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Résumé 

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

pathogène intracellulaire responsable de la tuberculose chez l'homme. Le macrophage est 

une cellule clé de système immunitaire qui permet de détruire ce pathogène. Cette destruction 

peut être favorisée par la vitamine D qui stimule l’expression des gènes CYP27B1 et VDR qui 

sont impliqués dans la production des peptides antimicrobiens. 

Objectif : Conception d'amorces encadrants les gènes CYP27B1 et VDR exprimés par le 

macrophage afin d’étudier leur expression par le macrophage au cours de l’infection par M. 

tuberculosis. 

Matériel et méthodes : Afin de concevoir des amorces spécifiques des gènes CYP27B1 et 

VDR, on a utilisé plusieurs outils : la base de données ensemble.org, pour trouver de séquence 

spécifique des gènes étudiés et un outil de primer-BLAST fourni par le NCBI pour concevoir 

des amorces. Les résultats sont confirmés par une PCR in silico. 

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

gène CYP27B1 (paire 6) à savoir : F primer TCCCGACTCTTAGCAGAGGG, R primer 

AGGATAAGGAGGTAGGCGGG avec un produit spécifique de 866 pb, Tm (F primer 

60,40°C, R primer : 60,18°C), la teneur en GC est 60% pour l’amorce sens et anti-sens et 

une longueur de 20 nucléotides pour les deux amorces. Pour le gène VDR, on a trouvé deux 

paires, la paire 6, F primer TTCATGCCTCTCTGGCAGTC, R primer 

CTCTTCCTGCGACCTCTGTC avec un produit spécifique de 546 pb, Tm (F primer 59,75°C, 

R primer : 59,83°C), la teneur en GC est de 55% pour l’amorce sens et 60% pour l’amorce 

anti-sens et une longueur de 20 nucléotides pour les deux amorces, et la paire 8, F primer 

CATGCCTCTCTGGCAGTCTT, R primer CAAGCCGTGTAAAGCAGTGG avec un produit 

spécifique de 479 pb, Tm (F primer 59,75°C, R primer : 59,76°C), la teneur en GC est de 

55% pour l’amorce sens et anti-sens et une longueur de 20 nucléotides pour les deux 

amorces. 

Conclusion : Le choix d'une bonne paire d'amorces pour amplifier les gènes CYP27B1 et 

VDR par PCR constitue une étape primordiale dans la réussite de cette technique et dans 

l’étude du rôle de ces gènes dans l’immunité anti infectieuse. 

 
Mots clés : M. tuberculosis, Macrophage, Vitamine D, CYP27B1, VDR, PCR 

http://www.ensemble.org/
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Abstract 

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

pathogen responsible for tuberculosis in humans. The macrophage is a key cell of the immune 

system that destroys this pathogen. This destruction may be favorized by vitamin D, which 

stimulates the expression of the CYP27B1 and VDR genes, promoting the production of 

antimicrobial peptides. 

Objective: Design of primers flanking the CYP27B1 and VDR genes expressed by 

macrophages to study their expression in macrophages during M. tuberculosis infection. 

Material and Methods: To design primers specific to the CYP27B1 and VDR genes, several 

tools were used: the Ensembl database to find the specific sequences of the studied genes, 

and the Primer-BLAST tool provided by NCBI to design the primers. The results were 

confirmed by in silico PCR. 

Results: Using the Primer-BLAST tool, a specific primer pair for the CYP27B1 gene (pair 6) 

was obtained: F primer TCCCGACTCTTAGCAGAGGG and R primer 

AGGATAAGGAGGTAGGCGGG. This pair yields a specific product of 866 bp, with a Tm of 

60.40°C for the F primer and 60.18°C for the R primer. The GC content is 60% for both the 

sense and antisense primers, and both have a length of 20 nucleotides. For the VDR gene, 

two pairs were identified. Pair 6 (F primer: TTCATGCCTCTCTGGCAGTC; R primer: 

CTCTTCCTGCGACCTCTGTC) yields a specific product of 546 bp, with a Tm of 59.75°C (F 

primer) and 59.83°C (R primer), a GC content of 55% for the sense primer and 60% for the 

antisense primer, and a length of 20 nucleotides for both. Pair 8 (F primer: 

CATGCCTCTCTGGCAGTCTT; R primer: CAAGCCGTGTAAAGCAGTGG) yields a specific 

product of 479 bp, with a Tm of 59.75°C (F primer) and 59.76°C (R primer), a GC content of 

55% for both sense and antisense primers, and a length of 20 nucleotides for both. 

Conclusion: The selection of a suitable primer pair to amplify the CYP27B1 and VDR genes 

by PCR is a critical step for the success of this technique and for studying the role of these 

genes in anti-infective immunity. 

Keywords: M. tuberculosis, Macrophage, Vitamin D, CYP27B1, VDR, PCR 
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 الملخص

 
مسللللعول رض مرض السللللل لد. اُمسللللاضل ت م  ل الخ     خ ويهي بكت ر ا إ جاب   الجرام وممرض داخل    المتفطرة السلللل    :المقدمة

الممار  تعمل ر ى تدم ر هذا الممرض، و تم التوسللط هي هذا التفارل بواسللط  ه تام ض د الذي  خ    أسللاسلل   هي ج ا  الب عم   الكب رة

 مما  ع   إمتاج الببت دات المضادة ل م كروبات ،VDRو CYP27B1 ل ج م ض الج مي حف  التعب ر 

ل ذ ض  تم التعب ر رم ما هي الخلا ا الب عم   VDR و CYP27B1 تصلللم م باد ات لدراسللل  التعب ر الج مي ل ج م ض :الهدف

 ..الكب رة، وذلك ب دف دراس  تعب رهما الج مي هي إطار الممار  ضد العدو

ل ع ور ر ى التس سل   "Ensembl"الب امات قاردة ،VDRو CYP27B1 خاص  بالج م ض أجل تصم م باد ات مض :المواد والطُرُق

التي  وهرها المرك  الوطمي لمع ومات التكمولوج ا  لتصلللللم م الباد ات BLAST-Primer الج مي المحدد ل ج مات المدروسللللل ، وأداة

 . ) PCR silicoIn( وقد تم تأك د المتا ج بواسط  محاكاة حاسوب   لتفارل البول م را  المتس سل  )NCBI(الح و  

(، وهو كالتالي: الباد  6)ال وج  CYP27B1الحصلللللول ر ى باد  خان بج ض  Primer-BLASTأتاح اسلللللتخدام أداة  :النتائج

، AGGATAAGGAGGTAGGCGGG (R) ، والباد  العكسلللللليTCCCGACTCTTAGCAGAGGG (F) الأمامي

م ل باديء العكسلليل كامت °18ل60م ل باديء الأمامي و°40ل60تب غ  (Tm)  وج قاردة، ودرج  امصلل ار 866مع ممتج محدد طوله 

، تم الع ور ر ى  وج ض مض الباد ات؛ ال وج VDRم وك  وت دل بالمسب  لج ض  20لكل مض الباد  ض وطول كل مم ما  GC 60% مسب 

، مع CTCTTCCTGCGACCTCTGTC ، والباد  العكسلللللليTTCATGCCTCTCTGGCAGTC ، الباد  الأمامي6

 GC 55% م ل باديء العكسللليل كامت مسلللب °83ل59م ل باديء الأمامي و°75ل59  وج قاردة، ودرج  امصللل ار 546ممتج طوله 

 ، هكللللاض البللللاد  الأمللللامي8م وك  وت للللدل أمللللا ال وج  20% ل بللللاديء العكسلللللللي، وطول كللللل بللللاد  60ل بللللاديء الأمللللامي و

CATGCCTCTCTGGCAGTCTT والباد  العكسلللللللي CAAGCCGTGTAAAGCAGTGG 479، مع ممتج طوله 

لكل مض الباد  ض، وطول  GC 55% م ل باديء العكسللي، ومسللب °76ل59م ل باديء الأمامي و°75ل59امصلل ار   وج قاردة، ودرج 

 .م وك  وت د لكل مم ما 20

خطوةً أساس   لمجاح  PCR بواسط  تقم   الـلللللل VDRو CYP27B1  عتبر اخت ار  وج مماسب مض الباد ات لتكب ر ج مي  :الخلاصة

 الج مات هي الممار  المضادة ل عدو.هذه التقم   ودراس  دور هذه 

، تفارل البول م را  المتس سلCYP27B1 ،VDRالخلا ا الب عم   )الماكروهاج(، ه تام ض د،  ،السلية العصية :الكلمات المفتاحية
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Introduction 

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) est une bactérie intracellulaire (H. Zhang et al. 

2022) et l’agent étiologique de la tuberculose (TB) (Mashabela, De Wet, et Warner 2019). Elle 

est transmise par voie aérienne via l’inhalation de gouttelettes contenant la bactérie (Sia et 

Rengarajan 2019), qui pénètrent dans les voies respiratoires pour atteindre principalement les 

poumons (Pezzella 2019). L'infection induit une réponse immunitaire de l’hôte, caractérisée 

par la formation de granulomes, structures tissulaires complexes composées de différentes 

cellules immunitaires, visant à contenir la prolifération bactérienne (McCaffrey et al. 2022). 

Les macrophages constituent des cellules effectrices clés de l’immunité innée et adaptative 

(Hegarty, Jones, et Bain 2023) , impliquées dans de multiples processus physiopathologiques, 

tels que la défense contre les agents pathogènes, les réponses inflammatoires aiguës et 

chroniques, ainsi que le maintien de l’homéostasie et le remodelage des tissus (L. Wang et al. 

2019). En réponse à différents signaux, les macrophages peuvent se polariser en deux 

principaux phénotypes fonctionnels : les macrophages de type M1 et M2 (Gensel et Zhang 

2015). Le phénotype M1 est associé à une activité pro-inflammatoire, favorisant l’élimination 

des agents pathogènes et des cellules tumorales. En revanche, les macrophages M2 

présentent un profil anti-inflammatoire, contribuant principalement à la réparation tissulaire et 

à la résolution de l’inflammation (Atri, Guerfali, et Laouini 2018). 

La vitamine D, une pro-hormone liposoluble de nature stéroïdienne, existe principalement sous 

deux formes : la vitamine D₂ (ergocalciférol), d’origine végétale et fongique, et la vitamine D₃ 

(cholécalciférol), synthétisée dans la peau humaine sous l’effet des rayons UVB et également 

apportée par des sources alimentaires animales (Ramasamy 2020a). Une fois dans 

l’organisme, la vitamine D₃ est transportée vers le foie, où elle est hydroxylée par la 25- 

hydroxylase hépatique en 25-hydroxyvitamine D [25(OH)D ou calcidiol]. Cette dernière est 

ensuite convertie au niveau rénal, sous l'action de l'enzyme 25-hydroxyvitamine D-1α- 

hydroxylase (CYP27B1), en sa forme biologiquement active : la 1,25-dihydroxyvitamine D₃ 

[1,25(OH)₂D₃ ou calcitriol] (Delrue et Speeckaert 2023a). Le calcitriol exerce ses effets en se 

liant au récepteur nucléaire de la vitamine D (VDR), exprimé dans diverses cellules cibles. Le 

complexe VDR activé s’associe au récepteur du rétinoïde X (RXR) pour former un 

hétérodimère, qui régule l’expression génique en se fixant aux éléments de réponse à la 

vitamine D (VDRE) situés dans les régions promotrices des gènes cibles, modulant ainsi un 

large éventail de fonctions biologiques (Jeon et Shin 2018a). Parmi ses fonctions, la vitamine 

D exerce un rôle essentiel dans la régulation du système immunitaire, en intervenant à la fois 

dans l’immunité innée et adaptative. Dans l’immunité innée, elle contribue à la limitation de la 

prolifération de M. tuberculosis au sein des macrophages, en induisant la production du 

peptide antimicrobien cathélicidine (Andraos et al. 2011) . Par ailleurs, elle favorise 
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L’établissement d’une tolérance immunitaire en inhibant la synthèse d’IL-12, tout en 

augmentant celle d’IL-10, ce qui conduit à l’activation des lymphocytes T régulateurs (Treg) et 

à la suppression de la réponse Th1 (Umar, Sastry, et Chouchane 2018a). Au sein de 

l’immunité adaptative, la vitamine D module également la fonction des lymphocytes B en 

inhibant leur différenciation en plasmocytes, en induisant leur apoptose et en réduisant leur 

activation dépendante des cytokines (Charoenngam et Holick 2020). 

La réaction en chaîne par polymérase (PCR) est une méthode d’amplification qui permet de 

produire un grand nombre de copies d’un fragment d’ADN spécifique, défini par sa séquence 

et sa taille. Elle utilise une ADN polymérase pour amplifier la région cible encadrée par deux 

amorces Oligo nucléotidiques complémentaires situées sur des brins opposés. Cette 

technique permet d’obtenir, en quelques heures, des millions de copies de l’ADN d’intérêt à 

partir d’un échantillon complexe (Ghannam et Varacallo 2025). 

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

CYP27B1 et VDR afin d’étudier par PCR leur expression dans le macrophage et aussi leur 

implication dans l’infection par M. tuberculosis. 
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Chapitre 1. Revue de la Littérature 

 
1.1. Mycobacterium tuberculosis 

1.1.1. Historique 

 

La découverte de l’agent responsable de la tuberculose pulmonaire remonte à l’année 1882, 

lorsque le médecin allemand Robert Koch présenta devant la Société de physiologie de Berlin 

un micro-organisme qu’il le nomma Tuberkelvirus. Ce n’est qu’en 1883 que ce germe 

pathogène fut officiellement nommé Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). Cette 

avancée majeure dans le domaine de la microbiologie valut à Robert Koch l’obtention du prix 

Nobel de physiologie ou médecine en 1905 (Cambau et Drancourt 2014). 

1.1.2. Définition 

 
M. tuberculosis, l'agent responsable de la tuberculose chez l'homme (Gagneux 2018), se 

classe comme la deuxième cause de mortalité due à une infection après le VIH/SIDA (Khatua, 

Geltemeyer, et Gourishankar 2017). Ce sont des pathogènes intracellulaires à Gram positif 

en forme de bâtonnet, aérobies non sporulés, non mobiles et à croissance lente (H. Zhang et 

al. 2022). De plus, il s’agit d’une bactérie intracellulaire obligatoire qui utilise l’organisme 

humain pour se nourrir et assurer une persistance prolongée (Mashabela, De Wet, et Warner 

2019). Bien que cette bactérie affecte principalement les poumons, elle peut également 

atteindre d'autres organes par diffusion hématogène, propagation lymphatique ou extension 

locale, entraînant ainsi une tuberculose extra-pulmonaire (Pezzella 2019), causant des 

symptômes comme une toux sévère, de la fièvre et des douleurs thoraciques (Fogel 2015). 

Des observations montrent également que des bacilles peuvent rester vivants dans le corps 

d’un individu asymptomatique pendant des décennie (Mashabela, De Wet, et Warner 2019). 
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1.1.3. Taxonomie et classification 

 
Le tableau 1.1 représente la classification de M. tuberculosis. 

 
Tableau 1.1. Classification de Mycobacterium tuberculosis(Koch et Mizrahi 2018). 

 

Règne Bactéries 

Phylum Actinobactéries 

Classe Actinomycétales 

Ordre Mycobactériales 

Famille Mycobacteriaceae 

Genre Mycobacterium 

Espèce Mycobacterium tuberculosis 

1.1.4. Structure de l'enveloppe de M. tuberculosis 

 
L'enveloppe cellulaire de M. tuberculosis est une structure complexe qui joue un rôle crucial 

dans sa pathogénicité et sa résistance aux médicaments. Elle est composée de trois éléments 

principaux (figure 1.1) : la membrane plasmique interne, la paroi cellulaire et une couche 

externe de type capsulaire (P. Singh et al. 2018). La membrane plasmique est composée de 

phospholipides et des protéines. Les principaux phospholipides sont phosphatidyl- inositol- 

mannosides (PIM), le phosphatidyl glycérol, le cardiolipide et la phosphatidyl éthanolamine. 

Outre les phospholipides, d'autres lipides, tels que les ménaquinones, peuvent être présents 

dans la membrane plasmique. Les lipopolysaccharides (LPS) mycobactériens, tels que le 

Lipo-arabinomannane (LAM) et le lipomannane sont en partie localisés dans la membrane. Les 

teneurs relatives de ces deux LPS dépendent de la phase de croissance (Daffé et Marrakchi 

2019). 

La paroi cellulaire présente une structure complexe composée d’une bicouche membranaire 

externe, d’arabinogalactane (AG) et de peptidoglycane (PG). La membrane externe 

mycobactérienne, également connue sous le nom de mycomembrane (MM), présente une 

épaisseur de 7 à 8 et contient des acide mycoliques (AM). Les AM forment le feuillet interne 

de la MM, lié de manière covalente à AG, où ils sont liés lié manière covalent au PG (Jacobo- 

Delgado et al. 2023). 
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Figure 1.1. Structure de l'enveloppe du M. tuberculosis (P. Singh et al. 2018). LAM : le lipo- 

a- rabinomannane ; PIM : phosphatidyl- inositol-mannosides 

La couche capsulaire est une matrice de glucane qui contient des protéines, de LPS et de 

petites quantités de lipides (Daffé et Marrakchi 2019). 

1.1.5. Transmission 

 

La transmission du bacille tuberculeux se fait principalement par d'un des particules 

aérosolisées générées par un individu infecté. Le risque de transmission de M. tuberculosis 

dépend de plusieurs facteurs : 

• la concentration de gouttelettes infectieuses dans l’air. 

 
• la durée d’exposition à ces particules. 

 
• la proximité du contact avec les personnes infectées. 

 
• et la sensibilité de l’hôte et l’infectiosité de la souche de M. tuberculosis (Segal-Maurer 

2017). 

Il y a une cascade simple de transmission de la tuberculose dans laquelle (Figure 1.2) (1) un 

individu infecté par la tuberculose, (2) émet des particules infectieuses, (3) qui restent en 

suspension dans l'air, (4) et sont inhalées par une personne vulnérable, (5) qui peut alors être 

infectée, (6) et développer par la suite la maladie (Churchyard et al. 2017). 
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Figure 1.2 Cascade de transmission de la tuberculose (Churchyard et al. 2017). 

1.1.6. Diagnostic 

 
Pour détecter la présence de M. tuberculosis et évaluer l'état de l'infection, plusieurs tests 

peuvent être appliquées. Ces tests incluent : 

 Les tests de libération d'interféron gamma (IFN-Y) (IGRA) : ces tests détectent la 

sécrétion de l’IFN-Y par les lymphocytes T, qui sont stimulés par des antigènes 

relativement spécifiques de la tuberculose. 

 La radiographie thoracique est largement utilisée pour la détection de la tuberculose 

pulmonaire (Suárez et al. 2019). 

 La microscopie directe est une méthode rapide et peu coûteuse qui utilise le colorant 

de Ziehl-Neelsen (ZN) pour identifier les bacilles acido-résistants (BAAR). L’échantillon 

était qualifié de « frottis positif » ou « frottis négatif », selon la présence ou l'absence 

de BAAR. 

 Les tests d’amplification des acides nucléiques (TAAN) pour la détection de l’ADN ou 

de l’ARN mycobactériens sont de plus en plus développés pour une utilisation clinique 

 La détection urinaire du LAM. Le LAM est un composant glycolipidique de 17,5 kD de 

la paroi cellulaire externe des mycobactéries. Le LAM est thermostable, éliminé par les 

reins et détectable dans les urines. En tant que produit bactérien, il a le potentiel 

théorique de distinguer la tuberculose active de l'infection latente, la première 

présentant des quantités plus élevées de bactéries (Shingadia 2012). 
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1.1.7. Traitement 

 

Lorsqu'un traitement antituberculeux est administré rapidement et qu'il est de haute qualité, il 

agit rapidement pour réduire la quantité de bacilles réplicatifs, réduire la gravité de la maladie 

et le risque de mortalité lié à la tuberculose, et le patient devient moins contagieux (Dobbs et 

Webb 2017). 

Le traitement standard de la tuberculose pulmonaire consiste en une première phase de 2 

mois avec une combinaison de quatre médicaments : 

 Isoniazide (INH) : est bactéricide pour les organismes extracellulaires et intracellulaires 

en division active. 

 Rifampicine (RMP) : est bactéricide contre des organismes qui résident dans un 

environnement extracellulaire, qui se multiplie activement dans les débris caséeux 

liquides présents dans les cavités pulmonaires. RMP inhibe l'ARN polymérase ADN- 

dépendante de M. tuberculosis. 

 Éthambutol (EMB) : ne tue pas les bactéries, mais empêche leur croissance. 

 Pyrazinamide (PZA) : est bactéricide pour les organismes intracellulaires et il est 

particulièrement efficace dans des environnements acides. PZA perturbant l’activité 

membranaire (Dobbs et Webb 2017). 

Puis, pour les 4 mois suivants, il passe à une administration uniquement de rifampicine et 

d'isoniazide. 

Les formes extra pulmonaires et disséminées de la tuberculose nécessitent parfois un 

traitement plus long (tuberculose ganglionnaire, 6 mois ; tuberculose articulaire ou osseuse, 9 

mois ; tuberculose du système nerveux central, 12 mois) (Suárez et al. 2019). Cette période 

prolongée augmente la chance d’échec du traitement et la probabilité de développement de 

résistances médicamenteuses (V. Singh et Chibale 2021). 

1.1.8. Prevention 

 

Les principales méthodes de prévention actuellement proposées comprennent le vaccin 

Bacillus-Calmette-Guérin (BCG) et de nouveaux vaccins candidats en phase de 

développement (Vasiliu et al. 2024). Le vaccin BCG est actuellement le seul vaccin approuvé 

et couramment utilisé pour la prévention de la tuberculose chez l'homme. Son efficacité est 

surtout démontrée chez les jeunes enfants, en particulier pour les formes sévères de la 

tuberculose (Mangtani et al. 2014). Cependant, l'efficacité n'a été observée que chez les 

enfants de moins de 5 ans, ce qui implique qu'il est nécessaire de développer de nouveaux 

vaccins pour prévenir la tuberculose chez les populations plus âgées (Martinez et al. 2022). 
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1.1.9. Elimination du M. tuberculosis par l’hôte 

 
Suite à l’inhalation de gouttelettes aérosolisées contenant M. tuberculosis, les bactéries 

atteignent les alvéoles pulmonaires où elles sont phagocytées par les macrophages résidents. 

Ces derniers libèrent des cytokines, des chimiokines et d'autres médiateurs inflammatoires, 

attirant ainsi des leucocytes supplémentaires depuis la circulation vers le site d’infection 

(Subbian et al. 2015). Cela provoque une réponse immunitaire qui conduit à la formation d'un 

granulome, une structure tissulaire complexe et organisée, constituée de macrophages, 

granulocytes, lymphocytes et fibroblastes (McCaffrey et al. 2022). Au centre du granulome, les 

macrophages fortement infectés sont incapables de limiter la croissance des bacilles. Ces 

bactéries peuvent être ingérées par les macrophages nouvellement recrutés, ce qui stimule 

davantage le recrutement et l’activation des cellules immunitaires, favorisant ainsi la formation 

de granulomes plus étendus et structurés (Russell et al. 2009). 
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1.2. Macrophage 

1.2.1. Définition 

 

Le concept du système macrophage a été présenté pour la première fois par Elie Metchnikoff 

à la fin du 19e siècle, lorsqu'il a décrit l'activité phagocytaire de ces cellules (Davies et al. 

2013). Les macrophages sont des éléments fondamentaux du système immunitaire, impliqués 

dans l’immunité innée et adaptative (Hegarty, Jones, et Bain 2023). Ces cellules sont présents 

dans tous les tissus de l'organisme et représentent des phénotypes extrêmement plastiques 

et hétérogènes qui s'adaptent en fonction du tissu et de l'organe dans lesquels ils résident 

(Atri, Guerfali, et Laouini 2018) (tableau 1.2). 

Les macrophages occupent une place essentielle dans divers processus physiologiques et 

pathologiques, notamment le développement des organes, la défense immunitaire, les 

réponses inflammatoires aiguës et chroniques, ainsi que le maintien de l’homéostasie et le 

remodelage tissulaire(L. Wang et al. 2019). Ils disposent d’un large répertoire de récepteurs 

liés à l’immunité innée, tels que les récepteurs de type Toll (TLR), les inflammasomes et les 

récepteurs de type lectine, présents de manière ciblée à la surface cellulaire, dans le 

cytoplasme et dans les structures endosomales (Locati, Curtale, et Mantovani 2020). 

Tableau 1.2. Les différentes types de macrophages résidents (Mosser et Edwards 2008). 

 

Localisation Type de cellule 

OS Ostéoclaste 

Système nerveux central Cellule microgliale 

Foie Macrophages de Kupffer 

Poumon Macrophages alvéolaires 

Peau Cellules de Langerhans 

 

 
1.2.2. Ontogénie 

 

Les macrophages tissulaires de devisent en macrophage résidents et macrophage dérivé des 

monocytes (MDMs). La majorité des macrophages résident sont d'origine fœtale. Ces 

macrophages embryonnaires ont la capacité de se renouveler et de persister tout au long de 

la vie dans les tissus adultes. On les distingue en deux catégories : d'une part, les 

macrophages issus du sac vitellin ( figure 1.3), qui jouent un rôle majeur dans la production de 

la microglie, et d'autre part, ceux dérivés des EMP (Kurotaki, Sasaki, et Tamura 2017). Les 

MDMs se différencient à partir des monocytes, aussi bien en conditions homéostatiques 

qu’inflammatoires (Terry et Miller 2014). En amont de cette différenciation, les cellules 

progénitrices myéloïdes communes (CMP) donnent naissance aux progéniteurs granulocyte- 
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macrophage (GMP), qui constituent les précurseurs des principales lignées myéloïdes 

(Trzebanski et Jung 2020). 

 

 
Figure 1.3. Origine du macrophage (Fan et al. 2016). 

 
1.2.3. Phénotypes 

 

Sous l'influence de divers facteurs, les macrophages se transforment en plusieurs phénotypes, 

chacun ayant des caractéristiques et des effets distincts. Ce phénomène, qui est essentiel 

pour la régulation des processus physiologiques et pathologiques, est désigné sous le terme 

de polarisation des macrophages (Shapouri‐Moghaddam et al. 2018). Cette polarisation 

correspond à l'activation de ces cellules sous l'influence de micro-organismes pathogènes, de 

réponses inflammatoires, de cytokines ou de facteurs physico-chimiques , ce qui entraîne leur 

différenciation en divers phénotypes (C. Wang et al. 2021). 

Les macrophages peuvent être largement classés en deux principaux groupes (Figure 1.4) : 

 
1.2.3.1. Macrophages classiquement activés ou macrophages M1 

 

Les macrophages M1, généralement activés par des ligands TLR tels que le LPS bactérien ou 

par des cytokines comme l'interféron gamma (IFN-γ), le facteur de nécrose tumorale alpha 

(TNF-α) et le facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF), se 

caractérisent par une forte aptitude à présenter des antigènes. Ils produisent une quantité 
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importante de cytokines pro-inflammatoires, telles que l'IL-1β, l'IL-6, l'IL-12 et l'IL-23, ainsi que 

du Le ligand 9 de la chimiokine (motif CXC)( CXCL9), un ligand de chimiokine de la famille 

CXC, associé à une faible expression d’IL-10 (Shapouri‐Moghaddam et al. 2018). 

Sur le plan fonctionnel, les macrophages de type M1 présentent un phénotype pro- 

inflammatoire, impliqué dans l’élimination des agents pathogènes et des cellules tumorales. 

Toutefois, leur activation excessive peut entraîner des dommages tissulaires via la production 

d'espèces réactives de l'oxygène (ROS), compromettant ainsi la cicatrisation des plaies et la 

régénération des tissus (Bashir et al. 2016). 

Les macrophages M1 se caractérisent notamment par l’expression de marqueurs tels que 

CD80, CD86, ainsi que la synthase inductible de l’oxyde nitrique (iNOS) (K. Zhang et al. 2023). 

1.2.3.2. Macrophages alternativement activés ou macrophage M2 

 

Les macrophages M2 sont activés par plusieurs facteurs tels que les cytokines l’IL-4, l’IL-10 et 

l’IL-13, les glucocorticoïdes, les complexes immunitaires et les LPS. Ils représentent un 

phénotype anti-inflammatoire et produisent de l'IL-10 et de l'arginase-1 (Arg-1) (Wynn et 

Vannella 2016) ce qui participe dans la résolution de l'inflammation et la réparation des tissus 

endommagés (K. Zhang et al. 2023). 

Les macrophages de type M2 comprennent quatre sous-populations fonctionnelles : M2a, 

M2b, M2c et M2d, chacune impliquée dans des fonctions immunomodulatrices particulières. 

Les macrophages M2a sont impliqués dans la cicatrisation des plaies et la résolution de 

l’inflammation, particulièrement après exposition à l'IL-4 ou IL-13 ; les M2b, en réponse à l'IL- 

1β ou au LPS, ont des effets à la fois pro- et anti-inflammatoires ; les macrophages M2c 

participent au remodelage tissulaire (en réponse à l'IL-10) ; et enfin, les macrophages M2d 

soutiennent la progression tumorale et l'angiogenèse (Shapouri‐Moghaddam et al. 2018). 
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Parmi les marqueurs spécifiques des macrophages de type M2 figurent CD163, CD206 et 

l’arginase-1 (Arg1) (K. Zhang et al. 2023). 
 

 

 
Figure 1.4. Polarisation de macrophage (Xia et al. 2023). En réponse à divers stimuli micro- 

environnementaux, les macrophages non polarisés (M0) peuvent se différencier en macrophages de type M1 ou 
M2. Les macrophages M2 sont eux-mêmes subdivisés en quatre sous-types : M2a, M2b, M2c et M2d, chacun 
présentant des fonctions biologiques distinctes. Les macrophages de type M1 se caractérisent par l’expression de 
marqueurs de surface tels que CD40, CD80, CD86 et MHC-II, et par la production de médiateurs pro- 
inflammatoires, notamment le TNF-α, l’IL-1β, l’IL-6 et l’iNOS. Ces cellules sont associées à une forte activité pro- 
inflammatoire, antimicrobienne et antitumorale. En revanche, les macrophages de type M2, identifiés par 
l’expression des marqueurs CD163, CD204 et CD206, sont principalement impliqués dans des processus anti- 
inflammatoires, réparateurs et immunorégulateurs. Les macrophages M2a sécrètent le TGF-β, l’IGF et la 
fibronectine, contribuant à la cicatrisation tissulaire et à la fibrose. Les macrophages M2b produisent principalement 
de l’IL-10 et jouent un rôle clé dans la régulation immunitaire. Les macrophages M2c, également producteurs de 
TGF-β et d’IL-10, sont impliqués dans la phagocytose, l’immunosuppression, l’angiogenèse et le développement 
de la fibrose. Enfin, les macrophages M2d sécrètent de l’IL-10, du TGF-β et du VEGF, et sont associés à la 
promotion de l’angiogenèse et à la progression métastatique des tumeurs. 

1.2.4. Fonctions 

 
Les macrophages sont des cellules immunitaires qui jouent un rôle clé dans la défense de 

l'organisme. Ils interviennent principalement dans la phagocytose, la présentation des 

antigènes et la modulation des réponses immunitaires. 

1.2.4.1. Phagocytose 

 

Les macrophages jouent un rôle central dans la défense immunitaire en phagocytant et en 

éliminant les agents pathogènes ainsi que les cellules apoptotiques. À l’aide de leurs 

lysosomes, riches en enzymes hydrolytiques, ils dégradent les particules internalisées, 
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participant ainsi à la lutte contre les infections et au maintien de l’homéostasie cellulaire 

(Verma et Saraf 2017). 

 
La phagocytose est le processus par lequel des particules supérieures à 0,5 µm sont 

reconnues et ingérées dans une structure appelée phagosome, qui est dérivée de la 

membrane plasmique (Rosales et Uribe-Querol 2017). Après la phagocytose, le phagosome 

subit des modifications structurales et biochimiques au cours d’un processus appelé 

maturation du phagosome. Il fusionne ensuite avec les lysosomes pour former un 

phagolysosome, un compartiment spécialisé contenant des enzymes hydrolytiques capables 

de dégrader la particule internalisée (Uribe-Querol et Rosales 2020). 

Les phagocytes doivent identifier une multitude de particules qu'ils peuvent absorber. Cette 

reconnaissance s’effectue par l’intermédiaire de divers types de récepteurs. On peut classer 

les récepteurs situés sur la membrane plasmique des phagocytes en deux catégories : non 

opsoniques et opsoniques (Lafuente, Niedergang, et Rosales 2020). 

- Les récepteurs non opsoniques se connectent directement aux motifs moléculaires 

associés aux pathogènes (PAMP) et sont capables de déclencher la phagocytose. Ces 

récepteurs, exprimés de façon variable par les phagocytes professionnels, incluent des 

molécules de reconnaissance de type lectine comme CD169 et CD33, ainsi que des 

récepteurs connexes pour les résidus sialylés. En outre, les phagocytes manifestent 

aussi l'expression du Dectin-1 (un récepteur destiné au bêta-glucane fongique), des 

lectines de type C associées et des récepteurs scavengers (Gordon 2016). 

Même si les récepteurs de type Toll (TLR) sont capables détecter des motifs moléculaires sur 

les pathogènes, ils ne se comportent pas comme des récepteurs phagocytaires. Cependant, 

les TLR interagissent fréquemment avec d'autres récepteurs qui ne sont pas opsoniques pour 

stimuler le processus d'ingestion (Rosales et Uribe-Querol 2017). 

- Les récepteurs opsoniques reconnaissent les opsonines, des protéines produites par 

l’hôte, qui se fixent aux particules étrangères afin de les désigner pour leur ingestion. 

Les opsonines comprennent notamment les anticorps, la fibronectine, les protéines du 

complément, la lactadhérine (ou globuline grasse du lait) ainsi que la lectine de liaison 

au mannose. Elles agissent en marquant les particules cibles, facilitant ainsi leur 

reconnaissance et leur élimination par les cellules phagocytaires. Parmi les récepteurs 

opsoniques les plus étudiés figurent les récepteurs FC (FcR) et les récepteurs du 

complément (CR). Les FcR reconnaissent la région FC des immunoglobulines IgG ou 

IgA, tandis que les CR interagissent avec les fragments activés du complément, 

comme l’iC3b, qui se déposent à la surface des particules (Uribe-Querol et Rosales 

2020). 
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La phagocytose est un processus en plusieurs étapes : (i) la reconnaissance de la particule 

cible, (ii) l’activation des mécanismes d’internalisation, (iii) la formation d’un compartiment 

intracellulaire appelé phagosome, et (iv) la maturation progressive de ce phagosome jusqu’à 

sa fusion avec les lysosomes (Lafuente, Niedergang, et Rosales 2020). 

 

 
1.2.4.2. Présentation de l'antigène 

 

Après avoir phagocyté un agent pathogène, les macrophages exposent des fragments 

antigéniques à leur surface via les molécules du Complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) 

de classe II. Ces antigènes sont ensuite reconnus par les lymphocytes T CD4+, déclenchant 

leur activation et favorisant une réponse immunitaire ciblée contre l'agent infectieux (Santa 

2023). 

1.2.4.3. Régulation des réponses immunitaires 

 

Les macrophages sécrètent différentes cytokines qui modulent l'inflammation. Selon leur 

phénotype, ils peuvent soit induire une réponse inflammatoire (M1) soit favoriser la réparation 

tissulaire (M2). En plus de leur rôle dans l'initiation de l'inflammation, ils contribuent à sa 

résolution et au maintien de l'homéostasie, illustrant leur fonction clé dans l'équilibre 

immunitaire (Lendeckel, Venz, et Wolke 2022). 

1.2.4.4. Rôle bactéricide 

 

Les macrophages ont mis en place diverses stratégies de défense pour lutter contre l’infection 

provoquée par des bactéries intracellulaires (Weiss et Schaible 2015). Ils possèdent la 

capacité d’englober et d’éliminer les bactéries ainsi que d’autres agents pathogènes par un 

mécanisme appelé phagocytose. Ce processus commence par la reconnaissance des micro- 

organismes, médiée par des récepteurs spécifiques exprimés à la surface des macrophages. 

La phagocytose implique ensuite l’ingestion de particules de plus de 0,5 µm au sein d’une 

vésicule formée à partir de la membrane plasmique, appelée phagosome (Rosales et Uribe- 

Querol 2017). 

Les phagosomes fusionnent avec les lysosomes pour former des phagolysosomes. Ces 

derniers constituent les organites microbicides essentiels, dotés de mécanismes complexes 

permettant la dégradation efficace des micro-organismes (Uribe-Querol et Rosales 2020). 

Cette dégradation est assurée par des enzymes protéolytiques, et renforcée par un 

mécanisme appelé explosion oxydative. Cela implique la production d'espèces réactives de 

l'oxygène (ERO) et d'oxyde nitrique (NO) (Müllebner et al. 2018). 
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Le complexe nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase (NOX), qui 

génère des espèces réactives de l'oxygène (ROS) comme le superoxyde (O2−), est également 

présent à la membrane du phagolysosome. Le superoxyde se transforme en H2O2, qui est 

capable de réagir avec les ions Cl− pour produire de l'acide hypochloreux, un agent 

antimicrobien extrêmement efficace. L'enzyme myélopéroxydase catalyse cette réaction 

finale. Par ailleurs, le phagolysosome renferme diverses enzymes hydrolytiques comme les 

cathepsines, les protéases, les lysozymes et les lipases qui participent à la décomposition des 

micro-organismes absorbés (Uribe-Querol et Rosales 2020). 

1.2.5. Macrophage et M. tuberculosis 

 
Le poumon constitue l'entrée principale pour M. tuberculosis (Russell et al. 2009). Il existe 

deux principales populations de macrophages dans le poumon : les macrophages alvéolaires 

(MA) et les macrophages interstitiels (MI). Les MA sont dérivés des cellules hépatiques fœtales 

lors de l'embryogenèse et ont la capacité de s'auto-renouveler à l'état d'équilibre (Guilliams et 

al. 2013). Contrairement aux MA, les MI, dont le rôle est moins bien défini, sont principalement 

sélectionnés comme dérivés des monocytes lorsqu'ils sont en état d'équilibre (Gibbings et al. 

2017) 

Les macrophages (MA) phagocytent les bactéries, ce qui déclenche une réponse pro- 

inflammatoire localisée et favorise le recrutement de cellules mononucléées depuis les 

vaisseaux sanguins avoisinants. Ces cellules s’agrègent pour former le granulome (Figure 

1.5), structure caractéristique de la tuberculose. Par ailleurs, les MA sécrètent des cytokines 

pro-inflammatoires telles que l’IL-12, l’IL-1β et le TNF-α. L'IL-12 qui sont impliquées dans 

l’initiation d’une réponse des lymphocytes T helper de type 1 (Th1) (Van Crevel, Ottenhoff, et 

Van Der Meer 2002). 

Après la phagocytose des bacilles, les macrophages forment un phagosome qui fusionne avec 

le lysosome pour créer le phagolysosome. Toutefois, M. tuberculosis a la capacité de bloquer 

ce mécanisme, ce qui lui permet de survivre dans la vacuole du macrophage pendant des 

années, transformant ce dernier en une niche où la bactérie peut se multiplier durant une 

grande partie de son cycle biologique (Mishra et Surolia 2018). 
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Figure 1.5. Macrophage et M. tuberculosis (Bussi et Gutierrez 2019). La tuberculose est 

essentiellement une infection pulmonaire provoquée par Mycobacterium tuberculosis, transmise par l'inhalation de 
gouttelettes infectieuses en suspension dans l'air. Une fois inhalées, ces particules atteignent les alvéoles 
pulmonaires, où l’infection peut s’installer. Bien que localisée principalement dans les poumons, le VTT peut 
également se diffuser vers d'autres tissus. L’établissement de l’infection déclenche une réponse inflammatoire 
locale, menant à la formation de granulomes, des structures cellulaires organisées composées de macrophages, 
de cellules épithélioïdes, de granulocytes et de lymphocytes. Mycobacterium tuberculosis est capable d’infecter 
divers types de cellules hôtes, notamment les neutrophiles, les macrophages et les cellules endothéliales. Après 
internalisation, la bactérie peut persister dans différents compartiments intracellulaires (phagosomes, 
autophagosomes) et même au cytosol. Bien que l’hôte déploie des réponses immunitaires complexes pour contrôler 
l’infection, celles-ci sont souvent mises en échec par les mécanismes d’évasion et les facteurs de virulence de 
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), permettant ainsi la persistance de la bactérie et sa prolifération. 
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1.3. Vitamine D 

1.3.1. Historique 

 

La découverte de la vitamine D a commencé au milieu du XIXe siècle, suite à une apparition 

d’une grande prévalence du rachitisme chez les enfants des villes par rapport à ceux des 

campagnes. Une cinquantaine d'années plus tard, Palm a mis en évidence que les enfants 

vivant dans des régions ensoleillées étaient presque totalement épargnés par cette maladie 

(Mohr 2009). 

En 1920 : Steenbock et Hess démontrent qu’une exposition à la lumière ultraviolette confère 

aux aliments des propriétés antirachitiques. Parallèlement, l'huile de foie de morue est 

reconnue comme une solution nutritionnelle efficace pour lutter contre cette maladie. 

En 1922 : McCollum isole une substance spécifique à partir de l'huile de foie de morue qu’il 

nomme « vitamine D » (Jones 2022). 

 
En 1928 : Windaus a reçu le prix Nobel de chimie pour ses travaux sur les stéroïdes et leur 

relation avec les vitamines (Norman 2012). 

Windaus a mené des recherches essentielles ayant permis de clarifier la structure chimique 

de la vitamine D, notamment celle du calciférol (vitamine D2) et du cholécalciférol (vitamine 

D3)(Wolf 2004). 

En 1967 : Les recherches ont montré que la vitamine D est métabolisée en plusieurs composés 

actifs. Le principal métabolite, le 25-hydroxyvitamine D3, a été découvert, suivi de 

l'identification de la forme hormonale active, la 1,25-dihydroxyvitamine D3. 

En 1975 à aujourd'hui : La découverte des fonctions cellulaires de la vitamine D a révélé son 

rôle essentiel dans la régulation de nombreux gènes et dans diverses fonctions physiologiques 

(Jones 2022). 

1.3.2. Définition 

 

La vitamine D est une pro hormone liposoluble de type séco-stéroïde (Kheiri et al. 2018), qui 

existe sous deux formes principales : la vitamine D2 (ergocalciférol) et la vitamine D3 

(cholécalciférol)(Delrue et Speeckaert 2023b). Les formes D2 et D3 ne diffèrent que par leur 

structure de chaîne latérale. La vitamine D2 possèdent une double liaison C-22-23 

supplémentaire et un groupe méthyle C-24 (Figure 1.6). Ces modifications ont peu d’effets 

significatifs sur leur métabolisme ou leurs actions biologiques (Jones 2022). 

La vitamine D peut être obtenue à partir de l'alimentation, des suppléments ou par l'exposition 

aux rayons ultraviolets solaires (Harrison et al. 2020). 
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Cette vitamine joue un rôle essentiel dans l'homéostasie du calcium, contribuant au maintien 

de la santé osseuse. Elle favorise une meilleure absorption intestinale du calcium alimentaire, 

limite les pertes de calcium dans les urines et mobilise le calcium stocké dans les os (Janoušek 

et al. 2022). 

 

 
Figure 1.6. Structure chimique de la vitamine D2 et de la vitamine D3 (Jones 2022). 

 
1.3.3. Origine 

 

La vitamine D2 se trouve dans certains végétaux et champignons exposés à la lumière 

ultraviolette, alors que la vitamine D3 est synthétisée dans la peau des humains à partir du 7- 

déhydrocholestérol ou apportée à partir de consommée l'alimentation via la consommation 

d'aliments d'origine animale (Pierens et Fraser 2015). 

Exemple d’aliments riches en vitamine D (tableau 1.3). 
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Tableau 3.1. Aliments naturellement riches en vitamine D (Souberbielle 2014). 

 

 Sources Quantité Teneur par μg 

 

 

La vitamine D2 

Les seules significatives sont les 

champignons séchés au soleil. Le 

« champion du monde » est le 

champignon Shitaké séché 

 

 

100 g 

 

 

20 à 25 

 
 
 
 
 
 
 

 

La vitamine D3 

Huile de foie de morue 100 g 500 

Saumon, hareng, ou thon sauvage 100 g 15-25 

Saumon d'élevage 100 g 7-10 

Sardines à l'huile en boîte 100 g 7,5 

Huitres 100 g 10 

Truite 100 g 5 

Jaune d'œuf 100 g 2 à 3 

Foie de veau 100 g 0,5 

Laitages ou céréales 
100 g ou 

100 ml 
1,25 

 
1.3.4. Métabolisme 

 

La vitamine D doit être métabolisée dans l’organisme pour produire son métabolite actif. La 

Vitamine D2 est produite à partir de l'ergostérol des plantes, des levures et des champignon, 

sous l'effet des rayons UVB (Clifopoulos 2017). La vitamine D3 est produite lorsque la peau 

est exposée aux UVB qui permettent de convertir le 7-déhydrocholestérol (provitamine D3) en 

prévitamine D3, puis en vitamine D3 (Dattola et al. 2020) via une série d’isomérisations 

thermiques. La vitamine D est également obtenu par l'absorption intestinale d'aliments enrichis 

en vitamine D, qu'ils soient naturels ou sous forme de suppléments D2 et D3 (Dominguez et 

al. 2021). Une fois produite, la vitamine D est libérée dans la circulation sanguine, où elle se 

lie à la vitamin D binding protein (DBP) (DBP, vitamin D binding protein) (Figure 1.7) pour être 

transportée jusqu’au foie (Christakos et al. 2016). Au niveau hépatique, elle subit une 

hydroxylation pour devenir 25-hydroxyvitamine D (25(OH)D ou calcidiol), principalement par 

l’action des enzymes CYP2R1 et CYP27A1, appartenant à la famille des cytochromes P450. 

Ce mécanisme peut également se dérouler dans d'autres tissus selon une régulation de type 
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autocrine ou paracrine (Dominguez et al. 2021). Enfin, au niveau rénal, le 25(OH)D est 

transformé en sa forme biologiquement active, la 1,25-dihydroxyvitamine D [1,25(OH)2D] 

(calcitriol) via CYP27B1 (Delrue et Speeckaert 2023b) . Le 1,25(OH)2D active ou supprime la 

transcription des gènes en se liant au récepteur de la vitamine D (VDR)(Ramasamy 2020b). 

 

 
Figure 1.7. Métabolisme et le récepteur de la vitamine D (Silva et Lazaretti-Castro 2022). 

 
1.3.5. Récepteur de la vitamine D 

 
Le récepteur de la vitamine D (VDR, vitamin D recptor) fait partie de la superfamille des 

récepteurs hormonaux nucléaires (nVDR) et fonctionne comme un facteur de transcription 

activé par un ligand (action génomique)(Silva et Lazaretti-Castro 2022). Initialement découvert 

dans les tissus classiques, ce récepteur joue un rôle essentiel dans le maintien de 

l’homéostasie du calcium et du phosphate, en agissant principalement au niveau de l’intestin, 

des os, des reins et des glandes parathyroïdes. 

Des recherches plus récentes ont montré que le récepteur de la vitamine D (VDR) est 

également exprimé dans divers types cellulaires ne participant pas directement à la régulation 

calcique, tels que les kératinocytes cutanés et les fibroblastes du derme (Pike et al. 2017). 

-Le VDR est d'abord activé par son hormone apparentée et forme un complexe VDR-calcitriol 

[1,25(OH)2D]. 

-l'hétérodimérisation avec le RXR (Le récepteur d'acide rétinoïque) (figure 1.7). 
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- Le complexe forme par le calcitriol, le VDR et le RXR interagit avec l'élément VDRE dans les 

régions promotrices des gènes cibles, recrutant des coactivateurs ou corépresseurs pour 

moduler l'expression de l'ARNm et réguler des fonctions variées (Jeon et Shin 2018b). 

De plus, le VDR membranaire (mVDR), présentant des similitudes avec le VDR nucléaire 

(nVDR), peut jouer un rôle dans des actions rapides non liées à la régulation des gènes (action 

non génomique) (Mizwicki et Norman 2009), et en déclenchant une série de réactions de 

signalisation cellulaire impliquant la protéine kinase A (PKA) et la protéine kinase C (PKC). 

Ces voies de signalisation aident à l’entrée du calcium extracellulaire dans les cellules ou 

stimulent la libération de calcium à partir des réserves intracellulaires dans le réticulum 

endoplasmique (RE). 

1.3.6. Fonctions biologiques de vitamine D 

1.3.6.1. Vitamine D et neurologie 

La vitamine D joue un rôle dans la santé du système nerveux en agissant par l’intermédiaire 

de ses récepteurs répartis dans diverses zones du cerveau (Zmijewski 2019) . Elle intervient 

dans la synthèse de plusieurs neurotransmetteurs (l'acétylcholine, la dopamine et le GABA) et 

influence la production de facteurs neurotrophiques, notamment le facteur de croissance 

nerveuse (NGF), pour la survie et au bon fonctionnement des neurones (Moretti, Morelli, et 

Caruso 2018). 

1.3.6.2. Vitamine D et cycle cellulaire 

La vitamine D stoppe la division cellulaire (phase G0-G1) en activant des inhibiteurs kinases 

dépendantes des cyclines (CDKI) comme p27kip1 et p21WAF1/CIP1 (Umar, Sastry, et 

Chouchane 2018b). 

1.3.6.3. Vitamine D et apoptose 

La vitamine D est capable de moduler l’activité de plusieurs médiateurs essentiels impliqués 

dans le processus d’apoptose au sein de divers types de cellules cancéreuses. Dans le 

carcinome épidermoïde humain, le calcitriol active la voie caspase 8/10-caspase 3 et réduit 

les protéines anti-apoptotiques comme l'inhibiteur cellulaire de la protéine 1 de l'apoptose (c- 

IAP1) et l'inhibiteur lié à l'X de la protéine de l'apoptose (XIAP) (Ma et al. 2013) . Dans la 

leucémie myéloïde chronique, le 1,25(OH)2D3 réduit lymphome à cellules B 2 (BCL2) et 

lymphome à cellules B-extra large (BCL-XL) (anti-apoptotique) et en augmentant protéine Bcl- 

2 associée à X (BAX) et cycline-dépendante kinase inhibiteur 1 (p21) (pro-apoptotique) pour 

favoriser l'apoptose (Kizildag, Ates, et Kizildag 2010, 21). 
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1.3.7. Vitamine D et régulation immunitaire 

1.3.7.1. Vitamine D et l’immunité innée 

La vitamine D intervient de manière cruciale dans la régulation de la production des peptides 

antimicrobiens (AMP), notamment la cathélicidine et la β-défensine 2. La production de 

cathélicidine est stimulée par le complexe 1,25(OH)2D3-VDR dans divers types de cellules, 

notamment : neutrophiles, monocytes, macrophages, cellules myélomonocytaires et 

kératinocytes (T.-T. Wang et al. 2004). Par ailleurs, la production de la β-défensine 2 est induite 

par l’action du complexe 1,25(OH)₂D₃–VDR dans certaines lignées cellulaires humaines telles 

que SCC25, Calu-3 et les kératinocytes. Cette induction est renforcée en présence de 

l’interleukine-1 (IL-1) (Liu et al. 2009). 

Les cellules dendritiques (DC) sont des cellules présentatrices d'antigènes (APC) du système 

immunitaire inné. Le 1,25(OH)2D maintient l’état immature des DC, par la réduction de 

l’expression des molécules de co-stimulation (CD40, CD80, CD86) et du CMH-II, et diminue 

leur capacité à activer les cellules T alloréactives (Penna et Adorini 2000). 

Enfin, la vitamine D participe à l’établissement de la tolérance immunitaire en inhibant la 

production d’IL-12 et en augmentant celle d’IL-10, ce qui entraîne une réduction de l’activité 

des lymphocytes Th1 et favorise l’induction des cellules T régulatrices (Treg) (Umar, Sastry, 

et Chouchane 2018b). 

1.3.7.2. Vitamine D et immunité adaptative 

La vitamine D intervient dans la différenciation des cellules T CD4+ en sous-types (Th1, Th2, 

Th17, Th22, Treg), et leur sécrétion cytokinique : 

 Le 1,25(OH)₂D₃ supprime la sécrétion d'IFN-γ par les cellules Th1 et diminue l'expression 

des cytokines IL-17 et IL-22 (Jeffery et al. 2009). 

 La vitamine D3 stimule principalement la différenciation des cellules Th2 en augmentant la 

production d'IL-4 (Bartels et al. 2007). 

 Lorsque les cellules B deviennent hyperactives, le 1,25(OH)2D intervient pour réguler la 

production excessive d'immunoglobulines, grâce à divers mécanismes d'action 

notamment, l’empêchement de la formation des plasmocytes et le déclenchement de 

l'apoptose des cellules B activées ainsi que des plasmocytes. De plus, il limite l'activation 

des cellules B induite par les cytokines en modulant l'action des cellules T auxiliaires 

(Charoenngam et Holick 2020). 
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1.4. Réaction en chaîne par polymérase 

1.4.1. Définition 

La réaction en chaîne par polymérase (PCR) constitue une méthode essentielle en biologie 

moléculaire. Elle a été proposée pour la première fois en 1983 par Kary Mullis aux États-Unis 

et officiellement mise au point en 1985 (Yang et al. 2022). 

La PCR est une technique réalisée in vitro qui permet d’amplifier massivement un fragment 

d’ADN spécifique, de taille et de séquence bien déterminées, à partir d’un échantillon 

complexe. Elle repose sur l’amplification enzymatique d’un segment d’ADN délimité par deux 

amorces Oligo nucléotidiques, fixées sur des brins opposés de la séquence cible. En quelques 

heures seulement, cette méthode permet d’obtenir plusieurs millions de copies de l’ADN 

recherché (Ghannam et Varacallo 2025). 

1.4.2. Acteurs de la PCR 

 ADN matrice : L’ADN est l’élément le plus important dans cette opération. La matrice 

d'ADN contient la région d'intérêt spécifique pour l'amplification (Ghannam et Varacallo 

2025). 

 L'ADN polymérase : l'enzyme clé qui assemble les nucléotides entre eux, permettant ainsi 

la synthèse du produit PCR. 

 Les nucléotides sont les unités de base de l’ADN, composées des quatre bases azotées 

: adénine (A), thymine (T), cytosine (C) et guanine (G). Ils constituent les éléments 

essentiels utilisés par l’ADN polymérase pour la synthèse du brin d’ADN au cours de la 

réaction PCR. 

 Les amorces : Ce sont de courts segments d’ADN avec une séquence spécifique, 

complémentaire de la région cible. Elles servent de point de départ à l’ADN polymérase 

pour l’élongation et l’amplification de l’ADN (Garibyan et Avashia 2013). 

1.4.3. Etapes de la PCR 

La technique de PCR se déroule en trois étapes fondamentales, où les produits obtenus à 

chaque étape servent de point de départ essentiel pour la suivante (Figure 1.8). 

La PCR est réalisée par un mélange d'extrait d'ADN, de Taq polymérase, d'amorces et de 

quatre désoxyribonucléosides triphosphates (dNTPs) dans des tubes à puits placés dans un 

thermocycleur. 

1.4.3.1. La dénaturation 

La dénaturation est la première étape de la PCR et consiste à séparer les deux brins d’ADN 

par élévation de la température, généralement à 94 °C. À cette température, les liaisons 
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hydrogène maintenant les brins complémentaires ne résistent plus, entraînant la conversion 

de l’ADN double brin en ADN simple brin (monocaténaire) (Powledge 2004) 

1.4.3.2. Hybridation 

La deuxième étape, appelée hybridation, se déroule à une température généralement 

comprise entre 40 et 70 °C, correspondant à la température d’hybridation des amorces. La 

diminution de la température favorise la reformation des liaisons hydrogène, permettant aux 

brins complémentaires de s’apparier. Les amorces, courtes séquences monocaténaires 

spécifiques, s’hybrident plus facilement aux régions flanquantes de l’ADN cible que les longs 

brins d’ADN matriciel. 

1.4.3.3. Elongation 

L’élongation constitue la troisième étape de la PCR et s’effectue généralement à une 

température optimale de 72 °C. Lors de cette phase, la Taq polymérase synthétise le brin 

complémentaire en incorporant les dNTPs présents dans le mélange réactionnel L’enzyme 

progresse le long du brin matrice, assemblant les nucléotides de manière spécifique afin de 

former une nouvelle copie de l’ADN cible (Kadri 2020). 

 

 
Figure 1.8. Les étapes de la réaction en chaîne par polymérase (PCR) (Garibyan et 

Avashia 2013). 
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1.4.4. Types de la PCR 

1.4.4.1. PCR qualitative 

 

La PCR qualitative est une technique efficace. Elle permet de détecter la présence ou 

l’absence d’un fragment d’ADN spécifique. La PCR qualitative est réalisée à des fins de 

clonage ou pour identifier un agent pathogène (Garibyan et Avashia 2013). 

1.4.4.2. PCR quantitative 

 

La PCR quantitative permet de quantifier avec précision la quantité d’ADN ou d’ARN spécifique 

présent dans un échantillon biologique Cette technique repose sur la détection d'un signal 

fluorescent, dont l'intensité est proportionnelle à l'amplification du produit de PCR. Son 

utilisation nécessite un thermocycleur équipé d'un système de lecture optique capable 

d'analyser l'émission de fluorescence (Kadri 2020). 

1.4.5. Analyse des résultats du PCR 

Deux principales techniques permettent de visualiser les produits de la PCR : (1) la coloration 

de l’ADN amplifié à l’aide de colorants chimiques, comme le bromure d’éthidium, qui s’intercale 

entre les deux brins d’ADN(Garibyan et Avashia 2013); ou (2) le marquage des amorces ou 

des nucléotides avec des fluorophores avant l’amplification. Cette approche plus récente 

permet l’intégration directe de marqueurs fluorescents dans les produits de PCR (Khehra, 

Padda, et Swift 2025). La méthode la plus couramment utilisée pour analyser ces produits 

reste l’électrophorèse sur gel d’agarose. Elle permet de séparer les fragments d’ADN en 

fonction de leur taille et de leur charge, tout en offrant un moyen simple de vérifier leur 

présence et d’estimer leur taille. Pour cette estimation, on utilise des marqueurs moléculaires, 

constitués de fragments d’ADN de tailles connues, déposés sur le gel en parallèle aux 

échantillons (Wittmeier et Hummel 2022). 
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1.5. Problématique 

Les macrophages jouent un rôle essentiel dans la défense contre les infections bactériennes. 

Dès qu'une bactérie pénètre dans l'organisme, les macrophages la reconnaissent, l'absorbent 

(phagocytose) et la détruisent à l’aide des enzymes. La vitamine D joue un rôle clé dans la 

réponse immunitaire des macrophages lors des infections. Elle favorise l’expression du gène 

CYP27B1, qui permet la conversion de la vitamine D en sa forme active (1,25(OH)₂D) au sein 

des macrophages. Cette vitamine D active induit ensuite l’expression du gène VDR (récepteur 

de la vitamine D), permettant l’activation de gènes antimicrobiens tels que cathélicidine. Dans 

ce travail, nous allons s’intéresser sur l’étude de l’effet de la vitamine D sur l’expression des 

gènes VDR et CYP27B1 au cours de l’infection par M. tuberculosis. 

 
1.5.1. Objectif 

Conception d’amorces des gènes VDR et CYP27B1 afin de mesurer par PCR leur expression 

par les macrophages au cours de l’infection 
 
 

But 

Le but de cette étude est d’analyser l’effet de la vitamine D sur l’expression des gènes VDR et 

CYP27B1 dans les macrophages au cours de l’infection par M. tuberculosis. 
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Chapitre 2. Matériel et méthodes 

2.1. Conception d’amorce 

 
2.1.1. Définition 

 

La conception d'amorces constitue une étape essentielle pour le succès des expériences de 

biologie moléculaire impliquant la PCR (Hung et Weng 2016). Elle consiste à créer de courtes 

séquences de nucléotides permettant l’amplification de régions géniques ciblées par PCR 

(Septiyanto et al. 2022). 

Une conception inadéquate des amorces peut entraîner l'absence d'amplification ou la 

génération de produits non spécifiques (Hung et Weng 2016). 

2.1.1 Critère de choix d’amorces 

 

Plusieurs paramètres doivent être respectés lors du choix des amorces. Les plus importants 

sont les suivants : 

2.1.1.1 Longueur de l'amorce 

La longueur de l’amorce joue un rôle crucial dans la réussite de la PCR, car elle influence la 

spécificité, la température de fusion et le temps d’hybridation. En général, une longueur 

comprise entre 18 et 30 bases est considérée comme optimale pour la plupart des 

applications. Des amorces trop courtes risquent de provoquer une amplification non 

spécifique, tandis que des amorces plus longues offrent une meilleure spécificité, mais 

augmentent le risque de formation de structures secondaires telles que les boucles en épingle 

à cheveux (Álvarez-Fernández 2013). 

2.1.1.2 Température de fusion des amorces 

La température de fusion (Tm) des amorces joue un rôle crucial dans la spécificité de la PCR. 

Pour garantir des résultats fiables, elle est généralement utilisée dans une plage allant de 55 

°C à 60 °C. De plus, la différence de Tm entre les deux amorces d'une même paire ne devrait 

pas excéder 2 à 3 °C (Apte et Daniel 2009). 

2.1.1.3 Teneur en GC de l'amorce 

La teneur en GC d’une amorce, correspondant au pourcentage de guanines et de cytosines 

qu’elle contient, influence fortement ses propriétés d’hybridation. Une proportion optimale se 

situe généralement entre 40 % et 60 %. Il est important que les amorces directe et inverse 

présentent une teneur en GC comparable, car cela affecte indirectement les conditions 

d’hybridation et la stabilité de la PCR (Chuang, Cheng, et Yang 2013). 
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2.1.1.4 L’extrémité 3' 

L'extrémité 3' des amorces devrait contenir une base G ou C afin de renforcer leur fixation, car 

les appareils GC sont thermodynamiquement plus stables que les appareils AT (Lorenz 2012). 

Il est également conseillé d'éviter les homooligomères (comme -AAAAAA-) ainsi que les 

répétitions de dinucléotides (comme -CACACA-), notamment à l'extrémité 3' des amorces. Il 

est également essentiel que les extrémités 3' des amorces ne soient pas complémentaires 

entre elles, et qu'une amorce ne contienne pas de séquences internes capables de s'apparier 

avec sa propre extrémité 3' (Chuang, Cheng, et Yang 2013). 

2.1.1.5 Spécificité 

La spécificité d’une amorce en PCR est liée, au moins en partie, à sa longueur, qui influence 

sa capacité à se fixer précisément et uniquement sur la séquence cible de l’ADN. Une amorce 

bien conçue doit se lier uniquement à la région d’ADN à amplifier afin d’éviter toute 

amplification non spécifique (Joshi et Deshpande 2011). 

2.1.2 Logiciels et base de données utilisés dans le travail 

2.1.2.1 NCBI 

 

Le Centre national d'information sur les biotechnologies (NCBI) constitue une plateforme 

d'archivage qui permet un accès libre à une vaste quantité de données et de publications liées 

aux séquences biologiques. Les chercheurs du NCBI y analysent les données soumises par 

les utilisateurs, notamment les annotations de gènes et de polymorphismes nucléotidiques 

(SNP), et mettent à disposition des outils pour l’alignement des séquences (Rangwala et al. 

2021). 

2.1.2.2 Ensembl 

 

Ensembl se présente sous la forme d’un site web interactif, de fichiers plats, ainsi que d’un 

logiciel open source complet et facilement portable pour l’analyse et la manipulation des 

génomes. L’ensemble des données est mis à disposition sans restriction, et le code source est 

entièrement accessible au public (Birney et al. 2004). 

La plateforme Ensembl centralise et analyse des données génomiques publiques provenant à 

la fois d’eucaryotes et de procaryotes. Elle prend en charge un large éventail d'applications, 

allant de la recherche fondamentale aux domaines clinique et agricole. Les données 

disponibles incluent notamment les séquences génomiques, les annotations génétiques 

(modèles de gènes, prédictions fonctionnelles, variants génétiques, etc.) (Dyer et al. 2025). 
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2.1.2.3 Primer Blast 

 

Primer-BLAST est un outil bio-informatique qui permet de concevoir de nouvelles amorces 

spécifiques à une séquence cible tout en évaluant la spécificité de celles déjà existantes. Il 

offre également la possibilité de positionner les amorces en tenant compte de la répartition 

exons/introns et d'exclure les sites contenant des polymorphismes mononucléotidiques (SNP). 

Par ailleurs, Primer-BLAST impacte individuellement les amplicons générés par chaque 

amorce (Ye et al. 2012). 

2.2 Gènes étudiés 

2.2.1 CYP27B1 

2.2.1.1 Généralité 

 
Le gène CYP27B1 (Cytochrome P450, famille 27, sous-famille B, membre 1), situé sur 

12q14.1(figure2.1), et composé de neuf exons, code pour l’enzyme 25-hydroxyvitamine D-1α 

hydroxylase (Demir et al. 2015). Cette enzyme est classée dans la famille des enzymes 

mitochondriales du cytochrome P450 contenant 508 acides aminés, avec une masse 

moléculaire d'environ 56,5 kDa (Zalewski et al. 2016). Le CYP27B1 intervient dans de 

nombreuses réactions, notamment en convertissant le calcidiol , précurseur de la vitamine D, 

en sa forme active, le calcitriol (Mahajan et al. 2021). Il est principalement exprimé dans le 

tubule proximal des reins, mais également dans de nombreux tissus cibles de la vitamine D, 

bien qu'à des niveaux plus faibles (Hendrix et al. 2004). 

 

 
Figure 2.1. Localisation de gène CYP27B1 sur le chromosome 12 humain d’après 
Genecards Reference. 

 
2.2.1.2 Séquence du gène CYP27B1 

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

CYP27B1 de la base de données 'Ensembl ' à partir le site internet (ensembl.org) (figure 2.2, 

2.3, 2.4 ,2.5). 

http://www.ensembl.org/
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Figure 2.2. Plateforme de la base de données Ensembl. (1) Spécifier l’espèce Humaine puis (2) 

inscrire le nom du gène CYP27B1 ensuite (3) cliquer sur Aller pour afficher les résultats (encadrer en rouge). 

 

Figure 2.3. Résultats de la recherche du gène CYP27B1. Cliquer sur le premier résultat de 

recherche en vérifiant que c’est bien le gène désiré et qui correspond à l’espèce humaine (encadrer en rouge). 
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Figure 2.4. Caractéristiques du gène CYP27B1. La plateforme de la base de données montre les 

différentes caractéristiques du gène CYP27B1, ensuite il faut cliquer sur « Séquence » pour afficher la séquence 
du gène (encadrer en rouge). 

 

 

 

Figure 2.5. La séquence du gène CYP27B1 depuis la plateforme « Ensembl ». Il faut 

sélectionner une partie de la séquence et la copier sur un document Word. Les séquences codantes (Exons) sont 
représentées en rouge et les séquences non codantes (Introns) sont représentées en noir. 
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Pour faciliter la recherche des amorces, il est nécessaire de sélectionner une séquence située 

en amont de l'exon ainsi qu'une séquence en aval, afin d'encadrer la région d'intérêt (dans ce 

cas nous choisissons l’exon 4 (figure 2.6). 

 

 
Figure 2.6. La séquence d’intérêt (exon 4) 

 
2.2.1.3 Outil Primer BLAST 

 

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

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

au gène CYP27B1. Les figures 2.7, 2.8, 2.9 et 2.10 représentent les étapes à suivre pour 

l’utilisation de cet outil. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figure 2.7. Base de données NCBI 

 

 
Figure 2.8. Outil Primer Blast 

 

Commencez par copier la séquence encadrée (exon 4) et la coller dans la zone « FASTA ». 

Ensuite, supprimez les intervalles non séparables présents à l’intérieur de l’amorce. 

 

Figure 2.9. Analyse de la séquence d’intérêt par le Primer blast. On détermine les amorces 

sens et antisens (Forward et Reverse primer). 
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Ensuite, nous avons sélectionné certaines caractéristiques afin d'obtenir nos résultats. 

 

Figure 2.10. Paramètres de vérification de la spécificité des paires d'amorces. Faite défiler 

la page en bas, puis (1) sélectionner la case ou c’est écrit « RefSeq mRNA » et choisir « Genomes for selected 
oraganisms », ensuite (2) vérifier l’espèce que c’est bien « Homo sapiens », et après (4) cliquer sur « Get Primers 
» pour afficher les résultats. 

 

2.2.2. VDR 

2.2.2.1. Généralité 

Le gène VDR est localisé sur le bras long du chromosome 12 (figure 2.12), précisément en 

12q13.11 (Fetahu, HÃbaus, et KÃ¡llay 2014), et s'étend sur une région d’environ 63,5 

kilobases (kb). Il code une protéine de 427 acides aminés, qui agit comme un facteur de 

transcription nucléaire activé par la vitamine D (Andraos et al. 2011). Ce gène comprend 12 

exons, qui sont des segments contenant l’information génétique pour produire la protéine. La 

régulation de l'expression du gène VDR est influencée par des facteurs à la fois génétiques et 

environnementaux (Saccone, Asani, et Bornman 2015). Parmi les facteurs environnementaux 

majeurs figurent l'apport alimentaire, l’exposition aux rayonnements solaires (UVB), les 

infections, ainsi que la pollution (Agarwal 2002). D'autres déterminants essentiels incluent la 

disponibilité du précurseur de la vitamine D, ainsi que la synthèse et l’activité biologique du 

ligand, c’est-à-dire la forme active de la vitamine D (Andraos et al. 2011). 

 

 
Figure 2.11. Localisation de gène VDR sur le chromosome 12 humain d’après 

Genecards Reference. 
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2.2.2.2. Séquence du gène VDR 

La première étape de la conception des amorces consiste à extraire la séquence du gène VDR 

à partir de la base de données Ensembl (figure 2.13,2.14,2.15). 
 

 

Figure 2.12. Résultats de la recherche du gène VDR. Cliquer sur le premier résultat de recherche 

en vérifiant que c’est bien le gène désiré et qui correspond à l’espèce humaine (encadrer en rouge). 
 

Figure 2.13. Caractéristiques du gène VDR. La plateforme de la base de données montre les 

différentes caractéristiques du gène VDR, ensuite il faut cliquer sur « Séquence » pour afficher la séquence du 
gène (encadrer en rouge). 
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Figure 2.14. La séquence du gène VDR depuis la plateforme « Ensembl ». Les séquences 

codantes (Exons) sont représentées en rouge et les séquences non codantes (Introns) sont représentées en noir. 

 

Il faut sélectionner une partie de la séquence et la copier sur un document Word (figure 2.16) 

Pour optimiser la recherche des amorces, il convient de choisir une séquence située en amont 

ainsi qu’une autre en aval de l’exon ciblé, afin de délimiter précisément la région d’intérêt. 

 

Figure 2.15. La séquence d’intérêt (exon 3). 

 
 

2.2.2.3. Outil Primer BLAST 

Commencez par copier la séquence encadrant l’exon 3, puis collez-la dans la zone « FASTA 

». Ensuite, éliminez les espaces ou interruptions non reconnues présents au sein de la 

séquence (figure 2.17). 
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Figure 2.16. Analyse de la séquence d’intérêt par le Primer blast. On détermine les amorces 

sens et antisens (Forward et Reverse primer). 
 
 

Ensuite, nous avons sélectionné certaines caractéristiques afin d'obtenir nos résultats (figure 
2.18). 

 

Figure 2.17. Paramètres de vérification de la spécificité des paires d'amorces. Faite défiler 

la page en bas, puis (1) sélectionner la case ou c’est écrit « RefSeq mRNA » et choisir « Genomes for selected 
oraganisms », ensuite (2) vérifier l’espèce que c’est bien « Homo sapiens », et après (4) cliquer sur « Get Primers 
» pour afficher les résultats. 

 

2.2.3. PCR in silico 

 
Les séquences des amorces sélectionnées ont été soumises à une analyse de validation par 

PCR in silico (PCR virtuelle), réalisée à l’aide de l’outil proposé par la plateforme UCSC 

Genome Browser (genome.ucsc.edu), afin de vérifier leur fiabilité (figure 2.19). 
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Figure 2.18. Logiciel in-silico PCR 
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Chapitre 3. Résultats 

3.1. Résultats du primer blast 

La conception des amorces pour les gènes CYP27B1 et VDR a été réalisée en plusieurs 

étapes. Dans un premier temps, le site Ensembl a été utilisé pour obtenir l'intégrité de ces 

gènes. 

Le gène CYP27B1 est composé de 9 exons. Dans cette étude, nous avons sélectionné l'exon 

4, et le gène VDR compose 12 exons et nous avons choisir l'exon 3. Par la suite, le programme 

Primer-BLAST disponible sur la base de données NCBI a été utilisé, ce qui a permis de 

générer dix paires d’amorces pour les deux gènes 

Le choix a été fait sur la paire 6 pour CYP27B1 (figure 3.1), et les paire 6 et 8 pour VDR (figure 

3.2,3.3), car elles répondent aux critères de bonnes amorces (tableau 3.1). 
 

 

 
Figure 3.1. La paire d’amorce choisie pour le gène CYP27B1 par l’outil primer blast 

(paire 6) 
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Figure 3.2. Résultats du gène VDR (paire 6) par l’outil primer blast 
 

Figure 3.3. Résultats du gène VDR paire 8 par l’outil primer blast 
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Tableau 3.2. La comparaison entre les critères d’une bonne amorce et notre amorce. 

 

Les critères 
Taux 

optimaux 
Amorce du 

CYP27B1(paire 6) 

Amorces du VDR 

Paire 6 Paire 8 

Longueur 
18 à 30 

nucléotides 
20 nucléotides pour les 
deux amorces sens et 

anti-sens 

20 nucléotides pour les 
deux amorces sens et anti- 

sens 

 
Température 
de fusion 

 
55 C et 60 C 

 

Amorces sens (60.40 C) 
Amorces anti-sens (60.18 

C) 

Amorces sens 
(59.75 C) 

Amorces anti- 
sens (59.83 C) 

Amorces 
sens 

(59.75C) 
Amorces 
anti-sens 
(59.76C) 

 
Teneur en 

CG 

 

40 à 60% 

 

Amorces sens (60%) 
Amorces anti-sens (60%) 

Amorces sens 
(55%) 

Amorces anti- 
sens (60%) 

Amorces 
sens 

(55%) 
Amorces 
anti-sens 

(55%) 

Amorce 
spécifique 

Inférieur à 
1000 pb 866 pb 546 pb 479 pb 

Produits 
aspécifiques 

Supérieur à 
1000 pb 

Tous plus de 1000 pb Tous plus de 1000 pb 

 
3.2 Confirmation des résultats 

Pour confirmer les résultats, nous avons utilisé le programme In-Silico PCR disponible sur le 

site www.genome.ucsc.edu. Cet outil nous a permis de localiser le produit d’amplification sur 

le chromosome 12 pour les deux gènes CYP27B1(figure 3.4) et VDR (figure 3.5 et 3.6), 

confirmant ainsi la validité et la spécificité des amorces conçues. 

 

Figure 3.4. Confirmation des résultats par le logiciel in Silico-PCR pour CYP27B1(paire 

6). 

http://www.genome.ucsc.edu/
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Figure3.5. Confirmation des résultats par le logiciel in Silico-PCR pour VDR (paire 6). 

 

 
Figure3.6. Confirmation des résultats par le logiciel in Silico-PCR pour VDR (paire 8). 
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives 

La tuberculose est une maladie infectieuse grave qui demeure l'une des principales causes de 

mortalité dans le monde. Elle est provoquée par M. tuberculosis, une bactérie intracellulaire 

qui cible principalement les poumons. 

Les macrophages jouent un rôle crucial dans la protection de l’organisme contre cette bactérie. 

En réponse à l’infection, ils expriment divers gènes impliqués dans la régulation de la réponse 

immunitaire. Parmi ces gènes, CYP27B1, responsable de l’activation de la vitamine D, et VDR, 

qui code pour son récepteur, occupent une place centrale dans le contrôle des mécanismes 

immunitaires. 

L’étude de ces gènes nécessite l’utilisation de la technique PCR, qui permet d’amplifier des 

fragments d’ADN grâce à des amorces spécifiques. La conception précise de ces amorces 

constitue une étape cruciale pour assurer la fiabilité et le succès de l’expérience. 

Ce travail avait pour objectif de concevoir des amorces spécifiques pour les gènes CYP27B1 

et VDR. Ces amorces permettront, dans des travaux futurs, d’analyser leur expression dans 

les macrophages lors de l’infection par M. tuberculosis, et d’évaluer le rôle de la vitamine D 

dans la modulation de la réponse immunitaire. Pour cela, des outils bio-informatiques tels que 

Primer-BLAST ont été utilisés pour concevoir des amorces ciblant respectivement l’exon 4 du 

gène CYP27B1 et l’exon 3 du gène VDR. Les amorces retenues respectent l’ensemble des 

critères d’efficacité, et leur spécificité a été vérifiée par PCR in silico. 

Les perspectives dans notre étude de conception incluent l’amélioration continue de la 

spécificité, de la sensibilité et de l’efficacité de nos amorces grâce à l’utilisation d’outils bio- 

informatiques avancés, ainsi que la validation rigoureuse en laboratoire. Ces avancées 

permettent d’élargir les applications de la PCR dans la recherche immunologique et le 

diagnostic médical. 
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Résumé 

Introduction : Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) est une bactérie à Gram positif, pathogène intracellulaire responsable de la tuberculose 

chez l'homme. Le macrophage est une cellule clé de système immunitaire qui permet de détruire ce pathogène. Cette destruction peut être favorisée 

par la vitamine D qui stimule l’expression des gènes CYP27B1 et VDR qui sont impliqués dans la production des peptides antimicrobiens.  

Objectif : Conception d'amorces encadrants les gènes CYP27B1 et VDR exprimés par le macrophage afin d’étudier leur expression par le 

macrophage au cours de l’infection par M. tuberculosis. 

Matériel et méthodes : Afin de concevoir des amorces spécifiques des gènes CYP27B1 et VDR, on a utilisé plusieurs outils : la base de données « 

www.ensemble.org », pour trouver de séquence spécifique des gènes étudiés et un outil de primer-BLAST fourni par le NCBI pour concevoir des 

amorces. Les résultats sont confirmés par une PCR in silico. 

Résultats : L’utilisation de l’outil Primer-BLAST a permis d’obtenir une amorce spécifique au gène CYP27B1 (paire 6) à savoir : F primer 

TCCCGACTCTTAGCAGAGGG, R primer AGGATAAGGAGGTAGGCGGG avec un produit spécifique de 866 pb, Tm (F primer 60,40°C, R primer : 

60,18°C), la teneur en GC est 60% pour l’amorce sens et anti-sens et une longueur de 20 nucléotides pour les deux amorces. Pour le gène VDR, on 

a trouvé deux paires, la paire 6, F primer TTCATGCCTCTCTGGCAGTC, R primer CTCTTCCTGCGACCTCTGTC avec un produit spécifique de 546 

pb, Tm (F primer 59,75°C, R primer : 59,83°C), la teneur en GC est de 55% pour l’amorce sens et 60% pour l’amorce anti-sens et une longueur de 20 

nucléotides pour les deux amorces, et la paire 8, F primer CATGCCTCTCTGGCAGTCTT, R primer CAAGCCGTGTAAAGCAGTGG avec un produit 

spécifique de 479 pb, Tm (F primer 59,75°C, R primer : 59,76°C), la teneur en GC est de 55% pour l’amorce sens et anti-sens et une longueur de 20 

nucléotides pour les deux amorces. 

Conclusion : Le choix d'une bonne paire d'amorces pour amplifier les gènes CYP27B1 et VDR par PCR constitue une étape primordiale dans la 

réussite de cette technique et dans l’étude du rôle de ces gènes dans l’immunité anti infectieuse. 

 
Mots clés : M. tuberculosis, Macrophage, Vitamine D, CYP27B1, VDR, PCR 

 

Abstract 

Introduction: Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) is a Gram-positive, intracellular pathogen responsible for tuberculosis in humans. The 

macrophage is a key cell of the immune system that destroys this pathogen. This destruction may be favorized by vitamin D, wh ich stimulates the 

expression of the CYP27B1 and VDR genes, promoting the production of antimicrobial peptides. 

Objective: Design of primers flanking the CYP27B1 and VDR genes expressed by macrophages to study their expression in anti-infective immunity. 

Material and Methods: To design primers specific to the CYP27B1 and VDR genes, several tools were used: the Ensembl database 

(www.ensembl.org) to find the specific sequences of the studied genes, and the Primer-BLAST tool provided by NCBI to design the primers. The 

results were confirmed by in silico PCR. 

Results: Using the Primer-BLAST tool, a specific primer pair for the CYP27B1 gene (pair 6) was obtained: F primer TCCCGACTCTTAGCAGAGGG 

and R primer AGGATAAGGAGGTAGGCGGG. This pair yields a specific product of 866 bp, with a Tm of 60.40°C for the F primer and 60.18°C for 

the R primer. The GC content is 60% for both the sense and antisense primers, and both have a length of 20 nucleotides. For the VDR gene, two 

pairs were identified. Pair 6 (F primer: TTCATGCCTCTCTGGCAGTC; R primer: CTCTTCCTGCGACCTCTGTC) yields a specific product of 546 bp, 

with a Tm of 59.75°C (F primer) and 59.83°C (R primer), a GC content of 55% for the sense primer and 60% for the antisense primer, and a length 

of 20 nucleotides for both. Pair 8 (F primer: CATGCCTCTCTGGCAGTCTT; R primer: CAAGCCGTGTAAAGCAGTGG) yields a specific product  of 

479 bp, with a Tm of 59.75°C (F primer) and 59.76°C (R primer), a GC content of 55% for both sense and antisense primers, and a length of 20 

nucleotides for both. 

Conclusion: The selection of a suitable primer pair to amplify the CYP27B1 and VDR genes by PCR is a critical step for the success of this technique 

and for studying the role of these genes in anti-infective immunity. 

Keywords: M. tuberculosis, Macrophage, Vitamin D, CYP27B1, VDR, PCR 

 
 الملخص

 تم و الممرض، هذا ر تدم ة. تعمل ا.الم ج ا ي أساس خ  رة الكب الب رم الخ  ل م ت سام  .اض لدض السل مرض م مس ول خ وي داخل وممرض الجرام جاب إ ا ر بكت هي  الس  المتفطرة :المقدمة

 .كروبات ل م المضادة دات الببت تاج.إ ع مما ،VDRو CYP27B1 م . ل ج ي. الج ر التعب حف الذي د م تام  بواسط ل التفا هذا ي التوسط

 .العدوض ضد ا.الم إطار ي ي. الج رهما تعب دراس ب دف وذلك رة، الكب الب رم ا الخلا ي  ما. ر التعب تم م ل ذVDR و CYP27B1 م . ل ج ي. الج ر التعب لدراس ات باد م تصم :الهدف

 وأداة ، المدروس  ل ات. ل ج المحدد ي. الج للةسللالتسل ة. ور ل ع "www.ensembl.org( "Ensembl(ات.ا الب دة قا ،VDRو CYP27B1 م . بالج لخاصل ات باد م ملتصل أجل مم :رقُُ  والطُ  المواد

Primer-BLASTو الح ا ولوج.التك لمع ومات ي.الوط المرك رها و التي ات الباد م لتصم (NCBI) المتس سل را م البول ل لتفا حاسوب محاكاة بواسط ج تا.ال د تأك تم وقد PCR) silico (In . 

 العكس  ي والبادا ،TCCCGACTCTTAGCAGAGGG (F) الأمامي البادا :كالتالي وهو ،6( وج الCYP27B1) م بج خاج بادا ة. الحص  ولPrimer-BLAST أداة اس  تخدام أتاح :النتائج

AGGATAAGGAGGTAGGCGGG (R)ص  ار.ا دة، ودرج وج قا 866طوله  تج محدد.، مع م (Tm)60 س ب. ت.العكس ي  كا م ل باديء60°ّ  18و الأمامي م ل باديء60°ّ  40 تب غ% GCم ادلالب مم لكل 

 العكس    ي ادالوالب ،TTCATGCCTCTCTGGCAGTC اميلالأم ادالالب ،6 وج ال ات؛ل ادلالب مم م وج ة. ور الع تم ،VDR م لج لس    ب.اللب د  ل وت وك  . 20 ال م.م للك وطول

CTCTTCCTGCGACCTCTGTC، 55  س   ب. ت.كا العكس   ي   ل باديء م59°ّ  83و الأمامي ل باديء م59°ّ  75 ص    ار.ا ودرج دة، قا وج 546 طوله تج.م مع% GC60%و الأمامي ل باديء 

 طوله تج.م مع ،CAAGCCGTGTAAAGCAGTGG يلالعكس والباداCATGCCTCTCTGGCAGTCTT الأمامي البادا كام ،8 وج ال أما د   وت وك  . 20 بادا كل وطول ي،لالعكس ل باديء

 . ما.م لكل د وت وك  . 20 وطول م، الباد مم لكلGC %55 سب.و العكسي، ل باديء م59°ّ  76و الأمامي ل باديء م59°ّ  75 ص ار.ا ودرج دة، قا وج 479

 :المفتاحية الكلمات ل ردوض المضادة ا.الم ي ات. الج هذه دور ودراس .التق هذه جاح.ل أساس خطوةً PCR الل .تق بواسطVDR وCYP27B1 ي. ج ر لتكب ات الباد مم اسب.م وج ار اخت رتبر :الخلاصة

 .المتس سل را م البول ل تفا ،CYP27B1، VDR د، م تام ،(اج الماكرو) الب رم ا الخلا ، الس  العن

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