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Résumé 

 
Introduction : Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), une bactérie à Gram positif 

intracellulaire, responsable de la tuberculose chez l'être humain, cible essentiellement les 

macrophages. Ces cellules le facteur de transcription NF-κB, qui contrôle la production de 

cytokines pro-inflammatoires comme l'interleukine 6 (IL6). Par ailleurs, la vitamine D 

développe la réaction immunitaire en favorisant la fabrication de peptides antimicrobiens tels 

que la cathélicidine et en contrôlant l'activité de NF-κB et d'IL6. 

Objectif : L’objectif de ce travail est de concevoir des amorces spécifiques aux gènes IL6 et 

NFKB1 exprimés par le macrophage afin de quantifier par PCR leur expression lors de 

l’infection par M. tuberculosis. 

Matériel et méthodes : Une analyse bio-informatique a été menée afin d’identifier la 

séquence du gène IL6 et NFKB1 à partir de la base de données disponible sur le site 

ensembl.org. Ensuite, l’outil Primer-BLAST de la plateforme NCBI a été utilisé pour concevoir 

une paire d’amorce optimales. La spécificité de ces amorces a été validée par une analyse 

PCR in silico. 

Résultats : À l’aide de l’outil Primer-BLAST, des amorces spécifiques ciblant le gène IL6 et 

NFKB1 ont été conçues. 

 
Pour  le  gène  IL6,  les  séquences  d’amorces  retenues  sont  :  l’amorce  sens 

"AGAGGACCACCGTCTCTGTT" et l’amorce antisens "GTCTCCAGGTGGAGTGTGTG", 

générant un amplicon de 867 pb. Les températures de fusion (Tm) associées sont 

respectivement de 59,32 °C pour l’amorce sens et 60,18 °C pour l’amorce antisens. Chaque 

amorce a une longueur de 20 nucléotides et une composition en bases GC de 55 %. 

Concernant le gène NFKB1 les amorces sélectionnées sont : "TTGCCTCTTCACCACACAGA" 

(amorce sens) et "GGCAGCAGAGGGATGTTTCT" (amorce antisens), permettant 

l’amplification d’un fragment de 739 pb. Les températures de fusion sont de 59,16 °C pour 

l’amorce sens et 60,03 °C pour l’amorce antisens. Il est également possible que ces amorces 

aient une longueur de 20 nucléotides, présentant un taux de GC de 50 % pour l'amorce dans 

le sens direct et de 55 % pour l'antisens 

Conclusion : Le choix minutieux des amorces pour la PCR ciblant les gènes IL6 et NFKB1 

est essentiel pour garantir le succès de l'expérimentation et enrichir notre connaissance de 

leur rôle dans la réaction immunitaire aux infections. 

Mots clé : Mycobacterium tuberculosis, Macrophage, IL6, NF-kB, Primer-blast, amorce. 
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Abstract 

 
Introduction: Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), an intracellular Gram-positive 

bacterium responsible for tuberculosis in humans, primarily targets macrophages. These cells 

contain the transcription factor NF-κB, which controls the production of pro-inflammatory 

cytokines such as interleukin 6 (IL-6). Furthermore, vitamin D enhances the immune response 

by promoting the production of antimicrobial peptides like cathelicidin and by regulating the 

activity of NF-κB and IL6. 

Objective: The objective of this study is to design specific primers for the IL6 and NFKB1 

genes, expressed in macrophages, to quantify their expression by PCR during M. 

tuberculosis infection. 

Materials and Methods : A bioinformatics analysis was conducted to identify the sequences 

of the IL6 and NFKB1 genes from the database available on the Ensembl website 

ensembl.org. Subsequently, the Primer-BLAST tool on the NCBI platform was used to design 

an optimal primer pair. The specifiity of these primers was validated by in silico PCR 

analysis. 

Results: Using the Primer-BLAST tool, specific primers targeting the IL6 and NFKB1 genes 

were designed. 

For the IL6 gene, the selected primer sequences are the forward primer 

"AGAGGACCACCGTCTCTGTT" and the reverse primer "GTCTCCAGGTGGAGTGTGTG", 

generating an 867 bp amplicon. The respective melting temperatures (Tm) are 59.32°C for the 

forward primer and 60.18°C for the reverse primer. Each primer is 20 nucleotides long with a 

GC content of 55%. 

For the NFKB1 gene, the selected primers are: "TTGCCTCTTCACCACACAGA" (forward 

primer) and "GGCAGCAGAGGGATGTTTCT" (reverse primer), which amplify a 739 bp 

fragment. The melting temperatures are 59.16°C for the forward primer and 60.03°C for the 

reverse primer. These primers are also 20 nucleotides long, with a GC content of 50% for the 

forward primer and 55% for the reverse primer. 

Conclusion: The careful selection of primers for PCR targeting the IL6 and NFKB1 genes is 

essential to ensure the success of the experiment and to enrich our knowledge of their role in 

the immune response to infections. 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Macrophage, IL6, NF-kB, Primer-blast, primer. 

https://www.google.com/url?sa=E&q=https%3A%2F%2Fwww.ensembl.org
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 لملخصا

 

(، وهي بكتيريا داخل خلوية موجبة الجرام مسؤولة عن مرض السل لدد  البردر، تسدت دش بردكل ر يسدي Mtbالمتفطرة السلية ) :المقدمة

، الدذ  يدتحكم  دي انتداس السديتوكيناس المسدببة للالت ابداس م دل NF-κBعامل النسخ  تعتمد هذه الخلايا على عامل النسخ  الخلايا البلعمية.   

تامين د الاستجابة المناعيدة مدن خدلال تحفيدز انتداس الببتيدداس الملدادة للميكروبداس م دل (. علاوة على ذلك، يعُزز  ي IL6)  6الإنترلوكين  

 .IL6و NF-κBالكا ليسيدين، وتنظيم نراط 

التي يعبر عن ا البلاعم من أجل تحديد كمية التعبير عن دا   NFKB1و  IL6ال دش من هذا العمل هو تصميم باد اس خاصة بجيناس    الهدف:

 ميراز المتسلسل أ ناء الإصابة بمرض السل.بواسطة تفاعل البولي 

 من قاعدة البياناس المتاحة على الموقع الإلكتروندي NFKB1و IL6أجُر  تحليل معلوماتي حيو  لتحديد تسلسل جيناس  المواد والطرق::

ensembl.org  بعد ذلك، استخُدمس أداةPrimer-BLAST    من منصةNCBI   لتصميم زوس باد اس م دالي. وتدم التحقدن مدن دقدة هدذه

 (.in silico PCRالباد اس من خلال تحليل تفاعل البوليميراز المتسلسل الحاسوبي )

 .NFKB1و IL6، صُممس باد اس محددة تست دش جيناس Primer-BLASTباستخدام أداة  النتائج:

  والبداد  العكسدي AGAGGACCACCGTCTCTGTTبداد  الأمدامي  ، تسلسدلاس الباد داس المختدارة هدي: الIL6بالنسبة لجين   

 GTCTCCAGGTGGAGTGTGTG  867 ، مما ينُتج أمبليكون بطول  ( زوجًا قاعددياً. درجداس حدرارة الانصد ارTm  للبداد )

بنسدبة  GCنيوكليوتيددًا، ومحتدو   20درجدة م ويدة للبداد  العكسدي. يتكدون كدل بداد  مدن   60.18درجة م وية و  59.32الأمامي هي  

55 .% 

  )البدددددداد  الأمددددددامي( TTGCCTCTTCACCACACAGA، الباد دددددداس المختددددددارة هددددددي:  NFKB1بالنسددددددبة لجددددددين 

ا قاعددياً. تبلدر درجداس انصد ار   739  )الباد  العكسي(، مما يلُخّم جدزءًا بطدول  GGCAGCAGAGGGATGTTTCTو  زوجدً

ا مدن   60.03  العكسي  درجة م وية، بينما تبلر درجة انص ار الباد  59.16الباد  الأمامي    20درجة م وية. يتكدون هدذان الباد دان أيلدً

 % للباد  العكسي.55% للباد  الأمامي و50نيوكليوتيدًا، ومحتو  كروماتوغرا يا كربونية 

ربة و  م هو خطوة أساسية للمان نجاح التج  NFKB1و  IL6ان الاختيار الدقين للباد اس لتفاعل البوليميراز المتسلسل لجيناس    الاستنتاج:

 دورها  ي الد اع المناعي لد العدو  بركل أ لل.
  

، أولية مواد ، بلاسس برايمر  IL6  ،NF-kB    المتفطرة السلية، الخلايا البلعمية،   الكلمات المفتاحية:  
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Introduction 

 
La tuberculose (TB), provoqué par Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), représente 

toujours un défi majeur de santé publique à l’échelle mondiale, il s’agit d’une maladie qui se 

caractérise par une interaction complexe entre le pathogène et le système de l’hôte (Ostrik et 

al., 2021). Au cœur de cette interaction, les macrophages ainsi que d'autres cellules 

immunitaires, qu'elles soient innées ou adaptatives, veillent sur les tissus et anticipent un rôle 

crucial dans la reconnaissance et l'extermination des agents pathogènes (Cara et al., 2025). 

La plasticité fonctionnelle des macrophages leur confère le potentiel de s’acquérir des 

phénotypes pro-inflammatoires (M1) ou anti-inflammatoires (M2), dont ils ont besoin pour 

combattre l’infection et guérir les tissus, par exemple chez la tuberculose, l’agent pathogène 

peut se maintenir sous forme latente ou visible (Herb et al., 2024a). Dans le cas d’une infection, 

les macrophages produisent des substances pro-inflammatoires comme l'interleukine-6 (IL6), 

ainsi L'activation de facteurs de transcription fondamentales en particulier le facteur nucléaire 

kappa B (NF-κB) (Kerkis et al., 2024). 

La vitamine D c’est un micronutriment indispensable, favorise le fonctionnement cellulaire 

optimal et la santé des os, tout en montrant des perspectives encourageantes dans la 

régulation du système immunitaire (Naik et al., 2023). La vitamine D exerce des effets 

immunorégulateurs cruciaux par son impact sur l'immunité innée et adaptative, ce qui va au- 

delà de son rôle fondamental dans le métabolisme du calcium (Alonso et al., 2023). Diverses 

études scientifiques montrent que la vitamine D affecte les réponses immunitaires par la 

modulation des cytokines et le contrôle de l'activité des macrophages, ce qui peut influencer 

la progression de la tuberculose. 

L'idée de ce projet de fin d'études, c’est la création d'amorces visant les gènes IL6 et NFKB1 

exprimés par les macrophages en réaction à Mycobacterium tuberculosis, afin d'étudier l'effet 

potentielle de la vitamine D sur leur expression au cours de l'infection par M. tuberculosis. 

Comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation de ces gènes et 

l'impact de la vitamine D pourrait ouvrir de nouvelles perspectives pour le développement de 

stratégies thérapeutiques adjuvantes dans la lutte contre la tuberculose. 
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Chapitre 1. Revue de la littérature 

 
1.1. Calciférol 

 
1.1.1. Historique 

 
La vitamine D, avec une histoire qui s'étend sur plusieurs siècles, est essentielle pour le 

métabolisme phosphocalcique et la santé osseuse. C'est Elmer McCollum, un biochimiste 

originaire des États-Unis, qui a attribué la dénomination vitamine D. Il a prouvé au début des 

années 1920 que l'administration d'huile de foie et l'exposition au soleil pouvaient prévenir le 

rachitisme (Schlienger & Monnier, 2019). 

L'histoire de sa découverte et de son évolution peut être divisée en plusieurs phases cruciales : 

 

• Découvertes initiales : 

 
- 1824 : Le Dr. Schütte, un médecin allemand, a mis au jour les thérapies curatives à base 

d'huile de foie de morue pour le rachitisme, une pathologie osseuse affectant les enfants 

(Norman et al., 2012a). 

- 1865 : le médecin Armand Trousseau recommande dans son traité de médecine clinique la 

consommation d'huile de foie de morue pour ses antirachitiques. Trousseau est également 

reconnu comme l'un des pionniers, après le Sniadecki russe, à avoir découvert que l'exposition 

au soleil pouvait prévenir le rachitisme chez les enfants. 

Identification des facteurs antirachitiques : 

 
- 1890 : Selon le docteur anglais Palm, dans le cadre d'une étude épidémiologique, la seule 

cause possible pour le rachitisme serait la carence d'exposition au soleil (Jones et al., 2022). 

- McCollum a démontré en 1922 que l'huile de foie de morue maintenait ses propriétés 

antirachitiques, même après la destruction complète de sa vitamine A. Il identifie donc un 

autre élément liposoluble, qu'il nomme « vitamine D » et non « vitamine dépositrice de calcium 

» (Jones et al., 2018). 

 
- 1924 : Le docteur Harry Steenbock et le docteur Hess révèlent que l'exposition aux rayons 

ultraviolets peut entraîner la production d'un élément antirachitique dans les aliments et chez 

les animaux (Jarrett & Scragg, 2017). 

- Vers la fin des années 20 : il a été clairement démontré que le rachitisme peut être évité et 

soigné grâce à une exposition directe au soleil, l'irradiation aux ultraviolets, la consommation 

d'aliments irradiés ou l'huile de foie de morue. 

- 1932 : On procède à l'isolement de cristaux de vitamine D2 pure (DeLuca et al., 2014). 
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- 1936 : les cristaux de vitamine D3 pure sont isolés à partir d'huile de foie de thon (Mohr 

et al., 2009). 

- 1952 : le docteur Woodward réalise la première synthèse de vitamine D3 ce qui lui vaut le 

prix Nobel de chimie en 1965. 

- 1964 : Norman a exposé la structure du calcitriol en 1971, à la suite de l'identification de 

trois métabolites de la vitamine D (Norman, 2012b). 

- Depuis 1980, on a découvert la présence de récepteurs pour les dérivés de la vitamine D 

dans les cellules de divers organes (Schlienger & Monnier, 2019). 

1.1.2. Définition 

 
La vitamine D, aussi appelée calciférol ou cholécalciférol, est une hormone stéroïdienne 

liposoluble vitale à notre organisme. Elle participe à l'homéostasie phosphocalcique, à la santé 

des os et même au fonctionnement optimal du système immunitaire. Elle est synthétisée dans 

la peau sous l'action des rayons ultraviolet B (UVB) du soleil ou apportée par l'alimentation 

(Pop et al., 2022a). 

1.1.3. Origine de calciférol 

 
La vitamine D est présente sous deux formes (figure1.1) : 

 
✓ La vitamine D2, ou ergocalciférol, qui est produit essentiellement par les végétaux et les 

champignons. Sous l'influence des UVB solaires, l'ergostérol en assure la synthèse 

(Combs & McClung, 2022). 

✓ La vitamine D3, ou cholécalciférol, possède une double origine : endogène et exogène. 

L’origine endogène de la vitamine D3 est obtenue sous l’effet des rayonnements UVB qui 

permettent sa synthèse dans l’épiderme à partir du 7-déhydrocholestérol. En revanche, 

son origine exogène est obtenue à partir des sources alimentaires animales (Landrier et 

al.,2014). 
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Figure 1.1. Différences structurelles entre la vitamine D2 et la vitamine D3 (Pop et al., 
2022a), vitamine D2 (ergocalciférol, C 28 H 44 O), et de la vitamine D3 (cholécalciférol, C 27 H 44 O). La différence 

structurelle entre la vitamine D2 et la vitamine D3 est présente dans leurs chaînes latérales. La vitamine D3 possède 
une chaîne latérale avec un anneau interrompu, alors que la vitamine D2 contient une double liaison entre les 
carbones 22 et 23 ainsi qu'un groupe méthyle positionné à la place 24 dans sa structure cyclique. 

1.1.4. Sources de calciférol 

 
Environ 90 % de la vitamine D est produite par la peau à la suite d’une exposition solaire 

quotidienne de 15 à 30 minutes par jour (Zajac et al., 2020). Le reste de la vitamine D provient 

de notre alimentation, principalement des huiles de poisson, des poissons (gras), du beurre, 

des œufs, des foies d'animaux et du lait (Mandlik et al., 2023). 

Tableau 1.1 : principales sources alimentaires de la vitamine D3(Landrier et al., 2014). 

 

Aliments Vitamine D3 (µg/100g) Vitamine D3 (UI/100g) 

Huile de foie de morue 250 10 000 

Saumon, hareng, 
anchois 

12-20 480-800 

Sardine, maquereau 8-12 320-480 

Ton 4-7 160-280 

Foie de veau 2-3 80-120 

Jaune d’œuf 2-3 80-120 

Lait 1,25 50 
Beurre 0,6-1,5 24-60 

 

 

1.1.5. Processus biochimiques 

Les UVB solaires jouent un rôle crucial en initiant la transformation du 7-déhydrocholestérol 

en prévitamine D3. Par la suite, la chaleur corporelle induit une isomérisation, qui convertit 

la prévitamine en sa forme active, la vitamine D3 (Pop et al. 2022). Par ailleurs, l'intestin 

absorbe la vitamine D provenant de l'alimentation. Après sa liaison à une protéine de 

transport, nommée DBP (Protéine de Liaison à la Vitamine D), que l'on trouve dans la peau 

ou l'intestin, la vitamine D est ensuite acheminée par le sang jusqu'au foie. 
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La vitamine D est d'abord soumise à une hydrolyse initiale au niveau du foie, ce qui la 

transforme en calcidiol, également connu sous le nom de 25-hydroxyvitamine D (25(OH)D). 

L'enzyme 25-hydroxylase (CYP2R1) catalyse cette réaction. La Figure 1.2 illustre la faculté 

de la 3-épimérase à transformer la 25(OH)D en 3-épi-25(OH)D. Par la suite, le 25(OH)D et 

son épimère s'attachent à la protéine de liaison de la vitamine D (DBP) pour leur 

acheminement vers les reins. La production de la vitamine D active (1α,25(OH)2D) est 

assurée à ce stade par l'enzyme CYP27B1 (Alzohily et al., 2024). 

Quand elle est active sur le plan métabolique, la vitamine D assume diverses fonctions dans 

le corps, comme contrôler les niveaux sériques de calcium et de phosphate, administrer le 

métabolisme des os et moduler le système immunitaire (Bui et al., 2021). 

 

 
Figure 1.2. Métabolisme de la vitamine D3 (Alzohily et al., 2024). DBP : une protéine qui se lie 

à la vitamine D ; CYP2R1 : correspond au cytochrome P450 2R1, une enzyme considérée comme la principale 
hydroxylase de la vitamine D. 

1.1.6. Récepteur de la vitamine D 

 
Le récepteur de la vitamine D (VDR) est un récepteur cytosolique extrêmement spécifique, qui 

fait partie de la superfamille des récepteurs nucléaires aux fonctions régulatrices dans la 

transcription. 

Il joue un rôle crucial dans la transmission du signal du calcitriol ou du 1-alpha,25- 

dihydroxicolecalciférol (1α,25(OH)2D). 
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Le VDR est présent dans la majorité des types cellulaires, ce qui fait qu'il est exprimé dans 

tous les tissus, signifiant que la plupart des cellules peuvent être ciblées du calcitriol (Fathi et 

al., 2019). 

En présence de 1α,25(OH)2D, le VDR est déclenché, ce qui conduit à la formation d'un 

hétérodimère avec le récepteur X des rétinoïdes (RXR). Le complexe 1α,25(OH)2D-VDR-RXR 

migre vers le noyau pour réguler la transcription des gènes impliqués dans les effets de la 

vitamine D (figure1.3), notamment le métabolisme du phosphore et du calcium, la prolifération 

cellulaire et la régulation de l'immunité innée et adaptative (Usategui-Martín et al., 2022). 

 

 
Figure 1.3. Fonctions du VDR (Tissandié et al., 2006). La vitamine D exerce ses effets biologiques 

par l'intermédiaire du récepteur de la vitamine D (VDR). Le 1,25(OH)2D3 peut rapidement diffuser à travers les 
membranes cellulaires et se lier au VDR. Après s'être associé à son ligand, le récepteur de la vitamine D (VDR) 
crée des hétérodimères en se combinant avec le récepteur du rétinoïde X (RXR). Ce complexe se déplace ensuite 
vers le noyau cellulaire, où il s'attache aux éléments réactifs à la vitamine D (VDRE). Cette connexion facilite la 
régulation de la transcription des gènes. Le VDR contrôle également la transcription des gènes en interagissant 
avec d'autres récepteurs nucléaires. Parmi les rôles de la vitamine D figurent : la stimulation de la croissance et de 
la minéralisation osseuse, l'ajustement de la fonction immunitaire (la multiplication cellulaire la régulation de 
l'immunité innée et adaptative, la maîtrise de la sécrétion d'insuline, la supervision de la multiplication cellulaire, 
l'activation de la différenciation cellulaire, l'induction de l'apoptose, le maintien du rapport phosphore-calcium ainsi 
que le contrôle du transport du calcium au sein des muscles. 

1.1.7. Effets de calciférol 

 
Le calcitriol, forme active de la vitamine D, est essentiel pour la physiologie du métabolisme 

osseux et phosphocalcique. Il régule également les niveaux de calcium et de phosphore dans 

le sang et l'équilibre homéostatique des os (figure 1.4). La vitamine D a une importance 

cruciale pour l'organisme, principalement grâce à la présence de son récepteur VDR dans 

divers tissus (comme illustre le Tableau 1.2). Elle contribue notamment à renforcer la force 

musculaire, à diminuer les inflammations et à favoriser l'absorption du calcium au niveau de 
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l'intestin grêle. Elle contribue également à maintenir une homéostasie phosphocalcique, un 

aspect crucial pour la formation, la composition, la croissance et la réparation des os 

(Shadouh et al., 2020). 

Tableau 1.2. Cellules immunitaires et non-immunitaires qui expriment le VDR. 
 

 Cellule Référence 

C
e

ll
u

le
 i
m

m
u

n
it

a
ir

e
 

Monocyte/Macrophage (Agliardi et al., 2023) 

Lymphocyte T (CD4+, CD8+, Treg, Th1, Th2, Th17 
 
 

 
(Taqarort & Chadli, 2020) Lymphocyte B 

Cellule NK (Natural Killer), les cellules lymphoïdes 

innée (ILC) 

(Ghaseminejad-Raeini et al., 

2023a) 

Mastocyte 
 
 

 
(Fenercioglu, 2024) Cellule Dendritique 

C
e

ll
u

le
 n

o
n

-i
m

m
u

n
it

a
ir

e
 

Ostéoblaste (Mori et al., 2020) 

 
Cellule du Pancréas (îlots de Langerhans) 

 
(Y. Wang et al., 2012) 

 
Cellule du Tissu Adipeux (Adipocyte) 

(Saponaro et al., 2020) 

Kératinocyte (cellule de la peau) (Oda et al., 2018) 

 
Cellule Épithéliale (intestinale, rénale, etc.) 

 
(Y. Wang et al., 2012) 

Cellule Endothéliale (Kim et al., 2020) 

 

 
1.1.7.1. Effets dans le métabolisme phosphocalcique 

 
La vitamine D est un élément indispensable pour l'absorption du calcium au niveau de l'intestin. 

Elle intervient dans plusieurs processus physiologiques, incluant l'accroissement du taux de 

calcium sérique par l'assimilation rénale et intestinale du calcium, ainsi que par le transit 
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paracellulaire de ce minéral. Elle est nécessaire au bon fonctionnement des systèmes 

cardiovasculaire, musculo-squelettique, immunitaires et neurologique (Piraux et al., 2021). 

 
Le métabolisme phosphocalcique est largement influencé par la forme active de la vitamine 

D, le calcitriol (1,25(OH)2D), qui y occupe un rôle déterminant. Cette hormone contrôle 

l'assimilation et l'équilibre du calcium et du phosphate, éléments indispensables à la solidité 

osseuse, ainsi qu’à de nombreux processus physiologiques (Bopape et al., 2023). 

 
1.1.7.2. Effets dans la santé osseuse 

 
La vitamine D joue un rôle crucial dans le maintien d'une croissance osseuse normale tout au 

long de la vie. Elle prévient le rachitisme chez les enfants, une maladie qui nuit à la croissance 

des os. De même, chez les adultes, une carence en vitamine D peut conduire à l'ostéomalacie, 

caractérisée par un ramollissement des os (Moridi et al., 2020). 

De plus, chez les personnes âgées, le calcitriol contribue à réduire le risque d’ostéoporose 

ainsi que celui de fractures en maintenant la densité osseuse et en favorisant une bonne santé 

squelettique globale (Charoenngam et al., 2019). 

 

 
Figure 1.4. Actions du calcitriol (Amarine-Ferry, s. d.). 

 

1.1.7.3. Calciférol et système immunitaire 

 
Le système immunitaire est un ensemble complexe de diverses cellules, tissus, organes et 

substances qui composent le corps et qui sont chargés de lutter contre les infections et les 

maladies tout en préservant la tolérance envers soi-même. Plusieurs études suggèrent que le 
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calcitriol peut renforcer la réponse immunitaire innée, alors qu'il peut inhiber la réponse 

immunitaire adaptative (Asghari et al., 2022). 

La présence de récepteurs de la vitamine D (VDR) dans les cellules immunitaires en 

multiplication, y compris les lymphocytes T, les lymphocytes B, les macrophages ainsi que les 

cellules présentatrices d'antigène, en interaction avec la capacité des cellules du système 

immunitaire à métaboliser la vitamine D, donnent à cette dernière un rôle d'immunomodulation 

(Voltan et al., 2023). 

1.1.7.3.1. Calciférol et immunité innée 

 
L’immunité innée constitue la première ligne de défense de l’organisme contre les infections. 

Elle repose sur des cellules capables de reconnaitre et d’éliminer rapidement les agents 

pathogènes sans mémoire immunologique spécifique (figure 1.5) (Ghaseminejad-Raeini et al., 

2023b). 

• Activation des monocytes et macrophages 

 
Les monocytes et les macrophages, qui sont des éléments clés de l'immunité innée, expriment 

une vaste gamme de récepteurs de reconnaissance de motifs (PRR, pour Pattern Recognition 

Receptor) (Gaidt et al., 2018). Parmi ces récepteurs, les récepteurs de type toll (TLRs, toll-like 

receptor), y compris TLR2 et TLR4, induisent l’expression de l’enzyme CYP27B1 qui convertit 

la vitamine D inactive (25(OH)D) en sa forme active [1,25(OH)2D]. Ces cellules, sous l'action 

de la vitamine D active, expriment le récepteur de la vitamine D (VDR) et renforcent leur 

aptitude à phagocyter et atténuer les agents infectieux (Dimitrov & White, 2017). 

• Production de peptides antimicrobiens 

 
La vitamine D joue un rôle établi dans l'accroissement de la biosynthèse de peptides 

antimicrobiens, par exemple les cathélicidines (LL-37) et les défensines. Ces peptides ont des 

caractéristiques antibactériennes, antivirales et antifongiques. Ils agissent en perturbant les 

membranes des micro-organismes et en stimulant l’autophagie. De plus, ces éléments sont 

susceptibles de participer à l'élimination des agents bactériens et au contrôle des processus 

inflammatoires (Charoenngam & Holick, 2020). 

• Modulation des cytokines pro-inflammatoires 

 
Alternativement, il est avancé que la vitamine D est impliquée dans la surexpression de 

cytokines pro-inflammatoires, notamment l'interleukine-6 (IL-6), l'intleukine-1 bêta (IL-1β), et le 

facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-α) (Fenercioglu et al., 2024). Par ailleurs, la vitamine 

D a un impact immunomodulateur remarquable, notamment en contrôlant la production de 

cytokines Un des impacts les plus significatifs est la stimulation de la production de cytokines 
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anti-inflammatoires, en particulier l'IL-10. Elle inhibe la sécrétion de cytokines pro- 

inflammatoires comme le TNF-α, l’IL-6, l’IL-1β, et l’IL-12, tout en limitant l’activation excessive 

des macrophages et des cellules dendritiques (Carlini et al., 2023). Elle contribue ainsi à 

prévenir les dommages tissulaires causés par une inflammation chronique ou excessive. La 

vitamine D, lorsqu'elle se connecte à son récepteur nucléaire (VDR), stimule la transcription 

de gènes associés à la tolérance immunitaire et encourage la différenciation des lymphocytes 

T régulateurs (Treg), qui sont les principales sources d’IL-10. Par ce mécanisme, la vitamine 

D favorise un profil immunitaire anti-inflammatoire, limitant les risques d’auto-immunité et de 

pathologies inflammatoires chroniques, telles que la sclérose en plaques, la polyarthrite 

rhumatoïde, cancer, ou les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin (Esterle et al., 

2014). La vitamine D pourrait également influencer la façon dont notre système immunitaire 

réagit, notamment en modifiant les signaux d'activation sur certaines cellules immunitaires. 

Cela pourrait aider à diminuer les réponses inflammatoires excessives (comme les réponses 

Th1 et Th17), en favorisant plutôt des réactions plus calmes et tolérantes (Sparaco & Bonavita, 

2024). 

1.1.7.3.2. Effets de calciférol dans l’Immunité Adaptative 

 
L’immunité adaptative constitue une réponse spécifique qui repose sur l’activation des 

lymphocytes T et B. Elle se caractérise par une mémoire immunitaire et une réponse plus 

ciblée aux agents infectieux (figure 1.5) (Guillot et al., 2011). Les lymphocytes T expriment 

également le VDR dont son activation par la vitamine D peut influencer leur différenciation. La 

vitamine D peut inhiber la différenciation des lymphocytes T de type 1 (Th1, T helper 1), qui 

produisent des cytokines pro-inflammatoires comme l’interféron-gamma (IFN-γ) et l’IL-2 

impliquées dans les réponses inflammatoires excessives et les maladies auto-immunes 

(Athanassiou et al., 2023). De plus, la vitamine D peut réduire également la différenciation des 

lymphocytes Th17, qui produisent l’IL-17 impliquée dans l’inflammation chronique et les 

maladies auto-immunes, comme la sclérose en plaques et la polyarthrite rhumatoïde (L Bishop 

et al., 2020). La vitamine D a également la capacité de stimuler la génération de lymphocytes 

T régulateurs (Treg), comme le met en évidence la Figure 1.5. Ces cellules sont essentielles 

pour produire et libérer l'interleukine 10 (IL-10), une cytokine qui joue un rôle fondamental dans 

la suppression de l'inflammation. De ce fait, elles contribuent au maintien de la tolérance 

immunitaire et à la prévention des maladies auto-immunes (Umar et al., 2018). 

La vitamine D inhibe la prolifération des lymphocytes B et la production des immunoglobulines 

comme IgG et IgM (figure1.5). Elle réduit également l’activation des lymphocytes B mémoire, 

ce qui limite la suractivation immunitaire et diminue le risque de maladies auto-immunes. 
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Les fonctions des cellules dendritiques peuvent être également moduler à la suite d’une 

stimulation par la vitamine D. On a également observé l’impact de la vitamine D sur les cellules 

dendritiques du système immunitaire. Ces fonctions regroupent la présentation antigénique, 

la sécrétion des cytokines qui participent dans la différentiation des lymphocytes Th, 

l’iinduction de la tolérance immunitaire, la modification de la production de cytokines 

(Iruretagoyena et al., 2015). 

 

Figure 1.5. Effets de calciférol dans le système immunitaire (Asghari et al., 2022b). Dans 

l’immunité innée la vitamine D agit sur les macrophages/monocytes et les cellules épithéliales en modulant la 
réponse aux pathogènes par la reconnaissance des motifs moléculaires (PAMPs) via les récepteurs PRR et TLR, 
entraînant la transcription de gènes et la formation d'autophagosomes. Elle favorise également la production de 
cytokines (IL-10, TNF-α), la présentation d'antigènes, la différenciation des macrophages et la maturation des 
cellules dendritiques (DC). En ce qui concerne l'immunité adaptative, la vitamine D module la différenciation des 
cellules T naïves (Th0) vers des phénotypes régulateurs (Treg) ou effecteurs (Th1, Th2, Th17), en agissant sur la 
production de cytokines et en régulant les réponses inflammatoires et auto-immunes. Elle participe aussi au 

changement de classe des lymphocytes B, stimulant la production d’anticorps (IgG, IgM). PAMPS : Pathogen‐ 
associated molecular pattern molecules ; PRR : Pattern recognition receptors ; IL-10 : Interleukine 10 ; TNF-α : 
Tumor necrosis factor alpha ; mDC : cellule dendritique ; IgG : Immunoglobuline G ; IgM : Immunoglobuline M. 



Chapitre 1. Revue de la littérature 

12 

 

 

1.2. Macrophage 

 
1.2.1. Généralité 

 
Le terme macrophage découle de la fusion des radicaux grecs « macro- », qui signifie vaste, 

et « -phage », qui fait référence à la consommation ou à l'absorption. Elie Metchnikoff a d'abord 

mis en lumière ce concept en 1882, à la suite de ses études sur les larves d'étoiles de mer, 

puis sur la Daphnia magna (souvent nommée puce d'eau), qui était affectée par des spores 

fongiques. Il désigne ces cellules comme étant à l'origine de la phagocytose des substances 

étrangères. Pour cette avancée significative, il a reçu le prix Nobel de physiologie ou médecine 

en 1908. Par conséquent, depuis plus de 130 ans, les macrophages sont reconnus comme 

les cellules immunitaires innées majeures (Chen et al., 2023a). 

Les macrophages sont des acteurs clés du système immunitaire de l'organisme. Étant 

distribués dans la majorité des tissus majeurs, ils représentent la première ligne cellulaire de 

l'immunité innée. Bien que leur fonction la plus caractéristique est la phagocytose des agents 

pathogènes. En outre, ils peuvent participer à la présentation d'antigènes et la sécrétion de 

cytokines (Herb et al., 2024b). Les macrophages participent également aux réactions 

inflammatoires et auto-immunes, et initient la réponse immunitaire adaptative en présentant 

des antigènes aux lymphocytes T, permettant ainsi une réponse plus spécifique et ciblée 

(Yang et al., 2023). 

Les macrophages appartiennent au système phagocytaire mononucléaire, une famille de 

cellules immunitaires qui comprend également les monocytes (précurseurs des macrophages) 

et les cellules dendritiques (impliquées dans la présentation des antigènes) (Strizova et al., 

2023). 

1.2.2 Origine 

 
En tant que cellules clés du système immunitaire, les macrophages jouent un rôle crucial dans 

la protection de l'organisme contre les agents infectieux et dans la préservation de 

l'homéostasie des tissus. Leur développement est un processus complexe qui commence dès 

la vie embryonnaire et se poursuit tout au long de la vie (Bajgar & Krejčová, 2023). 

L’origine des macrophages tissulaires provient de trois principales sources : 

• Le sac vitellin 

• Le foie fœtal B 

• Et la moelle osseuse 

Les premiers macrophages apparaissent dans le sac vitellin au cours de l'hématopoïèse 

primitive, le processus de formation des cellules sanguines chez l'embryon. Ils sont la seule 

cellule immunitaire produite dans le sac vitellin et sont présents sous forme de macrophage 



Chapitre 1. Revue de la littérature 

13 

 

 

résidents dans certains tissus, où ils jouent un rôle important dans la formation et la 

conservation de ces tissus (Hoeffel & Ginhoux, 2015). 

Plus tard, au cours du développement précoce, les cellules souches hématopoïétiques (CSH) 

émergent dans le foie fœtal (Sreejit et al., 2020a), et donnent naissance à toutes les lignées 

de cellules immunitaires, y compris les macrophages (Figure 1.6). Dans la moelle osseuse, 

les monocytes proviennent des cellules progénitrices myéloïdes et circulent dans le sang 

pendant plusieurs jours avant de pénétrer dans les tissus et de se différencier en macrophage 

(Guirado et al., 2013). 

La fonction et la morphologie des macrophage varient en fonction de leur localisation tissulaire 

et du microenvironnement local. Ils peuvent adopter différents noms et fonctions spécifiques 

(Tableau 1.3). 

Tableau 1.3. Types de Macrophages et leurs Fonctions 

 

Type de 

macrophage 

Localisation Fonctions principales Références 

Microglies Système 

nerveux 

central 

Surveillance immunitaire, phagocytose, 

Entretien du tissu nerveux, Élagage et 

remodelage synaptiques. 

(Sreejit et al., 

2020b) 

Cellules de 

Kupffer 

Foie Filtration du sang, élimination des 

particules étrangères et cellules 

endommagées. 

(Zhao et al., 

2025) 

Macrophages 

alvéolaires 

Poumons Phagocytose des particules inhalées et 

des agents pathogènes. 

(Bissonnette et 

al., 2020) 

Ostéoclastes Os Remodelage osseux, résorption du tissu 

osseux. 

(Behzatoglu, 

2021) 

Histiocytes Rate, tissu 

conjonctif 

Présentation des antigènes aux 

lymphocytes, participation à la réponse 

immunitaire. 

(Verma & 

Saraf, 2017) 

Cellules de 

Langerhans 

Peau Surveillance immunitaire, présentation des 

antigènes. 

(Botting et al., 

2017) 

Macrophages 

intestinaux 

Intestin Tolérance immunitaire ; 

Surveillance et phagocytose ; 

Protection contre les agents pathogènes. 

(Bain & 

Mowat, 2014) 
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De plus ces modifications tissulaires, on observe la présence de diverses populations de 

macrophages : 

• Macrophages résidents : présents dans les tissus en conditions normales, ils 

contribuent à l'homéostasie tissulaire et à la réparation des tissus, à l’élimination des 

cellules mortes et des débris, et à la régulation de l’inflammation. 

• Macrophages dérivés des monocytes : constituent une population distincte de 

cellules immunitaires qui sont spécifiquement recrutées sur les sites d'inflammation ou 

d'infection. Ils participent à la défense de l'hôte en phagocytant les agents pathogènes 

et en produisant des cytokines pro-inflammatoires (Chen et al., 2023a). 

 

 
Figure 1.6. Capacités de transformation et propriétés fonctionnelles des macrophages 

(Chen et al., 2023). 

 
1.2.3. Profil phénotypique 

 
Les macrophages sont des cellules clés du système immunitaire. Leur rôle est essentiel dans 

les mécanismes du système immunitaire, agissant comme des spécialistes en phagocytose. 

Ils sont connus pour leur hétérogénéité, c'est-à-dire qu'ils existent sous différentes formes ou 

populations de cellules. Cette diversité leur permet de remplir un large éventail de fonctions 

dans l'organisme (Wu & Lu, 2020). 

Les macrophages se distinguent aussi par leur grande plasticité. Cela signifie qu'ils ont la 

capacité de modifier leurs profils fonctionnels et phénotypiques en réponse à différents stimuli. 

Ces stimuli peuvent être des signaux inflammatoires ou pathologiques, tels que des infections 

ou des lésions tissulaires, ainsi que diverses cytokines libérées par les cellules T helper (Th1 

et Th2). Ils sont subdivisés en deux phénotypes (figure 1.7) suivant la terminologie 

lymphocytaire Th1 et Th2 : les macrophages classiquement activés (M1) et les macrophage 

alternativement activés (M2) (Chen et al., 2023a). 
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1.2.3.1. Macrophages classiquement activés 

 
Les macrophages classiquement activés, également appelés macrophages M1, sont des 

acteurs clés de la réponse immunitaire et activés par des composants bactériens tels que le 

LPS et des cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ et TNF-α) (Pérez & Rius-Pérez, 2022). Ces 

cellules participent dans la lutte contre les pathogènes intracellulaires, la destruction des tissus 

infectés et la résistance antitumorale. En présence d'infections bactériennes, les macrophages 

initient une réponse immunitaire robuste caractérisée par une amplification de l'expression 

génique de diverses molécules clés. Cette régulation inclut des gènes codant pour des 

cytokines pro-inflammatoires telles que l'interleukine 1 bêta (IL-1β), l'interleukine 6 (IL-6), 

l'interleukine 12 (IL-12) et le facteur de nécrose tumorale (TNF). Par ailleurs, on observe 

également une augmentation de l'expression des récepteurs de cytokines, notamment IL-7R 

et IL-15RA. On note aussi une augmentation des chimiokines telles que le ligand 2 du motif 

CC (CCL2), le ligand 5 du motif CC (CCL5) et le ligand 8 du motif CXC (CXCL8), ainsi que du 

récepteur de chimiokine CCR7 (CCR type 7) (He & Carter, 2015; Shapouri-Moghaddam et al., 

2018). Les macrophages M1 se caractérisent aussi par l'expression du complexe majeur 

d'histocompatibilité II (CMH-II), du marqueur CD68, des molécules de costimulation 

CD80/CD86, et par la production de monoxyde d'azote (NO) grâce à l'iNOS (Ni et al., 2023). 

L'activation des macrophages pro-inflammatoires déclenche une cascade de réponses 

cellulaires, incluant la régulation de l'expression de protéines qui modulent la signalisation des 

cytokines. Parmi ces régulateurs intracellulaires, le suppresseur de la signalisation des 

cytokines 3 (SOCS3) (Ahmad et al., 2022a). 

1.2.3.2. Macrophage alternativement activé 

 
Les macrophages M2 se distinguent par leur production de cytokines anti-inflammatoires, 

notamment l'IL-10 et le TGF-β, ainsi que de chimiokines telles que CCL1, CCL13, CCL18, 

CCL22 et CCL24. Ces molécules jouent un rôle essentiel dans le recrutement de diverses 

cellules immunitaires, incluant les lymphocytes T régulateurs (LT reg), les lymphocytes B, les 

basophiles et les éosinophiles (Tabas & Bornfeldt, 2016). 

Les macrophages M2, résultant d'une activation par l'IL-4 et l'IL-13, jouent un rôle dans la 

réponse antiparasitaire, la réparation tissulaire, l'allergie et le développement tumoral. Dans 

les tissus et les muqueuses humains, il existe plusieurs sous-ensembles de macrophages 

M2(figure 1.7) qui ont été identifiés en fonction de leurs fonctions spécifiques et de 

l'expression de leurs marqueurs de surface (Shapouri-Moghaddam et al., 2018). 

Les cytokines IL-4 et IL-13 induisent les macrophages M2a, qui contribuent à la régénération 

tissulaire et au processus de cicatrisation. Leur forte expression du récepteur du mannose 
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(CD206) leur permet de phagocyter efficacement les cellules et débris apoptotiques, 

contribuant ainsi aux mécanismes de guérison. Les M2a activés montrent une expression 

croissante de l'IL-10, du TGF-β, ainsi que des ligands de chimiokines CCL17, CCL18 et CCL22 

(Pérez & Rius-Pérez, 2022). 

Les macrophages M2b sont induits par les complexes immuns et les agonistes des récepteurs 

TLR, notamment le LPS. Ils se caractérisent par une forte production de cytokines anti- 

inflammatoires telles que l'IL-10, IL-6, IL-1 et la chimiokine CCL1. En outre, les macrophages 

M2b exprimant des niveaux élevés de CD86 peuvent aussi être impliqués dans la présentation 

de l'antigène (Hourani et al., 2022). 

Les macrophages M2c, induits par l'IL-10 et les glucocorticoïdes, interviennent dans les 

phases finales des réponses immunitaires et la résolution de l'inflammation. Ils se caractérisent 

par une forte expression du récepteur CD163, qui joue un dans l'élimination des complexes 

haptoglobine/hémoglobine et présentent une transcription accrue de l’IL-10, du TGF-β, du 

CCL16 et du CCL18 (L. Deng et al., 2023). 

Finalement, les macrophages M2d se différencient sous l'activation des récepteurs de 

l'adénosine, modulant la signalisation par IL-4Rα. 1. Ils jouent un rôle non seulement dans la 

régénération des tissus, mais aussi dans l'invasion des cellules cancéreuses in vitro (Strizova 

et al., 2023). 

 

 
Figure 1.7. Phénotypes et polarisation de macrophage (Strizova et al., 2023). Dans les 

tissus et les muqueuses humaines, les macrophages M0 sont polarisés vers les phénotypes chacun caractérisé 
par des profils de cytokines uniques et présentant des fonctions spécialisées qui sont cruciales pour le 
déroulement normal des processus physiologiques et pathologiques du corps. M1, stimulé par l'interféron-gamma 
(IFN-γ) ou les lipopolysaccharides (LPS), produisent des cytokines telles qu’IL-1β, IL-6, TNF-α, IL-8, IL-12 et IL- 

18. D'autre part, M2a sont stimulées par l'IL-4 ou l'IL-13., en sécrétant des cytokines comme TGF-β1, IL-10, IL- 
1RA et IL-13, M2b sécrètent des cytokines pro- et anti-inflammatoires telles qu’IL-10, L'IL-1β et l'IL-6, M2c, 
stimulée par les glucocorticoïdes ou l'IL-10, encourage la génération de TGF-β et IL-10, tandis que le M2d libère 
des cytokines comme le TGF-β, IL-10, IL-12 et TNF-α. 
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1.2.4. Fonctions des macrophages dans l’auto-immunité, immunité antitumorale et anti- 

infectieuse 

Les macrophages ont des fonctions multidimensionnelles dans l'auto-immunité, l'immunité 

contre la tumeur et l'immunité anti-infectieuse, servant de médiateurs indispensables dans ces 

mécanismes. Leur capacité à s'adapter à divers signaux environnementaux leur permet de 

passer d'un état pro-inflammatoire à un état anti-inflammatoire, influençant ainsi l'évolution de 

la maladie (Funes et al., 2018). 

1.2.4.1 Fonctions dans l’auto-immunité 

 

• Présentation des autoantigènes 

 
La présentation des antigènes constitue un mécanisme clé du système immunitaire, assurant 

la transition entre l’immunité innée et l’immunité adaptative. Agissant en tant que cellules 

présentatrices d'antigènes (CPA), les macrophages jouent un rôle crucial dans la captation, le 

traitement et l'exposition des antigènes aux lymphocytes T. Ils influencent l'activation, la 

tolérance et la régulation des réponses immunitaires par leurs interactions avec les 

lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes T cytotoxiques CD8+. Ce double rôle, à la fois dans 

le déclenchement des réponses immunitaires et dans le maintien de l’équilibre immunitaire, 

illustre leur importance aussi bien en situation normale qu’en contexte pathologique 

(Brancewicz et al., 2025). 

• Réponse inflammatoire 

 
En plus de leur rôle bien établi dans la présentation des antigènes aux lymphocytes T, les 

macrophages exercent une fonction cruciale dans la modulation des réponses immunitaires. 

Ils jouent le rôle de véritables chefs d'orchestre, maintenant un équilibre fragile entre la 

stimulation immunitaire et la tolérance. Cette fonction régulatrice s’appuie sur la production de 

cytokines, l’expression de molécules immunomodulatrices et leurs interactions avec les 

lymphocytes Tregs (Bashir et al., 2016). 

 
Les macrophages dits M1, à profil pro-inflammatoire, produisent des cytokines comme l’IL-12 

et le TNF-α, qui stimulent les réponses de type Th1 et renforcent l’inflammation. Cette 

polarisation est cruciale pour la lutte contre les infections intracellulaires et les cellules 

tumorales. Toutefois, une activation prolongée ou excessive de ces macrophages peut 

favoriser l’apparition de pathologies inflammatoires chroniques, comme la polyarthrite 

rhumatoïde ou les maladies inflammatoires de l’intestin (Chen et al., 2023b). 
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À l’opposé, les macrophages M2, à profil anti-inflammatoire, contribuent à la tolérance 

immunitaire et à la régénération tissulaire. Ils inhibent l'activité des lymphocytes T effecteurs 

et stimulent la multiplication des Tregs en sécrétant des cytokines telles que l'IL-10 et le TGF- 

β. Ces mesures sont essentielles pour contenir les réactions immunitaires nuisibles et éviter 

l’émergence de troubles auto-immuns (Peng et al., 2023). 

 

• Homéostasie tissulaire 

 
Les macrophages jouent un rôle crucial dans le maintien de l'homéostasie des tissus, 

notamment grâce à leur aptitude à éliminer les cellules apoptotiques par un processus appelé 

efferocytose. Cette fonction est cruciale pour empêcher l'activation inappropriée du système 

immunitaire, et par conséquent, éviter l'émergence d'une auto-immunité (Arandjelovic & 

Ravichandran, 2015). 

1.2.4.2 Fonctions dans l'immunité antitumorale 

 
Les macrophages ont une fonction double et complexe dans l'immunité contre les tumeurs, 

possédant des rôles à la fois pro-tumoraux et antitumoraux, en fonction de leur phénotype et 

de l'environnement tumoral (Monnier et al., 2022). 

Les macrophages, qui constituent des composants essentiels du microenvironnement tumoral 

(TME), démontrent une plasticité fonctionnelle notable en adoptant des phénotypes pro- 

inflammatoires (M1) ou anti-inflammatoires (M2) selon les signaux qu'ils reçoivent de leur 

environnement (Cendrowicz et al., 2021). Les macrophages M1, activés par des stimuli tels 

que l'IFN-γ et le LPS, exercent des effets antitumoraux en sécrétant des cytokines pro- 

inflammatoires (TNF-α, IL-12), en produisant des radicaux libres (NO, ROS) et en présentant 

des antigènes tumoraux aux lymphocytes T via les molécules du CMH II, favorisant ainsi 

l'activation des réponses immunitaires adaptatives (Toledo et al., 2024). 

Un autre processus essentiel par lequel les macrophages M1 manifestent leurs effets contre 

le cancer est la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) (Pan et al., 2020). 

Dans l'ADCC, les macrophages de type M1, qui expriment des récepteurs Fcγ, s'associent 

aux cellules cancéreuses recouvertes d'anticorps spécifiques à certains antigènes tumoraux. 

Cette liaison active le macrophage M1, qui libère alors des molécules cytotoxiques (comme 

celles mentionnées précédemment : ROS, NO, TNF-α, granzymes) directement sur la cellule 

tumorale, entraînant sa lyse. Ainsi, l'ADCC offre la possibilité d'attaquer précisément les 

cellules cancéreuses identifiées par les anticorps, tout en tirant parti de la force cytotoxique 

des macrophages M1 (Boyerinas et al., 2015). Certaines approches d'immunothérapie tirent 

parti de cette voie en recourant à des anticorps monoclonaux qui visent les cellules 
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cancéreuses et favorisent leur élimination par les cellules effectrices du système immunitaire, 

on retrouve parmi les cellules de ce type les macrophages M1(Czajka-Francuz et al., 2023). 

Par contre, les macrophages M2, stimulés par des cytokines telles que l'IL-4, l'IL-10 et l'IL-13, 

contribuent à l'avancement de la tumeur en stimulant l'angiogenèse, la défense immunitaire et 

la restructuration de la matrice extracellulaire (Basak et al., 2023). 

Les macrophages associés aux tumeurs (TAMs) en sont un parfait exemple, car ils peuvent 

développer un phénotype M2 qui entrave la réaction immunitaire anti-tumorale grâce à la 

production de cytokines immunosuppressives (IL-10, TGF-β) et l'expression de ligands 

inhibiteurs tels que PD-L1, interagissant avec PD-1 sur les lymphocytes T (Zhang et al., 2023). 

En outre, le TGF-β produit par les TAMs limite l'action des cellules T et NK, en particulier 

l'expression de molécules cytotoxiques comme l'IFN-γ et la granzyme B (Pu & Ji, 2022). 

Les macrophages peuvent également phagocyter les cellules tumorales, un processus 

amélioré par la présence d'anticorps ciblant les cellules tumorales ou par l'opsonisation. 

Cependant, l'expression de PD-1 sur les TAMs inhibe leur capacité de phagocytose, un effet 

qui peut être inversé par le blocage de l'axe PD-1/PD-L1, soulignant le rôle de ce point de 

contrôle immunitaire dans la régulation de la phagocytose macrophagique (Liu et al., 2023). 

1.2.4.3. Fonctions dans l’immunité anti-infectieuse 

 
Les macrophages jouent un rôle central dans l’immunité anti-infectieuse, agissant comme 

des cellules sentinelles capables de détecter, phagocyter et détruire les agents pathogènes 

(bactéries, virus, champignons, parasites), tout en coordonnant la réponse immunitaire (X.-L. 

Wang et al., 2024). 

• Reconnaissance des pathogènes 

 
Les macrophages contiennent des récepteurs de reconnaissance de motifs (PRR), incluant 

les récepteurs de type Toll (TLR), les récepteurs de type NOD (NLR) et les récepteurs à 

domaine unique C de type lectine (CLR), qui sont capables d'identifier les motifs moléculaires 

associés aux agents pathogènes (PAMP), comme le LPS des bactéries, l’ARN viral ou les β- 

glucanes des champignons. Ils peuvent parallèlement servir de récepteurs opsonines, tels 

que les récepteurs Fcγ (qui se lient aux anticorps IgG) et les récepteurs du complément 

CR1/CR3 (qui se fixent au complément C3b), facilitant ainsi la reconnaissance et la 

phagocytose des pathogènes opsonines (Almeida-da-Silva et al., 2023; Jayaraman et al., 

2024). 
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• Phagocytose et destruction des microbes 

 
À la suite de leur identification, les macrophages absorbent les agents pathogènes dans 

des phagosomes, lesquels se combinent avec des lysosomes pour donner naissance à 

des phagolysosomes. 

L'élimination des microbes est effectuée grâce à la génération de radicaux libres (ROS, 

NO) via la NADPH oxydase et l'iNOS, ainsi que par le biais d'enzymes lysosomales 

(lysozyme, protéases, défensines) et l'acidification du phagolysosome (Bogdan et al., 

2015). 

• Présentation de l’antigène et activation de l’immunité adaptative 

 
Les macrophages présentent des antigènes via le CMH : le CMH II pour l'activation des 

lymphocytes T CD4+ (réponse Th1/Th17) et le CMH I (cross-présentation) pour l'activation 

des lymphocytes T CD8+ (réponse cytotoxique). Ils sécrètent également des cytokines telles 

que l'IL-12, qui stimule les lymphocytes T et les cellules NK (réponse Th1/IFN-γ), et le TNF-α 

et l'IL-1β, qui favorisent l'inflammation et le recrutement des neutrophiles (Blum et al., 2013). 

• Résolution de l’infection et réparation tissulaire 

 
Lors de la phase de guérison, les macrophages prennent un phénotype anti-inflammatoire 

(M2). Ils sécrètent des cytokines telles que le TGF-β et l'IL-10 dans le but de réduire 

l'inflammation. De plus, ils contribuent à la cicatrisation en produisant des facteurs de 

croissance tels que le VEGF et le PDGF (Apeku et al., 2024). 
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1.3. Mycobacterium tuberculosis 

 
1.3.1. Définition 

 
La tuberculose, maladie infectieuse qui demeure un enjeu de santé publique à l'échelle 

mondiale, a une histoire étroitement liée à celle de l'humanité. Identifiée depuis l'époque 

antique, des attestations de sa présence remontent à plusieurs milliers d'années. Décrite sous 

le nom de "phtisie" par Hippocrate (Dupont et al., 2020), elle n’a été attribuée à Mycobacterium 

tuberculoses qu’en 1882, grâce aux travaux du médecin allemand Robert Koch, qui reconnaît 

désormais l'agent infectieux sous le nom de bacille de Koch (Cambau & Drancourt, 2014). 

Mycobacterium tuberculosis (M. Tuberculosis), également connu sous le nom de bacille de 

Koch (BK), est l’agent causal de la tuberculose humaine et est considéré comme l’un des 

agents pathogènes humains les plus adaptables et persistants chez l’être humain (Yan et al., 

2022). M. tuberculosis est une bactérie Gram positive qui appartient au groupe des bactéries 

résistantes aux acides. Cette bactérie possède plusieurs facteurs de virulence qui lui permet 

à échapper aux barrières muqueuses. L’infection causée par cet agent résulte de son 

interaction complexe avec le système immunitaire de l’hôte (Mohammadnabi et al., 2024). 

1.3.2. Taxonomie 

 
Mycobacterium tuberculosis se classe parmi les Actinomycètes, au sein de l'ordre 

Actinomycétales, appartient à la famille Mycobacteriaceae et correspond au genre 

Mycobacterium (Gordon & Parish, 2018). 

Voici la classification de la bactérie M. tuberculosis: 

• Règne : Bactéries. 

• Embranchement : Actinobacteria. 

• Classe : Actinomycètes. 

• Ordre : Acténomécétales. 

• Famille : Mycobacteriaceae. 

• Genre : Mycobacterium. 

• Espèce : Mycobacterium tuberculosis (Gordon & Parish, 2018). 

1.3.3. Caractéristiques morphologiques et biochimiques 

 
M. Tuberculosis est un bacille (bâtonnet allongé) qui mesure environ 1 à 4 µm de longueur et 

0,3 de 0,6 µm de largeur (Fitriana et al., 2024). Cette bactérie possède une paroi cellulaire 

unique riche en lipides (acides mycoliques) ce qui lui rend très résistante face aux unes 

résistances aux colorants classiques, aux détergents et aux antibiotiques (Delogu et al., 

2013). En raison de cette paroi lipidique, elle apparaît faiblement Gram-positive et est 

mieux 

https://lpsn.dsmz.de/class/actinomycetes
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visualisée par des colorations spécifiques comme la coloration de Ziehl-Neelsen (Nair et al., 

2023). Il s'agit d'une bactérie non sporulante, sans mobilité et sans capsule. 

 
M. tuberculosis est une bactérie strictement aérobie (Fitriana et al., 2024). Elle nécessite de 

l'oxygène pour sa survie, ce qui explique sa prédilection pour les tissus pulmonaires riches en 

oxygène (Ufimtseva et al., 2021). 

1.3.5. Pathogénicité 

 
La tuberculose est une affection infectieuse principalement due à M. tuberculosis, une bactérie 

à développement lent et l'agent étiologique prédominant de la tuberculose pulmonaire. Cette 

forme de tuberculose est la plus courante, représentant environ 70 % des cas mondiaux de la 

maladie. La tuberculose pulmonaire affecte principalement les poumons et se caractérise par 

un ensemble de symptômes distincts. Les manifestations cliniques courantes incluent une toux 

chronique, souvent persistante et pouvant s'accompagner d'expectorations. D'autres signes 

fréquents sont la fièvre, une perte de poids inexpliquée et des transpirations nocturnes 

abondantes (Chahboune et al., 2022). La tuberculose extra-pulmonaire se dissémine dans 

d'autres régions du corps, en dehors des poumons. Elle peut toucher différents organes tels 

que les reins, les os, le cerveau, les ganglions lymphatiques, les articulations, et même 

l'appareil génital (Natarajan et al., 2020). La transmission se fait essentiellement par voie 

aérienne, par inhalation de gouttelettes respiratoires émises par une personne infectée lors de 

la toux, des éternuements ou même en parlant (Misombo-Kalabela et al., 2016). 

La porte d’entrée de l’infection est constituée par les voies respiratoires, où la bactérie atteint 

les alvéoles pulmonaires. Elle y est phagocytée par les macrophages, mais peut survivre et 

se multiplier à l’intérieur de ces cellules. La capacité de M. tuberculosis à créer une infection 

primaire, qui peut demeurer latente pendant plusieurs années, est la source de son pouvoir 

pathogène (Maertzdorf et al., 2018). 

La réponse immunitaire de l’organisme se caractérise par la formation de granulomes, des 

structures organisées composées de macrophages, de lymphocytes et d’autres cellules 

immunitaires, visant à contenir la bactérie. Toutefois, la persistance de M. tuberculosis à 

l’intérieur de ces granulomes peut conduire à une réactivation de l’infection latente en cas de 

faiblesse du système immunitaire (Pai et al., 2016). 

1.3.6. Cycle de l’infection 

 
1.3.6.1. Initiation de l'infection 

 
L’infection par Mycobacterium tuberculosis suit un processus en plusieurs étapes bien 

définies : 
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• Elle commence lorsque la bactérie est inhalée sous forme de gouttelettes émises par 

une personne atteinte de tuberculose pulmonaire active. Ces gouttelettes atteignent 

les alvéoles pulmonaires, où se produisent les échanges gazeux (Ryndak & Laal, 

2019). 

• Une fois dans les alvéoles, les bacilles interagissent avec les macrophages 

alvéolaires, qui les phagocytent. Toutefois, M. tuberculosis a la faculté de perdurer au 

sein de ces cellules, ce qui déclenche l'infection (Sia et al., 2015). 

• Les macrophages présentent ensuite des antigènes bactériens aux cellules 

dendritiques, qui migrent vers les ganglions lymphatiques. Ici, elles stimulent les 

lymphocytes T et B (Figure 1.8), déclenchant une réaction immunitaire adaptative 

vitale pour maîtriser l'infection ou restreindre sa diffusion (Wolf et al., 2007). 

1.3.6.2. Infection latente 

 
Cette phase comprend : 

 

• Formation de granulomes : la formation de granulomes est une réponse immunitaire 

clé dans la tuberculose, impliquant l'interaction entre les macrophages et les 

lymphocytes T CD4⁺, médiée par des cytokines telles que le TNF-α et l'IFN-γ, 

convergent vers le site de l'infection dans les poumons, formant des structures 

appelées granulomes (Cronan et al., 2022). 

• Contrôle de l'infection : dans la plupart des cas, le système immunitaire parvient à 

contenir l'infection à l'intérieur des granulomes. Les bactéries restent vivantes mais 

inactives, ce qui correspond à l'infection tuberculeuse latente (Kiazyk & Ball, 2017). 

• Composition cellulaire des granulomes : Le granulome est composé de différents types 

de cellules immunitaires, notamment des macrophages (y compris des macrophages 

spumeux et des cellules géantes de Langhans) qui sont spécialisées dans la 

phagocytose prolongée. Ces cellules sont entourées de lymphocytes T et B, ainsi que 

de neutrophiles, qui participent à la régulation et au remodelage constant de 

l’environnement granulomateux. Cette diversité cellulaire reflète l’équilibre délicat entre 

la défense de l’hôte et la survie bactérienne (Ahmad et al., 2022b). 

1.3.6.3. Réactivation et transmission 

 
Cette phase se caractérise par : 

 

• Affaiblissement du système immunitaire : si le système immunitaire s'affaiblit (par 

exemple, en raison du virus de l'immunodéficience humaine (VIH), de la malnutrition 

ou la prise de certains médicaments), les bactéries peuvent se multiplier à nouveau. 
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• Tuberculose active : la réactivation de l'infection entraîne la destruction des tissus 

pulmonaires, formant des lésions cavitaires (trous) dans les poumons (Figure1.8). 

• Transmission de la bactérie : les personnes atteintes de tuberculose pulmonaire active 

peuvent propager la bactérie en toussant, en éternuant ou en parlant, libérant ainsi des 

gouttelettes infectieuses dans l'air (Rahlwes et al.,2023). 

 

Figure 1.8. Représentation schématique du cycle de vie de M. tuberculosis (Rahlwes et 
al.,2023). M. tuberculosis pénètre dans l'organisme humain par les voies respiratoires où il engage le système 

immunitaire inné au niveau de l'espace alvéolaire. Les macrophages et les cellules dendritiques phagocytent les 
bactéries, mobilisent de nouvelles cellules et stimulent la réponse immunitaire adaptative. Ensemble, les systèmes 
immunitaires inné et adaptatif collaborent pour éradiquer la bactérie ou limiter sa réplication active au sein d'un 
granulome. La tuberculose active se manifeste soit à la suite d’une première infection, soit après une réactivation 
causée par un affaiblissement du système immunitaire, conduisant à une maladie symptomatique et à sa 
propagation vers un autre hôte, initiant ainsi un nouveau cycle d'infection. 

1.3.7. Facteurs de virulence de M. tuberculosis 

M. tuberculosis possède plusieurs f acteurs de virulence qui lui permettent de survivre dans 

l'hôte, d'échapper au système immunitaire et de favoriser sa dissémination. Ces facteurs sont 

classés en facteurs non protéiques (lipides et polysaccharides) et facteurs protéiques 

(protéines sécrétées, enzymes, transporteurs, etc.) (Rahlwes et al., 2023). 

1.3.7.1. Facteurs de virulence non protéiques 

 
Ces composants sont principalement des lipides et des polysaccharides qui jouent un rôle 

essentiel dans l’interaction entre la bactérie et l’hôte. 

1.3.7.1.1. Lipoarabinomannane 

 
Le liporabinomannane (LAM) est une substance que l'on retrouve dans la paroi cellulaire de 

M. tuberculosis. Il inhibe l’activation des macrophages et diminue la production de cytokines 

pro-inflammatoires. Il peut également bloquer la fusion phagosome-lysosome et empêcher la 
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destruction de la bactérie. Enfin, il affecte la présentation des antigènes aux cellules T (Vergne 

et al., 2015). 

1.3.7.1.2. Phthiocerol dimycocérosates 

 
Les dimycocérosates de phthiocérol (PDIM) constituent un lipide de surface qui camoufle les 

caractéristiques immunogènes de la bactérie. Ce composant soutient la bactérie dans sa 

tentative d'échapper à la détection par les TLRs et contribue au contournement de la réaction 

immunitaire innée (Augenstreich et al., 2020). 

1.3.7.1.3. Phosphatidyl-myo-inositol mannosides 

 
Les mannosides de la phosphatidyl-myo-inositol (PIM) sont une classe des glycolipides qui se 

lient aux récepteurs macrophagiques (DC-SIGN, MR). Ces glycolipides favorisent l'invasion 

des cellules hôtes par la bactérie et régulent la réponse immunitaire en restreignant l'activation 

des macrophages (Ehlers et al., 2010). 

1.3.7.1.4. Trehalose dimycolate 

 
Trehalose dimycolate (TDM ou Cord factor) est un facteur responsable de la formation de 

granulomes dans les poumons. Il provoque une réponse inflammatoire exagérée, contribuant 

aux lésions pulmonaires et aide la bactérie à résister aux mécanismes de défense de l’hôte 

(T. K. T. Nguyen et al., 2020). 

1.3.7.2. Facteurs de virulence protéiques 

 
Mycobacterium tuberculosis a développé une gamme de facteurs de virulence protéiques qui 

lui permettent de survivre et de se répliquer dans les macrophages hôtes. Ces protéines 

interfèrent avec les processus cellulaires de l'hôte tels que la maturation des phagosomes, 

l'autophagie et les voies de mort cellulaire programmée (Wong et al., 2011). 

• Systèmes de sécrétion ESX et protéines associées 

 
Mycobacterium tuberculosis possède cinq systèmes de sécrétion de type VII (ESX-1 à ESX- 

5), ESX-1 étant particulièrement crucial pour la virulence. ESX-1 sécrète des protéines comme 

l'ESAT-6 (EsxA) et le CFP-10 (EsxB), qui perturbent les membranes phagosomales, facilitant 

l'évasion bactérienne dans le cytosol et modulant les réponses immunitaires de l'hôte 

(Augenstreich et al., 2017). 

• Inhibition de la fusion phagosome-lysosome 

 
Mycobacterium tuberculosis sécrète plusieurs protéines qui empêchent la maturation des 

phagosomes en phagolysosomes bactéricides : 
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• PtpA : Cette tyrosine phosphatase se lie à la sous-unité H de la vacuolaire-H⁺-ATPase 

(V-ATPae) de l'hôte et déphosphoryle VPS33B, perturbant l'acidification des 

phagosomes et la fusion avec les lysosomes. Il inhibe la maturation du phagosome par 

interaction avec de nombreuses protéines eucaryotes lors de la phagocytassions de 

la mycobactérie (Kotliarova et al., 2025). 

• SapM : Une phosphatase acide sécrétée qui déphosphoryle le phosphatidylinositol 3- 

phosphate (PI3P), un lipide essentiel à la maturation phagosomale, arrêtant ainsi le 

processus. 

• PknG : Une sérine/thréonine kinase qui inhibe l'autophagie en bloquant la maturation 

des autophagosomes, empêchant ainsi la dégradation bactérienne (Puri et al., 2013). 

• Modulation des voies de mort des cellules hôtes 

 
Mycobacterium tuberculosis exploite différentes voies de mort cellulaire en sa faveur : 

 
• Apoptose : M. tuberculosis inhibe l'apoptose pour maintenir sa niche intracellulaire. Le 

produit du gène nuoG interfère avec la production d'espèces réactives de l'oxygène, 

empêchant ainsi l'apoptose (Velmurugan et al., 2007). 

• Nécroptose : La toxine nécrosante de la tuberculose (TNT) épuise les niveaux de NAD⁺ 

de l'hôte, déclenchant la nécroptose via l'activation de RIPK3 et MLKL, conduisant à la 

mort cellulaire et à la dissémination bactérienne (Pajuelo et al., 2018). 

• Autophagie : Au-delà de PknG, d'autres protéines M comme PE6 et ESAT-6 interfèrent 

également avec l'autophagie, entravant la capacité de l'hôte à dégrader les agents 

pathogènes intracellulaires (Ramon-Luing et al., 2023). 

1.3.8. Réponse immunitaire innée contre Mycobacterium tuberculosis et rôle de la 

vitamine D 

La tuberculose, causée par la bactérie M. tuberculosis, est marquée par une relation complexe 

avec le système immunitaire de l'homme. Cette interaction peut aboutir à trois issues 

principales : 

• Le contrôle de l'infection par le système immunitaire. 

• Le développement d'une tuberculose active. 

• L'établissement d'une infection latente (H. Nguyen et al., 2020). 

Les macrophages alvéolaires sont les premiers éléments du système immunitaire à entrer en 

contact avec le bacille de la tuberculose. En cas d'infection, les macrophages présents dans 

les poumons constituent le principal type de cellule qui capte la bactérie en premier lieu. 
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L'agent infectieux stimule les macrophages en se liant à différents récepteurs PRRs présents 

sur leur membrane, produisant de ce fait un effet antituberculeux. D'abord, les récepteurs de 

surface, comme le TLR2, le TLR4, le NOD2 et le Dectin-1, identifient les éléments du M. 

tuberculosis, tels que les glycolipides, le peptidoglycane et d'autres composants, ce qui 

entraîne la libération de plusieurs cytokines, telles que le TNF-α, l'IL-12, l’IL-6, l'IL-1β, etc... 

par les macrophages. Ces récepteurs agissent pour faciliter l'élimination des bactéries par les 

macrophages (Zhuang et al., 2024). 

De nombreuses recherches ont démontré que le 1,25(OH)2D3 régule les réactions 

immunitaires des macrophages pour la suppression précoce de M. tuberculosis grâce au 

récepteur VDR (El Baghdadi et al., 2013). Cette stimulation des macrophages entraîne une 

hausse de l'expression du récepteur à la vitamine D (VDR) et de la 1α-hydroxylase (Fiske et 

al., 2019). 

De plus, il a été rapporté que l'expression du VDR était régulée à la hausse par l'interaction 

des motifs moléculaires associés aux agents pathogènes (PAMP) sur M. tuberculosis et du 

récepteur TLR2 sur les monocytes. Ces informations ont clairement souligné l'importance du 

1,25(OH)2D3 et du VDR dans le processus d'élimination de l'infection (J. Deng et al., 2021). 

Par la suite, le 1,25(OH)2D3 agit sur le VDR, un récepteur nucléaire qui opère en tant que 

facteur de transcription. Ce complexe 1,25(OH)2D3-VDR se couple à des séquences d'ADN 

spécifiques nommées éléments de réponse à la vitamine D (VDRE), entraînant l'expression 

de gènes qui codent pour des peptides antimicrobiens, notamment la cathélicidine et la 

défensine (J. Deng et al., 2021). Une fois synthétisée, la cathélicidine, est incorporée dans les 

phagosomes, où elle exerce une activité antibactérienne directe qui perturbe les membranes 

bactériennes. De plus, la défensine, un autre peptide antimicrobien, est également régulée par 

la vitamine D via un VDRE. Cependant, son expression nécessite une co-stimulation par le 

facteur nucléaire NF-κB. Il est également important de noter que l’IL-1, en se liant à son 

récepteur, IL-1R, active la voie NF-κB, ce qui potentialise la transcription de la défensine. Enfin, 

la cathélicidine et la défensine contribuent ensemble à la destruction intracellulaire de la 

bactérie dans les auto-lysosomes, résultant de la fusion des phagosomes avec les lysosomes 

(Lagishetty et al., 2011). 
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1.4. PCR 

 
1.4.1. Définition 

 
Mise au point par Kary Mullis en 1983, la réaction en chaîne par polymérase (PCR) est 

devenue une méthode essentielle en biologie moléculaire (Vajpayee et al., 2023). Cette 

technique permet de dupliquer rapidement des séquences spécifiques d'ADN ou d'ARN, 

facilitant ainsi leur identification, le plus souvent par électrophorèse sur gel d'agarose 

(Wittmeier & Hummel, 2022). 

La PCR est fréquemment employée pour amplifier, modifier et cloner des gènes dans le but 

d'examiner leur expression. Il existe de nombreuses autres applications de la PCR, notamment 

les tests de paternité, les relations biologiques, le génotypage des souris, le diagnostic des 

maladies génétiques, la médecine légale, et trouver des bactéries et des virus (Canene- 

Adams et al., 2013). 

Cette technique in vitro, rapide, simple et peu coûteuse, est devenue un outil indispensable 

dans divers domaines de la recherche médicale et biologique. Son efficacité est démontrée 

dans de nombreux domaines : 

• Diagnostic des maladies infectieuses : Elle permet la détection rapide d'agents 

pathogènes. 

• Génétique : Elle facilite l'identification de variations et de mutations 

génétiques (Kalendar et al., 2017). 

• Oncologie : Elle contribue au diagnostic et au suivi du cancer. 

 
• Médecine légale : Elle est utilisée pour l'identification de personnes à partir 

d'échantillons d'ADN. 

• Étude de l'expression des gènes : Elle permet d'analyser l'activité des gènes 

(Sancha Dominguez et al., 2024) 

Depuis son invention, la PCR a été adaptée et modifiée pour répondre à des besoins 

spécifiques. Parmi les versions les plus essentielles, on retrouve la PCR en temps réel (qPCR), 

aussi connue sous le nom de PCR quantitative, qui offre la possibilité de quantifier l'ADN 

amplifié en temps réel, c'est-à-dire pendant la réaction. Contrairement à la PCR classique, qui 

ne fournit qu'une information qualitative (présence ou absence d'ADN), la qPCR permet de 

quantifier précisément la quantité d'ADN initialement présente dans l'échantillon. La PCR à 

transcription inverse (RT-PCR), permet d'amplifier l'ARN, une molécule qui joue un rôle crucial 

dans l'expression des gènes. L'ARN est initialement transformé en ADN complémentaire 
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(ADNc) grâce à une enzyme nommée transcriptase inverse, puis cet ADNc est amplifié via la 

PCR (Khehra et al., 2025a). 

1.4.2. Principe de la PCR 

 
La PCR est une technique puissante qui permet de multiplier de manière exponentielle une 

séquence d'ADN spécifique (Kee et al., 2023). En utilisant l'enzyme ADN polymérase, la PCR 

peut générer des milliards de copies d'un fragment d'ADN ciblé à partir d'un échantillon initial, 

qu'il s'agisse d'ADN génomique, d'ADN complémentaire (ADNc) obtenu par RT-PCR, ou 

d'ADN mitochondrial. La PCR se déroule en trois étapes majeures : la dénaturation de l'ADN, 

l'hybridation avec des amorces spécifiques à la séquence ciblée, et l'élongation de l'ADN par 

le biais de la polymérase (Figure 1.9). Chaque phase du processus de réaction en chaîne par 

polymérase (PCR) se divise en trois étapes spécifiques. La répétition de ces trois phases 

conduit à un doublement de la quantité d'ADN cible à chaque cycle (Garibyan & Avashia, 

2013). 

 

 
Figure 1.9. Principe de la technique PCR (Sr et al., 2015). À 94 ◦C, l'ADN est dénaturé, après 

quoi les amorces spécifiques se fixent sur les deux brins complémentaires de la séquence cible. La Taq 
polymérase peut alors se charger de l'élongation des amorces et de la copie du brin complémentaire à une 
température de 72 ◦C. Les morceaux d'ADN nouvellement créés fonctionnent comme modèle lors des cycles 

successifs, garantissant ainsi l'accroissement du fragment cible. 
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1.4.3. Composants de la PCR 

 
1.4.3.1. ADN Matrice (ADN Modèle) 

 
L'échantillon d'ADN matrice représente celui qui renferme la séquence d'ADN que l'on 

souhaite amplifier. Il sert de modèle pour la conception de nouveaux segments d'ADN (Khehra 

et al., 2025b). 

1.4.3.2. ADN Polymérase 

 
Un type d'enzyme qui produit de nouveaux brins d'ADN qui sont complémentaires à la 

séquence cible. L'ADN polymérase Taq (provenant de Thermis aquaticus) est la première et 

la plus répandue parmi ces enzymes, tandis que l'ADN polymérase Pfu (provenant de 

Pyrococcus furiosus) est prisée pour sa fidélité supérieure lors de l'amplification de l'ADN. Les 

polymérases employées en PCR sont obtenues à partir de bactéries qui vivent naturellement 

dans des conditions thermiques élevées, telles que celles trouvées dans les sources 

hydrothermales (Ishino & Ishino, 2014). 

Bien que ces enzymes soient subtilement différentes, elles ont toutes deux capacités qui les 

rendent adaptées à la PCR : 

1) Elles ont la capacité de produire de nouveaux segments d'ADN en se basant sur un modèle 

d'ADN et des amorces. 

2) Elles sont résistantes à la chaleur (Din et al., 2020). 

 
1.4.3.3. Amorces 

 
Ce sont de petits fragments d'ADN monocaténaire qui sont en correspondance avec la 

séquence cible. L’amorce sert de point de départ pour la synthèse d'un nouvel ADN par la 

polymérase (Apte & Daniel, 2009). 

Voici une liste de critères à considérer lors de la création des amorces : 

• La longueur de l’amorce doit être de 15 à 30 résidus nucléotidiques (bases) 

(Septiyanto et al., 2022). 

• La teneur optimale en GC doit être comprise entre 40 et 60 % (Staff, 2019). 

• L'extrémité 3' des amorces doit contenir un G ou un C afin de bloquer l'amorce et 

d'empêcher la « respiration » des extrémités, augmentant ainsi l'efficacité de 

l'amorçage. La « respiration » de l'ADN se produit lorsque les extrémités ne restent pas 

recuites mais s'effilochent où se séparent. Les trois liaisons hydrogènent des paires 

GC contribue à inhiber la respiration tout en relevant aussi la température de fusion 

des amorces (Thornton & Basu, 2011). 
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• Les extrémités 3' d'un ensemble d'amorces, qui comprend une amorce à brin positif et 

une amorce à brin négatif, ne doivent pas être complémentaires l'une de l'autre, et 

l'extrémité 3' d'une seule amorce ne peut pas non plus être complémentaire d'autres 

séquences de l'amorce. Ces deux scénarios aboutissent respectivement à la formation 

de dimères d'amorces et de structures en boucle en épingle à cheveux. 

• La température de fusion optimale (Tm) des amorces se situent entre 52 et 58 °C, bien 

que la plage puisse être étendue à 45-65 °C. La T m finale des deux amorces ne doit 

pas différer de plus de 5 °C (Banaganapalli et al., 2019). 

• Les répétitions de dinucléotides (par exemple, GCGCGCGCGC ou ATATATATAT) ou 

les séquences de base unique (par exemple, AAAAA ou CCCCC) doivent être évitées 

car elles peuvent provoquer un glissement le long du segment d'ADN amorcé et/ou la 

formation de structures en boucle en épingle à cheveux. Si cela est inévitable en raison 

de la nature du modèle d'ADN, n'incluez que des répétitions ou des séquences de base 

unique avec un maximum de 4 bases (Bustin et al., 2020). 

 
1.4.3.4. Nucléotides 

 
Les dNTP ou désoxynucléotides triphosphates Ce sont des unités simples des bases A, T, G 

et C, qui sont essentiellement des « éléments de base » pour les nouveaux brins d'ADN (Bird 

et al., 2023) 

1.4.3.5. Les ions magnésium 

 
Les ions magnésium (Mg2+) jouent un rôle crucial en tant que cofacteurs pour l'activité de 

l'ADN polymérase. Toutefois, la présence de ces ions libres est restreinte par leur propension 

à établir des complexes avec différents éléments de la réaction, y compris les dNTP, les 

amorces et les matrices d'ADN (Li et al., 2023). 

1.4.4. Les étapes de la PCR 

 
La PCR repose sur un cycle répété de trois étapes principales : 

 
1.4.4.1. Dénaturation de l’ADN 

 
Elle offre la possibilité de diviser les deux brins d'ADN grâce à la chaleur. Le mélange 

réactionnel est amené à 94 °C, température à laquelle les deux brins d’ADN se séparent 

(McDonald et al., 2024). 

1.4.4.2. Hybridation des amorces 

 
Deux amorces d’ADN d’environ 20 bases s’hybrident de façon spécifique grâce à la 

complémentarité des bases, sur un brin d’ADN ou son complémentaire. Cette opération est 
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réalisée à une température dépendante de la composition en bases puriques et pyrimidiques 

de ces amorces, en général entre 45 °C et 65 °C (Garibyan & Avashia, 2013b). 

1.4.4.3. Élongation des amorces 

 
Une ADN polymérase (la Taq polymérase est la plus utilisée) allonge les amorces en y 

incorporant des bases complémentaires de la séquence matrice. Cette procédure s'effectue à 

une température de 72 °C, considérée comme idéale pour l'activité de la polymérase. Elle 

synthétise l’ADN de l’extrémité 5’ vers l’extrémité 3’. 

Deux exemplaires de la séquence d'ADN cible sont obtenus à l'issue du premier cycle. À partir 

du troisième cycle, les amplicons émergent, ADN à double brin délimité par les amorces, 

répliques du fragment d'ADN ciblé. 

Ils seront largement majoritaires à la fin de l’amplification. En 30 cycles (1 h 30 à 4 h), un 

grand nombre de copies sont générées, théoriquement 230 copies de la cible (Khehra et al., 

2025c). 

1.4.5. Visualisation des résultats de la PCR 

 
La technique de l'électrophorèse sur gel d'agarose, relativement simple, permet de différencier 

des molécules biologiques comme l'ADN, l'ARN ou les protéines, principalement en fonction 

de leur taille, s'adapte constamment aux exigences grandissantes de la recherche biomédicale 

(Slater et al., 2000). Parmi ces techniques, l’électrophorèse sur gel d'agarose occupe une 

place centrale pour la séparation et la visualisation des produits d'amplification obtenus par 

PCR. 

1.4.5.1. Principe de l’électrophorèse sur gel d’agarose 

 
L'électrophorèse sur gel d'agarose est une méthode relativement simple utilisée pour séparer 

des molécules biologiques, comme l'ADN, l'ARN ou les protéines, principalement en fonction 

de leur taille. Les acides nucléiques, chargés négativement en raison de leur squelette 

phosphate, migrent vers l’anode (pôle positif) sous l'influence d'un champ électrique (Wittmeier 

& and Hummel, 2022). 

L'agarose, extrait principalement d'algues rouges (Gelidium, Gracilaria), forme une matrice 

semi-solide lors de la gélification grâce à des associations non covalentes entre les polymères 

d'agarose. Cette matrice agit comme un tamis moléculaire où la taille des pores dépend de la 

concentration en agarose. Avant l'adoption des gels d'agarose, la séparation de l'ADN était 

réalisée par centrifugation sur gradients de densité de saccharose, méthode beaucoup moins 

précise (Lee et al., 2012). 
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1.4.5.2. Mécanisme de séparation 

Lorsqu'un courant électrique est appliqué : 

• L’ADN, ayant un rapport masse/charge uniforme, migre vers l’anode. 

• Les plus petits fragments se déplacent plus rapidement à travers les pores du gel. 

• La distance de migration est inversement proportionnelle au logarithme du poids 

moléculaire du fragment d'ADN. 

Le modèle théorique expliquant cette migration est appelé "polarized reptation" : l'extrémité 

avant de la molécule avance et entraîne le reste du fragment à travers le gel. 

Les principaux facteurs influençant la migration sont : 

1. La taille de la molécule d’ADN. 

2. La concentration d’agarose (plus elle est élevée, plus les petits fragments migrent 

efficacement). 

3. La conformation de l'ADN (linéaire, circulaire, superenroulé). 

4. La tension appliquée. 

5. La présence de colorants intercalants comme le bromure d’éthidium (EtBr). 

6. Le type de tampon utilisé pour l’électrophorèse (Lee et al., 2012). 
 

 
1.4.5.3. Visualisation de l'ADN 

 
Après séparation, les fragments d’ADN sont visualisés sous lumière UV grâce à des colorants 

fluorescents intercalants tels que le bromure d’éthidium, SYBR Green ou GelRed. Ces 

molécules s’intercalent entre les bases d’ADN, permettant ainsi leur détection (Green & 

Sambrook, 2019). 

L'usage de gels d'agarose a transformé la biologie moléculaire, permettant l'évaluation rapide 

et exacte des produits PCR, en particulier pour : 

• Vérifier le succès de l'amplification. 

• Estimer la taille des amplicons. 

• Préparer les fragments pour le clonage ou d'autres analyses (Raab et al., 2023). 
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1.5. Problématique et objectifs 

 
1.5.1. Problématique 

 
Les macrophages, cellules immunitaires polyvalentes et fonctionnelles, issues des monocytes 

en circulation, se trouvent majoritairement dans tous les tissus du corps humain. Ils jouent un 

rôle central dans l'homéostasie tissulaire, la surveillance immunitaire et la défense contre les 

pathogènes, y compris M. tuberculosis, l'agent étiologique de la tuberculose qui est une 

maladie infectieuse chronique et potentiellement mortelle affectant principalement les 

poumons, mais peut également se disséminer à d'autres organes. 

Dans le contexte de l'infection tuberculeuse, M. tuberculosis utilise les macrophages comme 

hôtes à l'intérieur des cellules. Leur activation et leur rôle sont étroitement associés à 

l'activation de divers facteurs de transcription, dont le facteur NF-κB qui joue un rôle dans la 

régulation de nombreux gènes liés aux réactions inflammatoires en générant des cytokines 

pro-inflammatoires comme l'IL6. 

Plusieurs recherches ont prouvé que la vitamine D pourrait renforcer les systèmes de défenses 

immunitaires contre les infections, notamment en prolongeant l'effet bactéricide des 

macrophages par la stimulation de peptides antimicrobiens tels que la cathélicidine. La 

vitamine D influence aussi l'expression de cytokines pro-inflammatoires comme l'IL6 et la 

fonction du facteur de transcription NF-κB, qui jouent un rôle crucial dans la régulation de la 

réponse immunitaire lors de l’infection par M. tuberculosis. Dans ce contexte, il est pertinent 

de réaliser une PCR quantitative afin de mesurer les niveaux d’expression de ces gènes dans 

les macrophages, ce qui permettra d’évaluer précisément l’impact de la vitamine D sur la 

réponse immunitaire à l’infection. 

1.5.2. Objectif 

 
L’objectif de ce travail est de concevoir des amorces spécifiques aux gènes IL6 et NFKB1 

exprimés par le macrophage afin de quantifier par PCR leur expression lors de l’infection par 

M. tuberculosis. 

 
1.5.3. But 

 
Le but majeur de cette étude est de comprendre comment la vitamine D renforce les défenses 

immunitaires contre la tuberculose, en se focalisant sur l’activité des macrophages et la 

régulation de la réponse inflammatoire. 
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Chapitre 2. Matériel et méthodes 

 
2.1. Conception d’amorces 

 
La première étape importante pour réussir l'amplification d'une séquence d'ADN spécifique 

repose sur la conception méticuleuse d'amorces. Ces amorces, qui sont de courts fragments 

d'ADN simple brin synthétisés chimiquement, jouent un rôle d'initiateur indispensable au 

processus de réplication enzymatique (Kalendar et al., 2024). 

L'aspect le plus crucial pour assurer une PCR efficace réside dans la qualité de la conception 

des primers. Des erreurs à ce niveau peuvent sérieusement nuire au déroulement de la 

réaction en chaîne par polymérase, allant jusqu'à son arrêt complet. 

Pour une conception efficace d'amorces, l'emploi de différents instruments bio-informatiques 

s'avère indispensable (tableau 2.1). 

Tableau 2.1. Principaux facteurs influençant l’efficacité des amorces. 

 

Critère Exigence 

Longueur ARN : 5–10 nt / ADN : 18–35 nt 

Température (Tm) Entre 55°C et 60°C 

Pourcentage GC Entre 40 % et 60 % 

Spécificité Ciblage unique de la séquence d’intérêt 

Complémentarité Éviter l’auto-complémentarité (structures secondaires) 

 

 

2.2. Outils 

 
Pour une conception efficace d'amorces, l'emploi de différents instruments bio-informatiques 

s'avère indispensable (voir tableau 2.2). 
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Tableau 2.2. Les outils bio-informatique qui utilisé pour la conception d’amorce. 

 

Outils Définition Fonctions principales/ Ressources Accès Références 

 
 
 

NCBI 

Centre américain fondé en 1988, 

dépendent des NIH, fournissant 

un vaste éventail de ressources 

bio-informatiques gratuites 

- GenBank: séquences nucléotidiques 

- PubMed: bibliographie biomédicale 

- 35 bases de données incluant RefSeq, SRA, 

dbSNP, dbVar, PubChem, MMDB, Virus, etc. 

- Interfaces de recherche, APIs disponibles 

 

 
https://www.ncbi.nlm.ni 

h.gov 

 

 
(Sayers et al., 

2021) 

 
 
 
 

 
Ensemble 

 
Plateforme bio-informatique 

gratuite créée par EMBL-EBI et 

Sanger Institute, active depuis 

plus de 20 ans. 

- Ressources génomiques  multi-espèces 

(vertébrés  et non-vertébrés) 

- Annotation de gènes, variantes, régions 

régulatrices 

- Outils pour analyse comparative, prédiction 

génétique et fonctionnelle 

- Intégration de données publiques 

(eucaryotes/procaryotes) 

 
 

 
https://www.ensembl.or 

g 

 
 

 
(Dyer et al., 

2024). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ensembl.org/
https://www.ensembl.org/
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UCSC in- 

Silico 

PCR 

 
 

 
Le service UCSC In-Silico PCR 

est un outil bio-informatique en 

ligne qui permet de simuler une 

réaction de PCR (Polymérase 

Chain Réaction) sur un génome 

de référence prédéfini. 

Couramment utilisé pour : 

-Vérifier la spécificité des amorces avant de 

réaliser des expériences de PCR en laboratoire. 

-Prévoir la taille des produits PCR attendus pour 

des amorces données. 

-Identifier des appariements non spécifiques 

potentiels dans le génome. 

-Concevoir des amorces pour des applications 

telles que le génotypage, le clonage ou le 

diagnostic moléculaire. 

 
 
 
 
 

 
http://genome.ucsc.edu 

/cgi-bin/hgPcr 

 
 
 
 
 

 
(Nassar et al., 

2022) 

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr
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2.3. Conception des amorces pour amplifier le gène IL6 

2.3.1. Description du gène IL6 

 
L'interleukine-6 (IL6) est une cytokine pléiotrope intervenant dans la modulation de la réponse 

immunitaire, l'inflammation et plusieurs processus physiologiques, y compris la régénération 

des tissus et le métabolisme. Elle est impliquée dans la réponse de phase aiguë lors des 

infections, des blessures ou l’inflammation (Kerkis et al., 2024). 

Initialement, l'IL6 a été caractérisée comme un agent stimulant les lymphocytes B (BSF-2), 

puis a été renommée en fonction de son action précise : IFN-β2, le facteur de stimulation des 

hépatocytes (HSF), le facteur de différenciation des cellules B (BCDF), le facteur de croissance 

de l'hybridome/du plasmocytome (HPGF), le facteur stimulant des cellules B-2 (BCSF-2), et 

l'inducteur macrophage-granulocyte type 2 (mgI-2A) ainsi que la thrombopoïétine (Assier et 

al., 2010, Kamimura et al., 2003). 

Sur le plan structural, l'IL6 est une glycoprotéine sécrétée de 26 kDa, composée de 212 résidus 

d'acides aminés organisés en quatre chaînes alpha. IL6, le gène qui code pour l'IL6, est 

localisé sur le bras court du chromosome 7 (Aladawy et al., 2022), spécifiquement en 7p15.3 

(figure 2.1). Son architecture génique est caractérisée par une organisation en 5 exons et 4 

introns, s'étendant sur une longueur d'environ 5 kilobases (kb). Cette structure génique 

complexe contribue à la régulation précise de l'expression de l'IL6 et à la diversité de ses 

fonctions biologiques (Assier et al., 2010). 

 

 
Figure 2.1. Localisation de gène IL6. 

 

2.3.2. Détermination de la séquence du gène IL6 

 
La première étape dans la conception d'amorces spécifiques au gène IL6 consiste à identifier 

sa séquence de référence. Cette séquence exacte est obtenue à partir de la base de données 

génomique Ensemble, accessible à l'adresse : https://www.ensembl.org. 

https://www.ensembl.org/
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Figure 2.2. La base de données Ensembl. (1) spécifier l’espèce Humaine. Ensuite (2) écrire le nom du 

gène IL6 puis (3) cliquer sur GO pour afficher les résultats de la recherche. 
 

 

Figure 2.3. Résultats de la recherche du gène IL6. Accéder sur le premier résultat et vérifier que le 

résultat concerne bien le gène IL6 et qui correspond à l’espèce humaine (Human Gene) (encadrer en rouge). 
 

 

Figure 2.4. Les caractéristiques du gène IL6. La plateforme présente les diverses propriétés du gène 

IL6. Pour visualiser la séquence de ce gène, qui sera mise en évidence en rouge, il est nécessaire de cliquer sur 

l'option "Séquence". 
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➢ Puis, la Figure 2.5 présente la séquence du gène IL6. Dans cette illustration, les zones 

codantes (exons) sont signalées en rouge, alors que les zones non-codantes (introns) sont 

marquées en noir. 

 

Figure 2.5. La séquence du gène IL6 par la plateforme Ensemble. 

 
Pour faciliter notre étude, nous utilisons des amorces spécifiques dirigées contre l’ensemble 

du gène IL6, couvrant à la fois les exons et les introns, comme le montre la figure 2.6. Cette 

séquence d'ADN a été enregistrée dans un fichier Word. Dans le cadre de cette étude, nous 

nous sommes focalisés sur la partie de la séquence correspondant à l'exon 1 du gène IL6. 

-Les exons sont indiqués en rouge, tandis que les séquences non codantes le sont en noir. 

 

 
Figure 2.6. La séquence de l’exon 1 du gène IL6. 
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2.3.3. Le design des Primer : L’outil Primer-BLAST 

 
La conception des amorces spécifiques au gène IL6 a été réalisée en utilisant l'outil Primer- 

BLAST du NCBI. Les figures 2.7 à 2.8 détaillent la procédure d'utilisation de cette plateforme. 

 

 
Figure 2.7. Le site NCBI. 

 

 
Figure 2.8. L’outil Primer-BLAST 

 
Les étapes de conception des amorces par l’outil Primer-blast sont les suivantes : 

Etape 1 : Insérer la séquence souhaitée dans l'interface du programme. 

Etape 2 : Indiquer la position du nucléotide où commence l'amplification et la longueur 

maximale de L'élément désiré. 

Etape 3 : Éliminer les plages non désirées (figure 2.9). 
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Etape 4 : Sélectionnez 'show results in a new window', puis cliquez sur 'Get primers' (figure 

2.10). 

 

 
Figure 2.9. La page d’accueil de primer-blast. (1) La page du logiciel s’affichera comme dans la figure 

dessus, (2) copier la région d’intérêt encadrer dans document Word et la coller dans la case « Enter accession, gi, 
or FASTA séquence » (encadrer en rouge), puis supprimer les espaces entre les lignes, ensuite (3,4,5,6) on 
détermine les amorces sens et antisens (Forward et Reverse primer). 

✓ Par la suite, nous avons retenu certaines propriétés pour générer nos résultats. 
 

Figure 2.10. Paramètres pour vérifier la spécificité des paires d'amorces. Descendez la page 

jusqu'en bas, puis (1) cliquez sur la case où il est indiqué « RefSeq mRNA » et optez pour « Genomes for selected 
organisms », (2) assurez-vous de l'espèce choisie. 
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➢ Les amorces choisies doivent répondre aux critères cités dans le tableau 2.1 en haut. 

 

2.3.4. Confirmation des résultats par In-Silico PCR 

 
L'analyse de validation pour la paire d'amorces choisie a été effectuée en utilisant l'outil PCR 

In-Silico (PCR virtuelle), qui est accessible via le site genome.ucsc.edu. 

 

 
Figure 2.11. Plateforme du site « genome.ucsc.edu ». Validation des résultats via la plateforme « 

UCSC genome browser » (1) Aller sur la plateforme « UCSC genome browser », (2) cliquer sur « Tools », (3) cliquer 
sur « in-Silico PCR ». 

 

Figure 2.12. Le site In-Silico PCR. 
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2.4. Conception des amorces pour amplifier le gène NFKB1 

 
2.4.1. Description de gène NFKB1 

Le facteur de transcription dimérique NF-κB, ou facteur nucléaire kappa B, a été découvert par 

Sen et Baltimore en 1986. Il a été initialement identifié dans les lymphocytes B pour sa capacité 

à activer la transcription de la chaîne légère kappa des immunoglobulines (Magnani et al., 

2000). De plus, il est désormais reconnu comme un régulateur clé des réponses immunitaires, 

inflammatoires, de la prolifération, de différenciation et de survie cellulaire dans pratiquement 

toutes les cellules eucaryotes (Mitchell et al., 2016). 

Le gène NFKB1, situé sur le chromosome 4 spécifiquement en 4q24 (figure 2.13), code une 

protéine de 105 kDa. Cette dernière peut être partiellement clivée de manière co- 

traductionnelle par le protéasome 26S, générant une forme plus courte de 50 kDa. La protéine 

complète (p105) agit comme un inhibiteur spécifique des protéines de la famille Rel, tandis 

que la forme tronquée (p50) constitue une sous-unité du complexe NF-κB, impliquée dans la 

fixation à l’ADN. Ce complexe transcriptionnel est activé par divers signaux intra et 

extracellulaires, tels que les cytokines, les espèces réactives de l’oxygène, les rayons UV ou 

encore les composés d’origine bactérienne ou virale. Par cette voie, NFKB1 joue un rôle crucial 

dans la régulation de l’immunité, de l’inflammation et de la survie cellulaire. 

 

 
Figure 2.13. Localisation de gène NFKB1 

 

2.4.2. Détermination de la séquence du gène NFKB1 

L'élaboration d'amorces spécifiques pour le gène NFKB1 débute par la détermination de sa 

séquence de référence à partir de la base de données génomique Ensembl. On suit les mêmes 

étapes qu’on a fait pour le gène IL6. 
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Figure 2.14. Les caractéristiques du gène NFKB1. 

La Figure 2.15 présente la séquence du gène NFKB1. Dans cette représentation, les exons 

qui correspondent aux zones codantes sont mis en évidence en rouge, alors que les introns, 

qui symbolisent les zones non codantes, sont affichés en noir. 

 

 
Figure 2.15. La séquence du gène NFKB1 par la plateforme Ensemble. 

 
Dans le contexte de notre recherche, nous avons fait appel à des amorces spécifiques qui 

ciblent la totalité du gène NFKB1, y compris les exons et les introns, comme illustré dans la 

figure 2.16. La séquence d’ADN obtenue a été sauvegardée dans un fichier Word. Nous avons 

ensuite porté notre attention sur la région correspondant à l’exon 12 du gène NFKB1. 
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Figure 2.16. La séquence de l’exon 12 du gène NFKB1. 

 
La conception des amorces spécifiques pour le gène NFKB1 a été effectuée à l’aide de l’outil 

Primer-BLAST, disponible sur le site du NCBI. On a appliqué le même processus que pour la 

création des amorces destinées au gène IL6. Les amorces choisies doivent répondre aux 

critères qui ont cité dans le tableau 2.1. 

2.4.3. Confirmation des résultats par In-Silico PCR 

 
L'analyse de validation pour la paire d'amorces choisie a été effectuée en utilisant l'outil PCR 

In-Silico (PCR virtuelle), qui est accessible via le site genome.ucsc.edu. 
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Chapitre 3. Résultats 

 
3.1. Résultats de la conception des amorces pour le gène IL6 

 
3.1.1. Résultats du Primer-BLAST 

 
C'est grâce à la plateforme Ensembl que nous avons découvert que le gène IL6 se compose 

de 4 introns et 5 exons. Pour notre étude, nous avons retenu l’exon 1 comme cible. Le logiciel 

Primer-BLAST a généré dix pères d'amorces différents (figure 3.1). Parmi celles-ci, nous 

avons sélectionné la paire numéro 3 et 10, et cela en raison de son respect des conditions 

mentionnées dans le tableau 2.1. 

 

Figure 3.1. Résultat de l’outil Primer-blast 

 
✓ Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 3.2 et 3.3. 

 

 
Figure 3.2. Primer pair 3. 
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Figure 3.3. Primer pair 10. 

 
Le choix de la bonne paire d’amorces a été basé sur les critères suivants : 

 

• L'amorce spécifique ne doit pas dépasser 1000 bases, car la PCR ne peut pas amplifier 

une séquence de plus de 1000 bases. 

• Le pourcentage de GC devrait se situer entre 40 % et 60 %. 

• Pour une hybridation optimale, l'amorce nécessite une température de 55°C à 60°C. 

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

proches possibles l’une de l’autre, car lors d’une technique PCR la température 

d'hybridation est programmée en une seule valeur. 

• Les produits non spécifiques de l'amorce choisie doivent tous dépasser 1000 bases. 

 

 
Figure 3.4. Résultats du Primer-BLAST. (1) Il est nécessaire de vérifier la longueur des amorces, leurs 

températures d'hybridation et le pourcentage GC, puis (2) il faut s'assurer qu'il s'agit bien de l'espèce et du 
chromosome du gène voulu, puis (3) vérifier la longueur du produit spécifique < 1000paire de base. 
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Figure 3.5. Résultats du Primer-BLAST. Il faut vérifier que la longueur du produit spécifique est inférieure 

à 1000pb et s'assurer que tous les produits qui ne sont pas spécifiques ont une longueur supérieure à 1000pb. 

3.1.2. Résultats d’In-silico PCR du gène IL6 

Pour valider nos résultats, nous avons utilisé le programme « in-silico PCR » disponible sur le 

site www.genome.ucsc.edu (figure 3.6). Cet outil nous a permis de localiser notre produit 

d’amplification sur le chromosome 7, confirmant ainsi la spécificité et la fiabilité des amorces 

sélectionnées. 

 

 
Figure 3.6. Confirmation des résultats sur la plateforme « UCSC genome browser ». (1) 

s’assurer l’espèce voulue. (2) Insérez la séquence de l'amorce Forward (Forward Primer). (3) Insérez la séquence 
de l'amorce anti-sens (Reverse Primer) et (4) Appuyez sur le bouton de soumission. 

http://www.genome.ucsc.edu/
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Figure 3.7. Résultats de la confirmation. Un seul résultat est affiché, comme illustré ci-dessus. Il 

convient de vérifier si la taille du produit et le chromosome correspondent bien à ceux du gène IL6. 

3.2. Résultats de la conception des amorces du gène NFKB1 

3.2.1. Résultats du Primer-BLAST 

 
Grâce à la plateforme Ensemble, nous avons établi que le gène NFKB1 est constitué de 28 

introns et 27 exons. Dans le cadre de notre étude, nous avons choisi de cibler l’exon 12. L’outil 

Primer-BLAST a permis de générer dix paires d’amorces différentes (figure 3.8). Parmi celles- 

ci, nous avons retenu la paire numéro 1, car elle répond aux critères spécifiés. 

 

 
Figure 3.8 Résultat de l’outil Primer-blast 
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Les résultats obtenus sont illustrés dans la figure 3.9. 

 

 
Figure 3.9. Résultats du Primer-BLAST. (1) Il est nécessaire de vérifier la longueur des amorces, leurs 

températures d'hybridation et le pourcentage GC, puis (2) il faut s'assurer qu'il s'agit bien de l'espèce et du 
chromosome du gène voulu, puis (3) vérifier la longueur du produit spécifique < 1000paire de base. 

 

Figure 3.10. Résultats du Primer-BLAST. Il faut vérifier que la longueur du produit spécifique est 

inférieure à 1000pb et s'assurer que tous les produits qui ne sont pas spécifiques ont une longueur supérieure à 
1000pb. 

3.2.2. Résultats d’In-silico PCR du gène NFKB1 

Dans le but de valider nos résultats, nous avons utilisé le programme « in-silico PCR » disponib 

le sur le site www.genome.ucsc.edu (figure 3.11). Cet outil a permis de situer notre produit 

d’amplification sur le chromosome 4, attestant de la spécificité et de la fiabilité des amorces 

employées. 

http://www.genome.ucsc.edu/
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Figure 3.11. Confirmation des résultats sur la plateforme « UCSC genome browser ». (1) 

s’assurer l’espèce voulue. (2) Insérez la séquence de l'amorce Forward (Forward Primer). (3) Insérez la séquence 
de l'amorce anti-sens (Reverse Primer) et (4) appuyez sur le bouton de soumission. 

 

 

Figure 3.12. Résultats de la confirmation. Un seul résultat est affiché, comme illustré ci-dessus Il faut 

contrôler si les dimensions du produit et le chromosome associé coïncident avec ceux du gène NFKB1. 
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives 

 
La tuberculose est une maladie infectieuse chronique grave, causée principalement par des 

bactéries appelée M. tuberculosis. Elle affecte les poumons et demeure un problème de santé 

publique majeur à l'échelle mondiale. 

Les macrophages sont des cellules immunitaires capables d’adopter différents rôles selon les 

signaux qu’ils reçoivent. Lors de l’infection, ils expriment des gènes comme IL6 et NFKB1, 

impliqués dans la réponse inflammatoire. Ces gènes sont influencés par la vitamine D, connue 

pour ses effets immunomodulateurs. 

Dans cette étude, nous avons élaboré des amorces pour les gènes IL6 (exon 1) et NFKB1 

(exon 12), en faisant appel à des instruments bio-informatiques comme Primer-BLAST et la 

PCR in-silico. Les amorces sélectionnées respectent les critères de longueur, température de 

fusion, pourcentage de GC et spécificité. La validation in silico a démontré la fiabilité des 

amorces sélectionnées 

Ces amorces serviront de base à des études futures visant à analyser l’effet de la vitamine D 

sur l’expression des gènes IL6 et NFKB1 chez les macrophages infectés par M. tuberculosis. 

Ce travail constitue une étape clé pour mieux comprendre le lien entre immunité, inflammation 

et modulation par la vitamine D. 

Ce travail nous a permis de découvrir les bases de la conception d’amorces, de maîtriser des 

outils bio-informatiques, et de mieux comprendre l’importance de la PCR dans l’étude de 

l’expression génique. Il nous a également donné envie de continuer à explorer la recherche 

dans le domaine de l’immunologie et des maladies infectieuses. 
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Résumé 

Introduction : Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), une bactérie à Gram positif intracellulaire, responsable de la tuberculose chez 
l'être humain, cible essentiellement les macrophages. Ces cellules le facteur de transcription NF-κB, qui contrôle la production de cytokines 
pro-inflammatoires comme l'interleukine 6 (IL6). Par ailleurs, la vitamine D améliore la réponse immunitaire en stimulant la production de 
peptides antimicrobiens comme la cathélicidine et en régulant l'activité de NF-κB et d'IL6. 

Objectif : L’objectif de ce travail est de concevoir des amorces spécifiques aux gènes IL6 et NFKB1 exprimés par le macrophage afin de 
quantifier par PCR leur expression lors de l’infection par M. tuberculoses. 

Matériel et méthodes : Une analyse bio-informatique a été menée afin d’identifier la séquence du gène IL6 et NFKB1 à partir de la base 
de données disponible sur le site ensembl.org. Ensuite, l’outil Primer-BLAST de la plateforme NCBI a été utilisé pour concevoir une paire 
d’amorce optimales. La spécificité de ces amorces a été validée par une analyse PCR in silico. 

Résultats : À l’aide de l’outil Primer-BLAST, des amorces spécifiques ciblant le gène IL6 et NFKB1 ont été conçues. 

Pour le gène IL6, les séquences d’amorces retenues sont : l’amorce sens "AGAGGACCACCGTCTCTGTT" et l’amorce antisens 
"GTCTCCAGGTGGAGTGTGTG", générant un amplicon de 867 pb. Les températures de fusion (Tm) associées sont respectivement de 
59,32 °C pour l’amorce sens et 60,18 °C pour l’amorce antisens. Chaque amorce a une longueur de 20 nucléotides et une composition 
en bases GC de 55 %. 

Concernant le gène NFKB1 les amorces sélectionnées sont : "TTGCCTCTTCACCACACAGA" (amorce sens) et 
"GGCAGCAGAGGGATGTTTCT" (amorce antisens), permettant l’amplification d’un fragment de 739 pb. Les températures de fusion sont 
de 59,16 °C pour l’amorce sens et 60,03 °C pour l’amorce antisens. Ces amorces possèdent aussi une longueur de 20 nucléotides, 
affichant un pourcentage de GC de 50 % pour l'amorce sens et de 55 % pour l'antisens. 

Conclusion : Le choix minutieux des amorces pour la PCR ciblant les gènes IL6 et NFKB1 est essentiel pour garantir le succès de 
l'expérimentation et enrichir notre connaissance de leur rôle dans la réaction immunitaire aux infections. 

Mots clé: Mycobacterium tuberculoses, Macrophage, IL6, NF-kB, Primer-blast, amorce 

Abstract 

Introduction: Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), an intracellular Gram-positive bacterium responsible for tuberculosis in 
humans, primarily targets macrophages. These cells contain the transcription factor NF-κB, which controls the production of pro- 
inflammatory cytokines such as interleukin 6 (IL6). Furthermore, vitamin D enhances the immune response by promoting the production 
of antimicrobial peptides like cathelicidin and by regulating the activity of NF-κB and IL6. 

Objective: The objective of this study is to design specific primers for IL6 and NFKB1 genes, expressed in macrophages, to quantify their 
expression by PCR during M. tuberculosis infection. 

Materials and Methods : A bioinformatics analysis was conducted to identify the sequences of the IL6 and NFKB1 genes from the 
database available on the Ensembl website ensembl.org. Subsequently, the Primer-BLAST tool on the NCBI platform was used to design 
an optimal primer pair. The specificity of these primers was validated by in silico PCR analysis. 

Results: Using the Primer-BLAST tool, specific primers targeting IL6 and NFKB1 genes were designed. 

For the IL6 gene, the selected primer sequences are the forward primer "AGAGGACCACCGTCTCTGTT" and the reverse primer 
"GTCTCCAGGTGGAGTGTGTG", generating an 867 bp amplicon. The respective melting temperatures (Tm) are 59.32°C for the forward 
primer and 60.18°C for the reverse primer. Each primer is 20 nucleotides long with a GC content of 55%. 

For the NFKB1 gene, the selected primers are: "TTGCCTCTTCACCACACAGA" (forward primer) and "GGCAGCAGAGGGATGTTTCT" 
(reverse primer), which amplify a 739 bp fragment. The melting temperatures are 59.16°C for the forward primer and 60.03°C for the 
reverse primer. These primers are also 20 nucleotides long, with a GC content of 50% for the forward primer and 55% for the reverse 
primer. 

Conclusion: The careful selection of primers for PCR targeting the IL6 and NFKB1 genes is essential to ensure the success of the 
experiment and to enrich our knowledge of their role in the immune response to infections 

Keywords: Mycobacterium tuberculosis, Macrophage, IL6, NF-kB, Primer-blast, primer. 

 لملخص ا
 

، الذ   NF-κBعامل النسخ تعتمد هذه الخلايا على عامل النسخ (، وهي بكتيريا داخل خلوية موجبة الجرام مسؤولة عن مرض السل لد  البرر، تست دش بركل ر يسي الخلايا البلعمية.  Mtbالمتفطرة السلية )  :المقدمة 
  NF-κBتامين د الاستجابة المناعية من خلال تحفيز انتاس الببتيداس الملادة للميكروباس م ل الكا ليسيدين، وتنظيم نراط (. علاوة على ذلك، يعُزز  يIL6) 6يتحكم  ي انتاس السيتوكيناس المسببة للالت اباس م ل الإنترلوكين 

 . IL6و
 ميراز المتسلسل أ ناء الإصابة بمرض السل. التي يعبر عن ا البلاعم من أجل تحديد كمية التعبير عن ا بواسطة تفاعل البولي  NFKB1و IL6: ال دش من هذا العمل هو تصميم باد اس خاصة بجيناس الهدف 
  NCBIمن منصة  Primer-BLASTبعد ذلك، استخُدمس أداة  ensembl.org من قاعدة البياناس المتاحة على الموقع الإلكتروني NFKB1و IL6: أجُر  تحليل معلوماتي حيو  لتحديد تسلسل جيناس والطق: المواد

 (. in silico PCRلتصميم زوس باد اس م الي. وتم التحقن من دقة هذه الباد اس من خلال تحليل تفاعل البوليميراز المتسلسل الحاسوبي )
 . NFKB1و IL6، صُممس باد اس محددة تست دش جيناس Primer-BLAST: باستخدام أداة  النتائج

زوجًا    867 ، مما ينُتج أمبليكون بطول GTCTCCAGGTGGAGTGTGTG  والباد  العكسي  AGAGGACCACCGTCTCTGTTاد  الأمامي  ، تسلسلاس الباد اس المختارة هي: البIL6بالنسبة لجين 
 %. 55نسبة ب GCنيوكليوتيدًا، ومحتو    20درجة م وية للباد  العكسي. يتكون كل باد  من  60.18درجة م وية و 59.32( للباد  الأمامي هي Tmقاعدياً. درجاس حرارة الانص ار )

زوجًا   739  )الباد  العكسي(، مما يُلخّم جزءًا بطول GGCAGCAGAGGGATGTTTCT  )الباد  الأمامي( و TTGCCTCTTCACCACACAGA، الباد اس المختارة هي:  NFKB1بالنسبة لجين 
%  50نيوكليوتيدًا، ومحتو  كروماتوغرا يا كربونية  20درجة م وية. يتكون هذان الباد ان أيلًا من  60.03لعكسي درجة م وية، بينما تبلر درجة انص ار الباد  ا 59.16قاعدياً. تبلر درجاس انص ار الباد  الأمامي 

 % للباد  العكسي. 55للباد  الأمامي و
 هو خطوة أساسية للمان نجاح التجربة و  م دورها  ي الد اع المناعي لد العدو  بركل أ لل.  NFKB1و IL6: ان الاختيار الدقين للباد اس لتفاعل البوليميراز المتسلسل لجيناس الاستنتاج 

،أوليةمواد برايمر بلاسس،   IL6 ،NF-kB ،: المتفطرة السلية، الخلايا البلعميةالمفتاحية الكلمات   

 

https://www.ensembl.org/
https://www.google.com/url?sa=E&q=https%3A%2F%2Fwww.ensembl.org


 

 

 



 

 

 


