « Tools », ensuite (3) cliquer sur « in 
silico PCR ». 
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Chapitre 3. Résultats  

3.1. Résultats du Primer-BLAST 

La conception des amorces pour le gène DEFA1 est passée par plusieurs étapes.  tout 

d'abord, le site Ensembl a été utilisé afin d'obtenir l'intégrité du gène DEFA1. ce gène est 

composé de 3 exons. dans cette étude, nous avons sélectionné l'exon 2. nous avons 

ensuite utilisé le programme primer-blast dans la base de données ncbi. ce dernier nous a 

permis d'obtenir 10 paires d'amorces pour le gène DEFA1 à partir de l'exon 2. 

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

complète et les flèches en bleu représentent les différentes amorces. 

La paire d’amorce numéro 1 a été choisie (Fig 3.2) car elle répond aux critères mentionnés 

précédemment et qui sont représentés dans tableau 3.1 ci-dessous : 

 

 

 

 

Les 
différents 

amorces  
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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. 

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 (59.83 C) 
Amorces anti-sens (60.04 

C) 

Teneur en CG 40 à 60% 
Amorces sens (60%) 
Amorces anti-sens (60%) 

Amorce spécifique Inférieur à 1000 pb 353pd 

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

Pour confirmer les résultats, nous avons utilisé le logiciel ―in-silico PCR‖ 

(www.genome.ucsc.edu) qui nous a donné la localisation de notre produit dans le 

chromosome 8 et validé la qualité de ces amorces. 

 

 Figure 3.3. Confirmation des résultats par in silico PCR.
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives  

Les principales causes de décès dans le monde sont les maladies infectieuses. 17 millions 

de décès par an parmi la population mondiale. 

Parmi les actions de l'organisme dans la lutte contre ces maladies l'utilisation de la molécule 

defa1 par plusieurs types de cellules, notamment les macrophages. La molécule est cruciale 

pour la défense contre les agents pathogènes infectieux . contexte se concentrer sur la 

mesure de son niveau au cours de l' infection en examinant comment il est exprimé par les 

macrophages à l'aide de techniques de biologie moléculaire comme la PCR. 

Les macrophages se caractérisent par une grande plasticité d'où leur rôle d'agents anti-

inflammatoires et pro-inflammatoires. Les macrophages M1 ont le potentiel d'induire des 

réponses inflammatoires et des marqueurs dont DEFA1. Les macrophages M1 ont le 

potentiel d'induire des réponses inflammatoires et des marqueurs dont defa1 car ce dernier 

induit des cytokines pro-inflammatoires qui aident à l'expression des macrophages M1 lors 

de l'infection. Compte tenu du rôle prédominant que joue DEFA1 dans le processus 

inflammatoire, il est judicieux d'étudier l'expression du gène dans divers processus 

physiopathologiques.  cela comprend le développement d'amorces spécifiques qui entourent 

la séquence d’ADN d'intérêt, ce qui est une étape critique pour réussir la PCR. 

Au cours de ce travail, nous avons eu accès à la séquence génomique du gène DEFA1, et 

dans ce dernier, nous avons pu concevoir précisément deux amorces pour identifier une 

région d'intérêt au niveau de l'exon 02 du gène DEFA1.  cela sera utilisé pour amplifier le 

gène à l'aide de la PCR. 

On a eu comme résultats à l’aide de l’outil primer-blast un couple d’amorces bien spécifique 

nécessaire à l’amplification de l’exon 02, la séquence de l’amorce sens (forward primer) : 5’ 

CTTGTCTCCGAGCCTTCTCC 3’ et la séquence de l’amorce anti-sens (reverse primer) : 

5’CTGCTGAGACCCAACTCTGG 3’. 

Sur le plan perspective, les amorces conçues dans cette étude sont indispensables à toute 

étude de recherche ultérieure liée à l'expression du gène DEFA1 afin de détecter la 

présence ou l'absence de mutations ou de constater les différences génétiques au niveau 

de ce gène et aussi ses différentes fonctions dans plusieurs maladies. 

Ce travail m'a permis de me familiariser avec différents outils dans le domaine de la 

bioinformatique tels que la recherche de séquences génétiques dans des bases de 
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données, le développement d'amorces spécifiques à l'aide de programmes informatiques, et 

ainsi connaître les propriétés essentielles en temps opportun procédure PCR. 
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 ملخص

 
فٙ طهٛعت انذفبع  خلانٛب انببنعت( ْٙ بكتٛزٚب يًزضت يسؤٔنت عٍ انعذٖٔ انحبدة أٔ انًشيُت.  تعذ انP. aeruginosa: انشائفت انشَدبرٚت )مقذمة

هٗ ْذا انعبيم انًًزض بعذة آنٛبث.  ًٚكٍ أٌ تُتح ْذِ انخهٛت يٕاد يضبدة نهًٛكزٔببث نٓب تأثٛز يبٛذ نهدزاثٛى.  ْذِ انًُبعٙ انفطز٘ انذ٘ ٚقضٙ ع

 .DEFA1 انًٕاد تسًٗ انببتٛذاث انًضبدة نهًٛكزٔببث، يثم انذٚفُٛسٍٛ انتٙ ٚتى تزيٛشْب بٕاسطت اندٍٛ 

 عى نذراست دٔرِ انذ٘ ٚعبز عُّ انبلا DEFA1: تصًٛى ببدئبث نهدٍٛ الهذف

، استخذيُب أدٔاث انًعهٕيبتٛت انحٕٛٚت. ثى استخذاو قبعذة بٛبَبث  DEFA1: يٍ أخم تصًٛى ببدئبث يحذدة نهدٍٛ المىاد والطرق

www.Ensemble.org  ٍٛنهبحث عٍ تسهسلاث يحذدة يٍ اندDEFA1  ٔتى استخذاو أداة انتفدٛز انتًٓٛذ٘ انتٙ ٕٚفزْبNCIB  نتصًٛى

 .silico PCRى تأكٛذ انُتبئح فٙ انببدئبث.  ت

  DEFA1  :ْٕٔ ،F primer: أتبذ استخذاو أداة انتًٓٛذ٘ انتفدٛز انحصٕل عهٗ أسبص خبص بدٍٛ النتائج

TTGTCTCCGAGCCTTCTCC ، R primer CTGCTGAGACCAACTCTGG  353يع يُتح يحذد bp ، Tm (F  ٘انتًٓٛذ

 00٪ نهببدئ انًضبد نهًعُٗ ٔبطٕل 40٪ نببدئ انحبست ٔ GC  ْٕ40ٕٚت( ، يحتٕٖ درخت يئ 40.06انتًٓٛذ٘ :  R  درخت يئٕٚت، 58.93

 َٕٛكهٕٛتٛذ نهببدئٍٛ.

ٔدراست دٔرِ أثُبء  DEFA1، ٔببنتبنٙ انتضخٛى انصحٛر نهدٍٛ  PCR: تصًٛى سٔج خٛذ يٍ انببدئبث ٚسبعذ عهٗ انُدبذ فٙ تقُٛت الاستنتاجات

 الانتٓبببث انبكتٛزٚت.

 ، انتًٓٛذ٘. DEFA1  ،Primer-BLAST، انخلاٚب انببنعت ،  ص. انشَدبرٚت: الكلمات الرئيسية

 

 

Résumé 

 
Introduction : Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie pathogène responsable d’infections 

aiguës ou chroniques. Le macrophage est une cellule de l’immunité innée qui permet d’éliminer ce pathogène 

par plusieurs mécanismes. Cette cellule peut produire des substances antimicrobiennes qui ont un effet 

bactéricide. Ces substances sont nommées peptides antimicrobiens, telles que les défensines qui sont codées par 

le gène DEFA1.  

Objectif : Concevoir des amorces pour le gène DEFA1 exprimé par le macrophage afin d’étudier son rôle au 

cours des infections à P. aeruginosa.  

Matériel et méthodes : Afin de concevoir des amorces spécifiques pour le gène DEFA1, nous avons utilisé des 

outils de bioinformatique.  La base de données www.ensemble.org a été utilisée pour rechercher des séquences 

spécifiques du gène DEFA1 et l'outil de primer-blast fourni par NCIB a été utilisé pour concevoir des amorces. 

Les résultats ont été confirmés par in silico PCR. 

Résultats : L’utilisation de l’outil Primer-BLAST a permis d’obtenir une amorce spécifique au gène DEFA1 à 

savoir : F primer CTTGTCTCCGAGCCTTCTCC, R primer CTGCTGAGACCCAACTCTGG avec un produit 

spécifique de 353 pb, Tm (F primer 59,83°C, R primer : 60,04°C), la teneur en GC est de 60% pour l’amorce 

sens et 60% pour l’amorce anti-sens et une longueur de 20 nucléotides pour les deux amorces. 

Conclusions : Concevoir une bonne paire d’amorces aide à réussir la technique PCR, et donc l'amplification 

correcte du gène DEFA1 et l'étude de son rôle au cours des infections bactériennes. 

Mots clé : P. aeruginosa, macrophage, DEFA1, , Primer-BLAST, amorces. 

 

 

Abstract 

 
Introduction: Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) is a pathogenic bacterium responsible for acute or 

chronic infections. Macrophage is a cell of the innate immune which eliminates this pathogen through several 

mechanisms. This cell can produce antimicrobial substances that have a bactericidal effect. These substances are 

called antimicrobial peptides, such as the defensins which are encoded by the DEFA1 gene. 

Objective: to design primers for the DEFA1 gene expressed by the macrophage in order to study its role during 

P. aeruginosa infection. 
Material and methods: in order to design specific primers for the DEFA1 gene, we used bioinformatics tools. 

the www.ensemble.org database was used to search for specific sequences of the DEFA1 gene and the primer-

blast tool provided by NCIB was used to design primers.  the results were confirmed by in silico PCR. 

Results: the use of the primer-blast tool provided a primer specific to the DEFA1 gene: F primer 

CTTGTCTCCGAGCCTTCTCC, R primer CTGCTGAGACCAACTCTGG with a specific product of 353 bp, 

Tm (F primer 59.83°c  , R primer: 60.04° c), the GC content is 60% for the sense primer and 60% for the 

antisense primer and a length of 20 nucleotides for the two primers. 

Conclusions: designing a good pair of primers helps to succeed the PCR technique, and therefore the correct 

amplification of the DEFA1 gene and the study of its role during bacterial infections. 

Keywords: P. aeruginosa, Macrophage, DEFA1, Primer-BLAST, primers. 


