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Résumé

Résumé

Introduction : Les cellules lymphoides innées (ILCs) sont des populations cellulaires
récemment identifiées. Ces cellules impliquées dans I'immunité innée sont caractérisées par
une morphologie lymphoide, et une expression de plusieurs facteurs de transcription et une
production d’une variété cytokines. Les ILCs sont divisées en trois groupes ILC1, ILC2 et
ILC3. Ce dernier groupe exprime le facteur de transcription RORyt qui est le régulateur
transcriptionnel clé de son développement et de sa multifonctionnalité. 1l se caractérise
également par sa capacité a produire I'lL-17 et I'lL-22 intervenant dans I'élimination des

infections fongiques et le maintien de I'homéostasie.

Objectif: concevoir une paire d’amorces encadrant le gene RORC exprimé par ILC3 afin

d’étudier son implication dans I'élimination des infections fongiques.

Matériel et méthodes: La séquence du géne RORC a été obtenue a partir de la base de
données "Ensembl". Ensuite, les amorces ont été congues par | outil de "Primer-BLAST".

Résultats: Parmi les 10 paires d"amorces spécifiques du géne RORC obtenues, nous avons

sélectionné la 4°™ paires d"amorces car elle répond a tous les critéres des bonnes amorces.

Conclusion : Des amorces bien congues contribuent au succés de la réaction PCR pour
amplifier correctement le géne RORC et étudier son expression par les ILC3 lors des

infections fongiques.

Mots clés : Amorces, Géne RORC, ILC3, Infections fongiques, PCR.



Abstract

Abstract

Introduction: Innate lymphoid cells (ILCs) are recently identified cell populations. These
cells involved in innate immunity are characterized by lymphoid morphology, and expression
of several transcription factors and production of a variety of cytokines. ILCs are divided into
three groups ILC1, ILC2, and ILC3. The latter group expresses the transcription factor RORyt
which is the key transcriptional regulator of its development and multifunctionality. It is also
characterized by its ability to produce IL-17 and IL-22 involved in the elimination of fungal

infections and the maintenance of homeostasis.

Objective: To design a primer pair flanking the RORC gene expressed by ILC3 to study

its involvement in the clearance of fungal infections.

Materials and methods: The RORC gene sequence was obtained from the "Ensembl"
database. Then, the primers were designed by the "Primer-BLAST" tool.

Results: Among the 10 RORC gene-specific primer pairs obtained, we selected the 4 th

primer pair because it met all the criteria for good primers.

Conclusion: Well-designed primers contribute to the success of the PCR reaction to
correctly amplifty the RORC gene and study its expression by ILC3 during fungal infections.

Keywords: Fungal infections, ILC3, PCR, Primers, RORC gene.
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Introduction

Introduction

Les surfaces barrieres sont constamment attaquées par des pathogénes
potentiellement dangereux. Ces surfaces constituée de tissus muqueux contiennent un
nombre important de lymphocytes innés, appelés cellules lymphoides innées (ILC)
(Diefenbach, 2013). Ces cellules représentent un groupe hétérogéne de cellules qui dérivent
de progéniteurs lymphoides communs dans la moelle osseuse (Chiossone et al., 2018). Sur
la base de la nature des cytokines produites et les facteurs de transcription exprimés, les
ILCs se devisent en trois différentes populations effectrices : ILC1 ,ILC2 et ILC3 (Killig et al.,
2014; Artis and Spits, 2015).

Les ILC3s jouent un role essentiel dans |I"'organogenese lymphoide et le maintien de
I"'homéostasie tissulaire dans des conditions stables et pathogéniques (Jarade et al., 2021).
lIs combattent les microbes extracellulaires, comme les bactéries et les champignons par la
sécrétion de l'interleukines 17(IL-17), I'lL-22, lymphotoxine et le facteur de stimulation des
colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF) (Vivier et al., 2018). Il existe deux
sous-ensembles d’ILC3 basé sur I|'expression différentielle des marqueurs de surface
cellulaire, le récepteur de chimiokine 6(CCR6) et le récepteur de cytotoxicité naturelle (NCR):
les cellules inducteurs du tissu lymphoide (LTi )et ILC3 (Zheng and Zhu, 2022).

Récepteur Orphelin gamma t lié a la protéine RAR(RORVyt) est un facteur de transcription
codée par le géne RORC (Feng et al., 2015). Ce facteur permet la régulation d’'une variété
de processus immunologiques (Matsumoto et al., 2013),notamment le développement des
ganglions lymphatiques et des plaques de Peyer, et aussi la génération de cellules LTi (Eberl
and Littman, 2003),et ILC3 (Cella and Romagnani, 2019).

Le systéme immunitaire inné joue un rdle central dans la résistance aux infections par
des champignons, microorganismes omniprésents dans [|“environnement, qui infectent
I'homme suite & une exposition a des spores ou de petites cellules de levure (Romani,
2011 ; Brown and Wilson, 2019). Les cellules ILC3 sécrétant I'IL-17 qui est apparue comme

un mécanisme de défense crucial (Gladiator et al., 2013).

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) est une méthode in vitro de synthése
d’acides nucléiques par laquelle un segment particulier d’ADN peut étre répliqué
spécifiguement (Mutlu, 2012). Cette technique est I'une des techniques essentielles de la
biologie moléculaire et est actuellement utilisée dans le diagnostic des maladies en
laboratoire (Abubakar et al., 2012).

Dans cet ordre d'idée, la présente étude a pour objectif de concevoir des amorces du

gene RORyt exprimé par ILC lors des infections fongiques.
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Chapitre 1. Revue de la littérature
1.1 Les cellules lymphoides innées
1.1.1 Généralités

Les cellules lymphoides innées (ILC, innate lymphoid cells) est le terme donné au
groupe de cellules hématopoiétigues avec une morphologie lymphoide (Teunissen et al.,
2014) et mononucléaire (Hazenberg and Spits, 2014a). il s’agit des cellules lymphoides qui
n“expriment pas des récepteurs de |I"antigéne issu de réarrangement géenique (Crinier et al.,
2017a). Ces cellules sécretent une grande variété de cytokines et sont impliquées dans
I"immunité innée, inflammation, la formation du tissu lymphoide et le remodelage des tissus.
Conformément a leur réle dans la surveillance immunitaire et leur implication dans la
détection précoce de pathogeénes, les ILC sont localisés sur les surfaces muqueuses et
répondent aux molécules sécrétées par | épithélium (Constantinides et al., 2014a).

En fonctions de leurs spécificités, des différents types des cytokines synthétisées et
de I'expression de facteurs de transcription particuliers pour leur développement et de leur
fonctionnement, les ILC sont classées en trois groupes : ILC1s, ILC2s et ILC3s (Hazenberg
and Spits, 2014b).

1.1.2 Historique

La découverte des ILCs est récente par rapport a toutes les recherches sur les
leucocytes menées par Andral et Addison depuis 1843. Ce n"est qu'en 1975 que Kiessling,
Herberman et leurs collaborateurs mettent en évidence les premiers lymphocytes innés : les
cellules tueuses naturelles (NK). Par la suite, en 1997, Mebius et ses collaborateurs ont mis
en évidence |"existence d'une seconde population lymphocytaire innée, les lymphoid tissue
inducer cells (LTi). Les cellules NK et les LTi sont restées les seuls types connus de
lymphocytes innés jusqu’a ce qu'une dizaine d équipes révelent simultanément I"existence
de toute une partie immunologique inconnue(Crinier et al., 2017b). Une série d articles
publiés entre 2008 et 2011 ont bien montré I'existence de nouveaux lymphocytes innés,
appelés NK22, Retinoic acid(RA)-related orphan receptor y isoform t (RORyt) *NK46*, NK-
LTi, des cellules nucléaires ou encore des cellules auxiliaries naturelles (Cella et al., 2009a)
(Vonarbourg et al., 2010a). Rapidement, en croissant leurs propriétés, ces cellules
nouvellement découvertes ont été classées en trois catégories : les ILC de type 1 (dont les
cellules NK), les ILC de type 2 et les ILC de type 3 (dont les cellules LTi) (Spits et al., 2013).
La figure 1.1 représente les découvertes des lymphocytes durant la période entre 1959 et
2008.
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Figure 1.1. Chronologie: Découverte des lymphocytes (Ruiz-Sanchez et al., 2017). Les
premiéeres descriptions des cellules lymphoides innées (ILC) ont été publiées en 2008, les cellules NK Et les
cellules inductrices du tissue lymphoide (LTi), qui appartiennent également a la famille des lymphocytes innés ont
été décrites plusieurs années auparavant.

1.1.3. Développement

Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) sont des cellules pluripotentes et auto-
renouvelables fournissant le substrat cellulaire pour la génération de toutes les lignées
hématopoiétiques, y compris les cellules érythroides, mégacaryocytoides, myéloides et
lymphoides). Ces cellules souches donnent naissance a deux type de progéniteurs :
progéniteus lymphoides communs (CLP) et progéniteurs myéloides commun (Serafini et al.,
2015). CLP donnent la naissance a des progéniteurs lymphoides innés communs (CILP)
(van de Pavert and Vivier, 2016) définies comme Lin~ CD34" CD45RA* CD10~ CD117*
CD94" IL-1R1'RORYyt (Rethacker, 2021). Ce dernier n’a pas la capacité de générer les
cellules T et B. Les ILCs se développent a partir des progéniteurs lymphoides innés
auxiliaires communs (CHILPs) (Cella and Romagnani, 2019). Ce dernier a le potentiel de
donner naissance exclusivement aux cellules ILC1,ILC2,ILC3 et LTi, mais qui n"ont pas le de
se différencier en cellules Natural killer (NK) (Kotas and Locksley, 2018). A partir des cellules

(CHILPs), il ya un nouvel embranchement des cellules précurseurs des ILC (ILCp), définie
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comme Lin"CD34°CD7 * CD127*CD117%,qui générent toutes les populations d'ILC dans

différentes conditions environnementales (Serafini et al., 2015) (figure 1.2 et 1.3).

LTiP LTi

ILC3

CLP —— | ciLP | —> CHILP ILCP —— | 1 c2
ILC1
immunité
anti-tumorale
ILCT virus
Agents
pathogénes
+ intracellulaires

® e

Figure 1.2. Développement des ILC (Crinier et al., 2017a). CHILP:common helper innate
lymphoid progenitor, CILP:common innate lymphoid progenitor, CLP: common lymphoid progenitor, ILC:innate
lymphoid cell,ILCP:innate lymphoid cell precursor,LTi:lymphoid tissue inducer cells,LTiP:lymphoid tissue inducer
progenitor,NK :natural killer cells, NKP: precursors of natural killer cells.
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Figure 1.3. Modéle des ILC humains avec leurs clusters de différenciation pendant

leur développement (Rethacker, 2021).CD: Classes de différenciation, CILP: Common innate lymphoid
progenitor, CLP Common lymphoid progenitor, FasL: Ligand du récepteur Fas, GATA: GATA binding Protein3,
IL: interleukine, ILC: Innate lymphoid cell, ILCP: innate lymphoid cell precursor, KIR2: Récepteurs aux
immunoglobulines, Lin: Lineage, NCR: Récepteur Naturel Cytotoxicité, NK Natural killer, ROR: Récepteur
Orphelin lié a la protéine RAR, T-bet: Facteur de transcription T-box .

1.1.4. Localisation et circulation des ILCs

Chez les individus en bonne santé, environ 0,01 a 0,1% des lymphocytes circulants
expriment un phénotype CD127* ILC (Mjosberg et al., 2011).

Aprés la naissance, les ILC ont été définies dans plusieurs tissus muqueux et non
mugueux, y compris les poumons. Les cellules NK se localisent dans le sang périphérique
(SP), le foie, les poumons et la rate (Cella et al., 2009b). Contrairement aux cellules NK, les
ILC1 représentent une population mineure dans la plupart des organes humains et
apparaissent surtout dans le tractus gastro-intestinal. Les ILC2 humaines constituent un
sous-ensemble prédominant dans la peau et le SP. lIs représentent environ 40% de tous les
ILC de la peau. lls peuvent aussi étre trouvés a des fréequences moindres dans les tissus
adipeux, des groups lymphoides associés a la graisse dans l'intestin et dans le SP(Bal et al.,
2016). Enfin, les ILC3 sont fortement présentes dans les amygdales et la muqueuse du
tractus gastro-intestinal ou ils peuvent exercer leur action antimicrobienne (Stehle et al.,
2018a).

Chez la souris, les cellules NK sont trés abondantes dans la plupart des organes, tels que la
rate, le foie et les poumons (Sojka et al., 2014). Les ILC1 murines sont également présentes
dans la lamina propria la couche intra-intestinale, mais aussi au niveau du foie et des

glandes salivaires. Tout comme chez I'homme, les ILC2 murines constituent le principal

5
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sous-ensemble d’ILC dans la peau. Les ILC3 murines dominant le tractus gastro-intestinal
de facon parallele a celui des humains (Stehle et al., 2018a). Bien que les facteurs de
transcription et les cytokines effectrices restent cohérents dans le sous-ensemble ILC a
travers les compartiments, le profil phénotypique entre les tissus peut changer(Dutton et al.,

2017).

La stricte compartimentation tissulaire des ILC indique que les niches spécifiques aux tissus
sont importantes pour le maintien et la différenciation des ILC.Des études ont montré que les
ILC sont résidentes des tissus dans les organes lymphoides et non lymphoides
(Constantinides et al., 2014b),ce qui suggére que ces cellules peuplent rapidement leurs
niches et ne pas retourner dans la circulation ou migrer vers les autres organes dans des
conditions stables(Stehle et al., 2018a). La figure 1.4 représente la localisation des sous-

classes d’ILC dans différents organes chez 'homme et la souris.

NK ILC3 c2 IL&1

La peau - s la peau
)
: \ loe nlandee
Amyqgdales . \ ~Ad /jynggg-
; k salivaires

les
N Ty 4 ] > les poumons

B foie
foie / \ 1o/€
o —
rate / ) e rate

intestins / — intestins

sang

peripherique

Figure 1.4. Distribution des sous-ensembles ILC chez les humains et les souris (Stehle
et al., 2018a). ILC:Innate lymphoid cell, NK: Natural killer.
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1.1.5. Classification

Bien que tous les sous-ensembles d’ILC auxiliaires soient présents dans les cellules
épithéliales, il n"est pas facile d"avoir une vision compléte de leur distribution et de leur
fonction (Ciudad, 28Jun2018).

1.1.5.1ILC de typel

Les ILC1 sont composés des cellules ILC1 Eomesodermin (EOMES*) NK conventionnelles
(cNK) et des ILC de type 1(ILC1 non-NK) (EOMES").Fonctionnellement, ce type est défini
comme des sous-ensembles de lymphocytes innés ayant la capacité de produire I'interféron-
Gamma (IFN-y) sous l'effet de I'lL-12 (Nabekura and Shibuya, 2021). Le tableau 1.1 et la
figure 1.5) représentent les caractéristiques des sous-ensembles d’ILC1.

Tableau 1.1. Caractéristiques des sous-populations des ILC1 (Bresler, 2018)

ILC1 (cNK) Eomes* ILC1 non-NK Eomes™
* Sensibles a I'lL-15. * Non cytotoxiques.
» Dépendent de facteur de transcription T- * Dépendent de I'lL-7 de T-bet et de GATAS3,
box (T-bet) et EOMES pour leur mais pas d'EOMES.
développement. » Sécretent de I'IFNy.

* Cytotoxiques (production de Perforine et de | * Participent aux réponses immunitaires anti-
Granzymes). infectieuses et anti-cancéreuses.

» Sécretent de I'interféron gamma (IFNy).

* Expriment I'intégrine CD49b (DX5), et les
récepteurs activateurs (NKp46) et inhibiteurs
Ly49.

* L’intégration des signaux activateurs et
inhibiteurs aboutit soit a la cytolyse soit a la

tolérancel/ignorance.
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Figure 1.5. Caractéristiqgue des ILC1 (Bresler, 2018). Représentation des marqueurs de surface,
des facteurs de transcription et des cytokines exprimées par les ILC1 EOMES*(cNK) et EOMES - (ILC1 non-NK).
CD: cluster de différenciation, IFN: interféron, IL: Interleukine, ILC: innate lymphoid cell, Ly49: Récepteur
membranaire de type lectine-like, NKP46: récepteur activateur, T-bet: Facteur de transcription T-box.

1.1.5.2. ILC de type 2

La découverte des ILC2 a commencé en 2001 suite aux travaux de Fort et al, mettant en
évidence le r6le de I'alarmine et I IL-25 dans I'induction de la sécrétion de cytokines de type
2 telles que I'IL-13, I'IL-4 et I'IL-5 (Bresler, 2018). En réponse a I'IL-33 et I'IL-25, les ILC2
produisent aussi de I"'amphiréguline (AREG) (Cording et al., 2016). Ces cellules expriment
les facteurs de transcription GATA-binding protein 3 (GATAS3) et récepteur orphelin lié a la
protéine RARa (RORa) (Elemam et al., 2017). Par ailleurs, il a été montré que lors d"une
infection chez la souris, les chercheurs distinguent deux groupes d’ILC2 : les ILC2 naturelles
(natural ILC2-nILC2) et les ILC2 inflammatoires (inflammatory ILC2-iILC2) (Huang et al.,
2015).

1.1.5.3 ILC de type 3

Les ILC3 sont dérivées de progéniteurs hépatiques foetaux pendant |'embryogenése et font
partie des premiers lymphocytes a ensemencer les tissus de la barriere, en particulier le
tractus intestinal, avant méme la naissance (Withers and Hepworth, 2017). Dans ce cadre,
les ILC3 sont parmi les premiéres a répondre a la colonisation microbienne commensale
ainsi qu aux antigénes (AG) d’origine alimentaire introduits aprés le sevrage. De plus, ces
cellules sont des organisateurs centraux de I"'organogenése lymphoide secondaire (van de
Pavert and Mebius, 2010).
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Les ILC3 sont définies par Lin"CD127* CD117* et le récepteur 2 de la prostglandine D2
(CRTH2) " (Cypowyj and Vivier, 2016). Elles different des autres groupes en ce qu'elles
constituent au moins deux sous-ensembles authentiques: les cellules inductrices des tissus
lymphoides (LTi) et les ILC3 qui sont distincts sur le plan transcriptionnel, développemental
et fonctionnel (figure 1.6) (Withers and Hepworth, 2017).

1.1.5.3.1 Cellules inductrices des tissus lymphoides (LTi)

Les LTi sont des ILC3 qui ont été découvertes il y a presque deux décennies (Spits and
Cupedo, 2012). Ces cellules représentent la population la plus nombreuse d’ILC3 au cours
de la vie foetale et sont localisées dans les ganglions lymphatiques (Bresler, 2018). Elles
expriment le complexe membranaire LTalp2 qui est essential pour le développement des
plagues de Peyer (PP), des ganglions lymphatiques, des follicules lymphoides isolés et des
cryptopatches dans l'intestin via des interactions avec lymphotoxin beta receptor (LTBR) sur
les cellules organisatrices du tissue lymphoide (Korchagina et al., 2021a). de plus, il a été
montré que les cellules LTi jouent un rdle dans la défense immunitaire contre |'infection
durant la vie adulte par la production des cytokines pro-inflammatoires, y compris I'lL-17A et
IL-22 qui sont impliqué dans la défense contre les pathogénes bactériens et fongiques (N et
al., 2015), suite a une stimulation par I'lL-23, I'IL-1 ou I'lL-6 (Charlotte VIANT et al., 2016).
Les LTi obtiennent ces diverses fonctions grace a I'expression du facteur de transcription
RORyt, qui est nécessaire a leur génération (N et al., 2015) et elles se caractérisent par une
forte expression de récepteur de chimiokine 6(CCR6),CD127,et une expression variée de
CD4 et CD161 (Gronke et al., 2016).

Les cellules LTi foetales murines sont définies comme étant de la lignée (Lin) IL-7Ra”*
receotor tyrosine-protein (C-kit) "RORyt a4B7* et comprennent des cellules LTi CD4 * et
CD4". Les cellules LTi humaines identifiées dans les ganglions lymphatiques et la rate du
foetus présentent un phénotype similaire , mais sont dépourvues de CD4 et expriment CD7
et CD161(Montaldo et al., 2015).

1.1.5.3.2. ILC3

Les ILC3 humaines et murines sont généralement localisées dans la lamina propria des
différentes parties de l'intestin, ainsi que dans les amygdales humaines (Montaldo et al.,
2014). Grace a des facteurs de différenciation spécifiques (acide rétinoique-AR, polyphénols
et microbiote), les ILC3 deviennent matures (Domingues and Hepworth, 2020). La
prolifération des ILC3 intestinaux est stimulée par les cytokines, notamment IL-18, la
cytokine 1A similaire au facteur de nécrose tumorale, I'lL-18, I'lL-23 et I'lL-2, les acides gras
libres a chaine courte (AGCC) et les vitamines A et D. Les ILC3 sont présentes dans

différents compartiments du GALT ou elles interagissent étroitement avec d autres cellules
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immunitaires, comme les cellules Thl et Th17(Miljkovi¢ et al., 2021). Une fraction de ces
ILC3 partage I"expression des récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCR, Natural Cytotoxicity
Receptors) (NKp46 chez la souris et NKp44 chez 'homme) avec les cellules NK (Montaldo
et al., 2014). Les ILC3 sécrétent I'lL-22, le facteur GM-CSF et une petite quantité dIL-17
(figure 1.6) (Jarade et al., 2021).

fetus Post-birth
CcLP CLP
1d2 1d2
Notch Notch
Gata3 Gata3
pLTi pILC3
Ahr
RORyt
S . RORyt
1d2 Vitamin A chf I T-bet
RORyt
NKpd6+ NKp46-
AR CCR6-
(@™ . ) ILc3
CCR6+ CCR6- o~ ccre. Thet*

Figure 1.6. Caractéristiques des ILC3s (Cording et al., 2014). Chez le feetus, (CLP) générent les
cellules LTi. Le développement de toutes les ILC nécessite I'inhibiteur de la protéine de liaison d’ADN 2 (1d2)
pour bloquer la génération des cellules B et T. Le développement d’ILC3 nécessite spécifiguement RORVt,
tandis que Gata 3 est impliqué dans le développement d’'ILC3 et ILC2. Apres la naissance, les précurseurs des
ILC3 géneérent un sous-ensemble supplémentaire d"ILC3 qui n’exprime pas récepteur de chimiokine 6(CCR6) et
n’induit pas la formation de tissue lymphoide, y compris les cellules NK précurseur (NKP46+) dépendantes de
Tcell factor-1(TCF-1). De plus, les LTi et CCR67, ILC3 deviennent dépendants du récepteur d aryl hydrocarbone
(Ahr) qui se lie aux métabolites alimentaires, et la Vitamine A. Dans le cas d’une inflammation, les ILC3 CCR6"~
NKp46~ou précurseurs ILC3 générent des cellules T-bet *.Ahr: Récepteur d"Arly hydrocarbone, CCR: récepteur
de chimiokine, CLP: Common lymphoid progenitor, GATA3: GATA binding protein3, 1d2: DNA-binding protein
inhibitor, ILC: Innate lymphoid cell, LTi: Lymphoid tissue inducer cell, NKP: les cellules NK précurseur, pILC3:
innate lymphoid cell 3 precursor, pLTi: lymphoid tissue inducer precursor, T-bet: Facteur de transcription T-box,
Tcf-1: T cell factorl.

1.1.6 Plasticité

La plasticité des populations d’ILC est contrblée par des cytokines et des facteurs de
transcription différents (Korchagina et al., 2021b), a la fois chez la souris et 'homme et en
particulier entre les ILC1 et les ILC3 (Juelke and Romagnani, 2016). Cette plasticité peut étre
intéressante dans les pathologies caractérisées par |"augmentation d’un sous-groupe par

apport a un autre (Schulz-Kuhnt et al., 2020).

La premiére étude mettant en évidence la plasticité d'ILC3 a été menée en 2010 par
Vonarbourg et al (Vonarbourg et al., 2010b). Chez I'homme, la conversion des ILC3 vers des
ILC1 est favorisée par I'lIL-2, I'lL-12, I'lL-15 et I'inhibition de la signalisation AhR, tandis que
I"IL-1, IL-23 et I'acide rétinoique (RA) préservent le phénotype ILC3 (Juelke and Romagnani,
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2016). Par ailleurs, les ILC1 acquierent le phénotype ILC3 en réponse a I'lL-2 ,I'lL-23,I'IL-18
(Ciudad, 2018). Des études in vivo dans un modéle murin sur la maladie de Crohn indiquent
qgue l"accumulation d’ILC1 dans la muqueuse intestinale est une conséquence de la

transformation de I'ILC3 résidentes (Bernink et al., 2013).

Les ILC2 ont également la capacité de se différencier en ILC1. Plusieurs travaux ont indiqué
gue les ILC2 sanguins cultivés en présence de I'IL-12 avec ou sans IL-1B produisent de
I"IFN-y. Pour passer au phénotype ILC1, les ILC2 baissent I'expression du GATA3, CD117 et
récepteur 2 de la prostaglandine D2 (CRTH2) et augmentent I'expression du T-bet
(Rethacker, 2021).

D’autre part, les ILC2 peuvent aussi obtenir certaines caractéristiques des ILC3. La culture
des ILC2 murines en présence de I'IL-2 et I'IL-7 permet de générer une population d’ILC2
dites "inflammatoires" (ilLC2) qui expriment le facteur RORyt (Charlotte VIANT et al., 2016)
et se sont différenciées en cellules nommées (ILC3-like) capables de sécréter I'IL-17. Dans
I'organisme, ces cellules peuvent jouer un rdle dans I'immunité anti-fongique et anti-
parasitaire. Par ailleurs, I'lLC3 humaines, lors de la costimulation avec I'IL-2-TLR (Toll like
receptor) 2, peuvent produire I'lL-13 et I'IL-5 in vitro, qui sont des cytokines spécifiques des
ILC2 (Crinier et al., 2017b).

1.1.7. Fonctions des ILC

Les ILC semblent jouer un rdle dans la premiere ligne de défense contre les agents
pathogenes (Peters et al., 2016). Elles sont stratégiguement situées a l'interface entre
I"environnement et I"'organisme, au niveau du compartiment muqueux (Golebski et al., 2019).
Les ILC sont également capables de répondre précocement aux agents pathogeénes, en
sécrétant des cytokines, qui initient des réponses en interaction synergique avec les cellules
myéloides (Mortha and Burrows, 2018). En plus de leur rble dans le cadre pathologique, les
ILC participent également au maintien de I'homéostasie et de l'intégrité de la barriere
épithéliale et dans la réparation et la modelage des tissus (Hazenberg and Spits, 2014c).
Cette ambivalence fait de ces cellules des acteurs émergents incontournables de la
régulation et |I"entretien du corps (Sciumé et al., 2017). La figure 1.7 représente les principes
réles d’ILC qui sont activées par plusieurs pathogénes comme : les microbes

intracellulaires, les tumeurs, champignons, allergénes...
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Figure 1.7. Fonctions des ILCs (Eberl et al., 2015). Les sous-ensembles ILC1, ILC2, et ILC3 sont
activés rapidement par des signaux tissulaires et agissent donc au début de la réponse immunitaire par la
production des cytokines. GM-CSF: facteur de stimulation des colonies de granulocytes et macrophages, IL:

interleukine, NK: cellule natural killer, TSLP: lymphopoiétine stromale thymique.
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1.2. Récepteur Orphelin gammat lié a la protéine RAR (RORyt)
1.2.1 Généralité

IL existe trois formes connues des récepteurs ROR (Retinoic acid receptor related Orphan
Recepor), nommés (RORa), (RORB), (RORYy), également appelés NR1F1, NR1F2 et NR1F3
(d"aprés le comité de nomenclature des récepteurs nucléaires) (Rutz et al., 2016a). lIs
appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires (NR) (Zhang et al., 2015) de la
sous-famille des facteurs de transcription intracellulaires qui sont codés par les genes
RORA, RORB, RORC, respectivement (Abdel-Magid, 2015). Chacun des trois membres des
familles ROR présentaient son propres profils d"expression (Fan et al., 2018).

Les facteurs de transcription ROR peuvent agir en tant que répresseurs ou activateurs de la
transcription du géne cible en fonction de leur recrutement de corépresseurs ou de
coactivateurs avec leurs domaines de liaison au ligand (LBD, Ligand Binding Domain)
(Castro et al., 2017).

1.2.2. Géne de Récepteur Orphelin C lié a la protéine RAR (RORC)

Le géne RORC est localisé sur le chromosome 1qg 21.3 chez ’'homme (Rutz et al., 2016b) et
sur le chromosome 3 chez la souris (figure 1.8) (Boukhtouche, 2006). Ce géne couvre une
région génomique de 24 Kilobase (Kb) composée de 11 Exons (Fan et al., 2018). Chez
I'homme et la souris, RORC est exprimé sous forme de deux isoformes différentes RORy
(RORy1) et RORyt (RORYy2) (Castro et al., 2017).

ot @203 [T LI N TR . (NN DN

Figure 1.8. Localisation chromosomique du géne RORC (D aprés NCBI)
1.2.3. Transcription des isoformes ROR

Les deux isoformes du géne RORC utilisent les neuf derniers exons (exons 3-11), mais les
exons 1 et 2 sont transcrits différemment, ce qui conduit & deux isoformes différentes .En
conséquence, I’ARN de RORyt est de 100 nucléotides plus petit que celui de RORYy, ce qui
se traduit par une séquence d’acides aminés (aa) N-terminale plus petite: 495 aa pour
RORyt contre 516 aa pour RORYy chez la souris, et 508 aa pour RORyt contre 518 aa pour
RORy chez I'homme (Kumar et al., 2021). Figurel.9 représente les structures et les

domaines des isoformes de RORy et RORyt.
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Figure 1.9. Locus Rorc/RORC et utilisation alternative des promoteurs pour les

différentes isoformes chez la souris et I'homme (Kumar et al., 2021). Le site de début de
transcription (TSS) pour RORy sur I'Exon 1 est représenté en gris clair et pour RORyt sur I'Exon 3 en rose.

1.2.4. Profils d’expression du géne RORC

Les deux isoformes RORy et RORyt présentent un modéle distinct d expression spécifique
aux tissus et sont impliquées dans la régulation de différents processus physiologiques
(Jetten, 2009). L’isoforme RORy a été détecté dans plusieurs tissus dont le rein, le foie, le
poumon, le muscle, le cceur et le cerveau. L’expression de RORyt est limitée aux tissus
lymphoides comme le thymus (Rutz et al., 2016c), et a un certain types de cellules
immunitaires, notamment les thymocytes (les cellules T helper 17,Th17) et Tc17, les cellules
T gamma delta (Tyd), les cellules ILC3, les LTi, NK (Castro et al., 2017).

1.2.5. Récepteur nucléaire RORyt

RORyt présente |architecteur structurelle typique de tous les NR (figure 1.10). Il est
composé de quatre domaines fonctionnels majeurs: un domaine variable amino-terminale
(A/B) contenant I"hélice de la fonction d"activation 1 (AF1), un domaine de liaison a ’ADN
(DBD), un domaine charniére flexible et un domaine de liaison au ligand C-terminal (LBD)
(Chen et al., 2021). Le DBD contient deux doigts de zinc hautement conservés et impliqués
dans la reconnaissance d éléments d’ADN (Rutz et al., 2016d) et un ensemble typique de 12
hélices a canoniques (H1-H12), et deux autres hélices H2" et H11"(Chen et al., 2021).

(LIS A/B  DBD  Hinge  LBD

Figure 1.10. Structure du RORyt murin (Fauber and Magnuson, 2014). Domaine amino-
terminal (A/B ou AF1), domaine de liaison a I’ADN (DBD), région charniére, domaine de liaison au ligand (LBD),
et hélice-2 de la fonction d"activation (AF2) représenté en violet.
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1.2.6. Fonctions de RORyt

Le récepteur RORyt est un récepteur nucléaire et un facteur de transcription qui régule une
variété de processus immunologiques et joue un réle indispensable dans le développement
de tous les lymphocytes T, comme les cellules Th17, source de I'lL-17 (Matsumoto et al.,
2013). De plus, RORyt est essentiel pour la génération de cellules LTi, qui sont impliquées
de maniere critique dans la maturation des tissus lymphoides secondaires tels que les
ganglions lymphatiques et les plaques de Peyer (Spits and Di Santo, 2011). En outre, les
ILC3 sont caractérisées par |'expression du facteur de transcription RORyt qui est essentiel
pour leur développement et leur fonction (Killig et al.,, 2014). RORyt intervient dans la
réponse contre les infections bactériennes et fongiques, dans |"auto-immunité et aussi a la

réponse antitumorale (Eberl, 2017). La figure 1.11 représente les principaux réles de RORyt.

A RORyt

Secondgry/'l’crtnary Thymic development Th17 cell differentiation
Lymphoid Organs
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Figure 1.11. Fonctions de RORyt (Rutz et al., 2016e). (1) Le développement des cellules LTi
dépend de I'expression de RORyt. L'interaction entre les LTi et les cellules organisatrices mésenchymateuses
est nécessaire au développement des organes lymphoides. (2) Pendant le développement des thymocytes,
RORyt est exprimé dans les cellules doublement positives (DP). Ce facteur est nécessaire a la survie de ces
cellules en contrélant I"expression du facteur de survie Be-IxL. (3) RORyt est le facteur de transcription principal
des cellules T helperl7 (Th17), source de I'lL-17.RORyt est induit dans les cellules CD4T naives lors de leur
activation par une cellules présentatrice d’antigene en présence des cytokines précises. Bcl-xL: B-cell
lymphoma-extra large, DN: double negatif, DP: double positif, IL: interleukine, LTi: cellules inductrices des tissus
lymphoides.
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1.3. Infections fongiques

Les champignons ou fungi sont des organismes qu’ils constituent un royaume distinct et sont
considérés comme des eucaryotes hétérotrophes (de Pauw, 2011). Les champignons
peuvent étre soit des levures (unicellulaires) ou des moisissures (plusieurs cellules formant
de longs filaments étroits appelés hyphes) (Romani, 2011a). Certains de ces champignons
sont utilisés pour le bien de I"humanité, mais d’autres sont pathogénes et provoqguent des

infections fongiques (Janbon et al., 2019).

Les infections fongiques peuvent étre superficielles muqueuses ou invasives (Ankrah et al.,
2016). Elles peuvent étre séparées en deux catégories : opportunistes et primitives
(Kauffman, 2009). Les infections fongiques représentent un grave danger pour la santé et
provoque des maladies fongiques qui sont un paradigme important en immunologie car elles
peuvent résulter soit d’un manque de reconnaissance par le systéme immunitaire, soit d"'une

suractivation de la réponse inflammatoire (Romani, 2011b)

1.3.1 Immunité anti-fongique

Le systeme immunitaire est la partie la plus importante du systeme de défense du corps
contre les virus, les bactéries et les champignons. Il est composé de cellules immunitaires
spécialisées (Zheng and Zhu, 2022), notamment les ILCs comme étant effecteurs essentiels

de I'immunité innée (Stehle et al., 2018b).
1.3.1.2. Immunité anti-fongique médiée par I'interleukine 17(IL-17)

L’IL-17 (IL-17A) est considéré comme un médiateur clé de la protection de I'héte contre les
microbes extracellulaires et les champignons (Sawada et al., 2021a), par I'induction d"un
profil de génes caractéristiques comprenant des cytokines pro-inflammatoires, des peptides
antimicrobiens et des chimiokines (figure 1.12) (Mengesha and Conti, 2017a). Des études
expérimentales réalisées chez 'homme et chez la souris révélent le role important de I'l1L-17
dans la protection contre Candida albicans (C. albicans), microbe commensal de la cavité
buccale du tractus gastro-intestinal, et des muqueuses reproductives (Conti and Gaffen,
2015).

Cette cytokine est principalement produite par les cellules Thl7. Il existe d"autre sources
cellulaires innées d’IL-17, appelées cellules de "type 17", ces cellules dépendent de
I"expression de I'lL-23 et de RORyt pour fonctionner et produire de I'lL-17. Ces cellules
comprennent les LTy, les nTh17, les NKT, les LTi et les ILC3 (Mengesha and Conti,
2017b).
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Figure 1.12. Schéma des réponses immunitaires antifongiques médiées par I'IL-17

dans la peau (Sawada et al., 2021b). L'IL-17 assure un role essentiel dans la défense de I'héte contre
les micro-organismes par le recrutement des neutrophiles et la production des peptides anti-microbiens.

1.3.1.3 Réle de I'ILC3 dans la réponse anti-fongique

Il a été montré que les ILC3 sont impliquées dans la lutte contre les infections fongiques.
LIL-17 produite par les LT recrute des neutrophiles qui sont essentiels pour la protection
contre les agents pathogénes fongiques (Bresler, 2018). Les lymphocytesThl7 sont
considérés comme la principale source d’IL-17. L’infection de souris Rag 27" (Rag:
Recombination Activating Gene) par le pathogéne C. albicans a induit un recrutement tres
rapide d’ILC sécrétant I'IL-17 (Gladiator et al., 2013). De plus, La déplétion des ILC favorise
la persistance des pathogenes au site d'infection (langue, muqueuse, oropharyngée). Ces
résultats suggérent que les ILC3 jouent un rdle important dans la protection contre ce
pathogene en absence de lymphocytes T et B. Les chercheurs ont confirmé ces résultats en
utilisant des souris Rorc7-dépourvues de cellules Th17 et d'ILC3. Par conséquent, ILC3
peut participer & la protection de I'h6te contre une infection médiée par C. albicans en

sécrétant de I'lL-17 de la méme maniére que les Th17 (Bresler, 2018).
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1.4. PCR
1.4.1. Définition

PCR ou réaction de polymérisation en chaine "Polymerase Chain Reaction" a été
théoriqguement décrite par Keppe et ses collégues en 1971 ; mais il a fallu attendre 14ans
pour que la procédure PCR compeéte soit décrite et appliquée expérimentalement par Kary
Mullis en 1985 (Lorenz, 2012). C’est une technique largement utilisée dans les sciences
fondamentales et biomédicales permettant I'amplification in vitro des acides nucléiques

(Ghannam and Varacallo, 2022a).
1.4.2. Principe

Les principaux composants de la PCR sont : la matrice, les amorces, les bases
nucléotidiques libres et I'enzyme ADN polymérase. La matrice d’ADN contient la région
spécifigue que nous souhaitons amplifier. Les amorces, ou oligonucléotides, sont de courts
brins d’ADN complémentaires de I'extrémité 3" de chaque région cible (Ghannam and
Varacallo, 2022b) (Figure 1.13)

é ADN double brin )

Amorces
Echantilion

SADN 1 Dénaluwb?n

95°C

A ﬂ
G C . 8 Cycle 1
E dNTP] ADN 2 Hybridation des :;rggj?g — P >

polymérase

3 Elongation
12°C

‘e

Thermocycleur

EeE

g 2" amplicons > Cyden
J

Figure 1.13. Principe de la PCR (Uhel and Zafrani, 2019) .
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1.4.3. Etapes de PCR

Chaque cycle de PCR comporte trois étapes essentielles (Yilmaz et al., 2012) :

1.

Dénaturation:Une forte température, entraine la dénaturation de I"’ADN double brin qui se
sépare en ADN simple brin, par la rupture des liaisons d"hydrogénes entre les paires de
bases. Cette étape est généralement courte, entre 10s et 30s et se réalise a une
température comprise entre 92°C et 96°C (Klancnik et al., 2012).

La température est ensuite abaissée (50°C-65°C) (Shahi et al., 2018) pour permettre aux
amorces spécifiques de se lier aux segments d’ADN cibles. Ce processus est connu
sous le nom d”hybridation (Garibyan and Avashia, 2013).

La température est a nouveau augmentée (72°C), I’ADN polymérase est alors capable
d"étendre les amorces en ajoutant des nucléotides au brin d"’ADN, donc de nouveaux
brins d"’ADN complémentaires sont synthétisés par I"élongation des amorces et I'enzyme
ADN polymérase (Shahi et al., 2018).

A chaque répétition de ces trois étapes, le nombre de molécules d’ADN copiées double
(Garibyan and Avashia, 2013).

1.4.4. Applications de la PCR

PCR est devenue une technique utilisée dans de nombreuses applications, notamment le

clonage de génes, le diagnostic de maladies infectieuses et le dépistage d"anomalies

génétiques déléteres chez les enfants en gestation (Ghannam and Varacallo, 2022a).
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1.5. Conception des amorces

La conception d"amorces appropriées est essentielle a la réussite d"une expérience de PCR.
Lorsque I'on concoit un ensemble d"amorces pour une région spécifique. L"”ADN que |'on
souhaite amplifier, une amorces doit s"hybrider au brin positif, qui par convention est orienté
dans la direction 5°—3(brin sens),et |'autre amorce doit compéter le brin qui orienté dans la

direction 3"—5(brin anti-sens ou matrice)(Lorenz, 2012).
1.5.1. Critéres de choix de bonnes amorces
Quelques problémes courants se posent lors de la conception d"amorces:

e L auto-annexion des amorces entrainant la formation de structures secondaires telles
gue les boucles en épingle a cheveux (Chavali et al., 2005).

e L'annelage des amorces entre elles, plutdt qu avec la matrice d"’ADN, ce qui crée
des dimeres d"amorces.

o Des températures de fusion (Tm) radicalement différentes pour chaque amorce, ce
qui rend difficile la sélection d"une température d hybridation permettant aux deux
amorces de sassocier efficacement (Lorenz, 2012).

e Lalongueur des amorces doit étre de 18 a 30 résidus nucléotidiques (bases).

e Lateneur optimale en G-C doit étre comprise entre 40 et 60%(Welch, 2012).

e L’extrémité 3" des amorces doit contenir un G ou un C afin de bloquer I"amorce et
d’empécher la "respiration" des extrémités, ce qui augmente [efficacité de

["'amorgage(Lorenz, 2012).
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1.6. Problématique et objectifs
1.6.1. Problématique

Les ILCs sont un composant essentiel du systéeme immunitaire chez les vertébrés. Ces
cellules se développent a partir de la lignée lymphoide et peuvent se différencier en au
moins trois lignées transcriptionnellement distinctes. Fonctionnellement, les ILC ont un rble
dans I'inflammation, le remodelage des tissus, et la défense microbienne, par la production
des cytokines (telles que IFNy, IL-13, IL-17, IL-22). RORVyt est le facteur de transcription, qui
est requis pour le développement, le maintien et la fonction des ILC3 qui sont impliqués dans
I"élimination des infections bactériennes et fongiques. L'étude de |'expression de ce
récepteur nucléaire lors des infections fongiques permet d’explorer des cibles

thérapeutiques innovantes qui régulent I"activation et les fonctions des ILC.
1.6.2. Objectif

Concevoir des amorces encadrant I'exon 4 du géne RORC exprimé par les ILC3 lors des

infections fongiques.
1.6.3. But

Amplifier le géne RORC par PCR et étudier son implication dans I'élimination des infections

fongiques.
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Chapitre 2. Matériel et méthodes
2.1. Conception des amorces pour le géne RORC
2.1.1. Recherche de la séquence du géne RORC

La conception des amorces encadrant le géne RORC débute par la recherche de sa
séquence de référence dans une base de données de génomes. Dans le cadre de notre

travail, on utilisé la base de données «Ensembl» [www.ensembl.org] (Figure 2.1, 2.2 et 2.3).

Loading

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog &) - Search all species Q

Ensembl is a genome browser for vertebrate genomes that supports

BioMart > BLAST/BLAT > Variant Effect Predictor > research in comparative genomics, evolution, sequence variation and
transcriptional regulation. Ensembl annotate genes, computes multiple
Export custom datasets from Search our genomes for your DNA Analyse your own variants and alignments, predicts regulatory function and collects disease data
Ensemblwith this data-mining ool or prolein sequence predict the functional consequences Ensembl tools include BLAST, BLAT, BioMart and the Variant Effect
of known and unknown variants Predictor (VEP) for all supported species

Ensembl Release 106 (Apr 2022)

o New AlphaFoldDB data for human, mouse and zebrafish
Search  Updated allele frequency data from gnomAD 3.1

o New assemblies for Atantic salmon, Rainbow trout, European
seabass and Carp

[Human v |for

RORC [ Go |

e.g. BRCA2 or rat 5:62797383-63627669 or rs699 or coronary heart disgase
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e GRCh38 p13 updated with the full range of annotations.

Pig breeds
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§ - recently produced, publicly available vertebrate and non-

Mouse
GRCm3S vertebrate genomes from biodiversity initiatives such as Danwin
Tree of Life, the Vertebrate Genomes Project and the Earth

BioGenome Project

View full

Rapid Release news on our blog
AR 7ohrafich

Figure 2.1. Plateforme de la base de données Ensembl. On précise I'espéce Humaine et le nom
du géne RORC ensuite on clique sur GO pour afficher les résultats (encadrés en rouge).
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ata in order to function. By using the site you are agreeing fo this as outlined in ou
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Figure2.2. Resultats de la recherche du géne RORC. On Clique sur le premier résultat de
recherche pour vérifier qu’il s"agit bien du gene recherché et qu’il correspond a I'espece humaine.
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Figure 2.3. Caractéristigues du géne RORC. La plateforme de la base de données montre les
diverses caractéristiques du géne RORC. On clique sur < Séquence » pour afficher la séquence du géne
(encadrée en rouge).

La séquence du géne RORC est affichée dans les figures 2.4 et 2.5.

NSG00000143365:r=1:151806071-151831845 Hary s EBEO»»04H

omo_sapiens/Gene/Sequence?db=cal

Exons RORCexons Al exons in this region
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Figure 2.4. Séquence du gene RORC depuis la plateforme < Ensemble ». On sélectionne une
partie de la séquence et la copier dans le document Word. Les séquences codantes (Exons) sont représentées
en rouge, les séquences non codantes (introns) sont représentées en noir.

On sélectionne la partie de la séquence avant I'exon et méme la partie qui est aprés I'exon,

puis on encadre la région d’intérét.
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Figure 2.5. La séquence d’intérét.

2.1.2. Design des primers : outil Primer-Blast

Pour créer des amorces spécifiques a la séquence d'intérét du géne RORC que nous
cherchons a amplifier, nous avons utilisé I"outil Primer-BLAST (figure 2.6). Cet outil se trouve
dans la base de données du National Center for Biotechnology information (NCBI)

Y

[www.ncbi.nih.gov]. Les figures 2.6 ,2.7 et 2.8 montrent les étapes a respecter pour

|"utilisation de cet outil.
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Genetics & Medicine

Genomes & Maps BLAST RefSeqGene
Performs a BLAST search of the genomic seguences in the RefSeqGene/LRG set. The default display provides ready navigation to review alignments

Homology in the Graphics display,

Literature

Proteins BLAST Tutorials and Guides . .
This page links to a number of BLAST-related tutorials and guides, including a selection guide for BLAST algerithms, deseriptions of BLAST output

Sequence Analysis formats, explanations of the paramsters for stand-alone BLAST, directions for setting up stand-alane BLAST on local machines and using the BLAST

T URL API

Training & Tutorials Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

\ariation Finds regions of local similarity between biological sequences. The program compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and v
calculates the statistical significance of matches. BLAST can be used to infer functional and evolutionary relationships between sequences as well as
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Figure 2.6. Plateforme de la base de données NCBI.
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& C @ ncbinim.nih.gov/guide/all/

background neise settings, customized naming conventions and additional intarnal laboratory controls.

Open Reading Frame Finder (ORF Finder)
A graphical analysis tool that finds all open reading frames in a user's sequence or in a sequence already in the database. Sixteen differant genetic
codes can be used. The deduced amino acid sequence can be saved in various formats and searched against protein databases using BLAST.

PSSM Viewer
Allows users to display, sort, subset and download positicn-specific score matrices (PSSMs) either from CDD records or fram Position Specific
Iterated (PSI)-BLAST protein searches. The tool also can align a query protein to the PSSM and highlight positions of high conservation

Phenotype-Genotype Integrator (PheGenl)
Supports finding human phenotypelgenctype relationships with queries by phenotype, chromosame lacation, gene, and SNP identifiers. Currently
includes information from dbGaP. the NHGRI GWAS Catalog, and GTeX. Displays results on the genome, on sequence, or in tables for download

Primer-BLAST
The Primer-BLAST tool uses Primer3 to design PCR primers to a sequence template. The potential products are then automatically analyzed with a
BLAST search against user specified databases, to check the specificity to the target intended.

for computing alignment of proteins to genomic nuclectide sequence. It is based on a variation of the Needleman Wunsch global alignment
algorithm and specifically accounts for introns and splice signals. Due to this algerithm, ProSplign is accurate in determining splice sites and tolerant to
sequencing errors.

PubChem Power User Gateway (PUG)
PUG provides access to PubChem services via a programmatic interface. PUG allows users to download data, initiate chemical structure searches,
standardize chemical structures and interact with the E-utilities. PUG can be accessed using either standard URLs or via SOAP.

PubChem Standardization Service
Standardization, in PubChem terminclogy, is the processing of chemical structures in the same way used to create PubChem Compound recerds from
contributors' eriginal structures. This service lets users see how PubChem would handle any structure they would like to submit.

PubChem Structure Search

PubChem Structure Search allows the PubChem Cempound Database to be queried by chemical structure or chemical structure pattern. The
PubChem Sketcher allows a query to be drawn manually. Users may also specify the structural query input by PubChem Compound Identifier (CID),
SMILES, SMARTS, InChl, Molecular Formula, or by upload of a supported structure file format.

PubMed Clinical Queries -

Figure 2.7. L outil Primer-Blast.
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BE An official website of the United States government Here's how you know

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

Primers for target on one template Primers common for a group of sequences

Retrieve recent results  Publication  Tips for finding specific primers [[Save search parameters ] (_Reset page ]
PCR Template
—
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) [2] @ Range @
[CAGCCAGAACTACCCTGGCGGGTGGAAACAGCTTTTACCGCGTGTGGCTGTCGCATGTGGTT .
ITTGGAATTTTCCAACGCCCCCTACGATTGGCTGCCCCTCCCCTCACACCCTGCCCCAGGCCC . el
IAGATTGGCCACGTGGGGCGCCTGTCATCCTACTCACTGCACCCCTTGGGGGTGGGGTGGGGE Forward primenl 1 180
IGTTGTCACTTGGCCACCTGTGTGGTGCAGAGCTTAAACCCCCCAGTCCAGAAGCACTGGGGE ~| N
IAGAGAGCTAGGTGCAGAGCTTCAGGCTGAGGCGCTGCTGAGAGGGCCTCGCCCCGCCTCTG Reverse primefll 420
Or, upload FASTA file Choisir un fichier [Aucun fichier choisi

Primer Parameters

Use my own forward primer
(5->3' on plus strand)

Use my own reverse primer (5'-
>3' on minus strand)

| @
2]

PCR product size

# of primers to return

Figure 2.8. L outil Primer-Blast. On copie la séquence encadrée (Exon 04) et la colle dans la case «
FAST >. On efface les espaces entre les lignes, puis on fixe les amorces sens et anti-sens (Forward et Reverse
primers).

Plusieurs paramétres doivent étre pris en compte lors de la conception lors de la conception

des amorces pour obtenir les résultats (Figure 2.9).
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Primer specificity stringency Primer must have at least total mismatches to unintended targets, including

at least mismatches within the last bps at the 3" end. 9

Ignore targets that have or more mismatches to the primer. @
Max target amplicon size P’DDO |e

Allow splice variants [ Allow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) €

I m I Show results i new w.ml Use new araphic view @

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow

== Advanced parameters
| d

Figure 2.9. Primer Pair Specificity Checking Parameters.

2.1.3. Confirmation des résultats : in-silico PCR
L analyse confirmatoire des séquences d"amorces choisie par PCR in silico (PCR virtuelle),
qui est effectuée par un programme de la plateforme «UCSC genome browser »

(genome.ucsc.edu.) (Figure 2.10).

. O - - . e
2+ BE »04
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SHN]HEHUZ E@?ﬁﬂ:gs ; 2 Genome Browser
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| nload data from the Genome Browser database
Genome Graphs

jant Annotation Integrator

unctional effect predictions for variant calls

Other Tools aIntegrator

combine data sources from the Genome Browser database

Gene Interactions

® Genome Browser in a Box (GBiB)
run the Genome Browser on your |aptop or server

® In-Silico PCR
rapidly align PCR primer pairs to the genome
u LiftOver
convert genome coordinates between assemblies

® Track Hubs
import and view external data tracks

= RESTAPI
returns data in JSON format

httpsi//genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPer More tools...

Figure 2.10. La plateforme « UCSC genome browser ».
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Chapitre 3. Résultats et discussion
3.1. Résultats de la conception des amorces
3.1.1. Résultats du Primer-BLAST

Pour désigner des amorces spécifiques du géne RORC, nous avons utilisé le site Ensembl
afin de découvrir I'intégrité du géne RORC. Ce géne est composé de 11 exons. Dans la
présente étude, nous avons choisi recherche I'exon 04, pour avoir I"amorce spécifique du
géne RORC. L outil Primer-Blast nous a permis d obtenir 10 paires d’amorces propres au
gene RORC de I'exon 04.

Les résultats obtenus sont indiqués dans la figure 3.1.

—
@ ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/primertocl.cgi?ctg_time=1654807773&job_key=Q0mcvur_51fAbXdoeghTWgATQmgtAFI1LA
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Search Summary

= Graphical view of primer pairs

Qladse P 7 -

s60

R Tooks -
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== Deatailed primer reports

" ¥ Tracks shown: 2/13

Figure 3.1. Les amorces. En rouge c’est la séquence compléte et les fleches en bleu représentent les
différentes amorces.

Primer pair 4 l l
Sequence (3+>3) Template strand Length ~ Stat Slop Tm  GC%  Seffcomplementarty Self 3 complementarty
Forwardprimer ~~ AACAGCTTTTACCGCATGTG Plus 00 4 N6 00 60 200
Reverse primer (TCCACCCATCTCCCAACAG Minus i S7 58 5975 6000 200 100
Productfength 521

Figure 3.2. Primer pair 4.
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Nous avons choisi la quatriéme paire d’amorces " Primer pair 4 " pour les raisons

suivantes (Figure 3.3) :

e Température de fusion (TM) : L"amorce sens 59,69°C, et anti sens 59,75°C.
e Longueur (Length) : Les amorces sens et anti sens 20 nucléotides.

e Teneur en GC (GC%) : Sens 50%, anti sens 60%.

o Amorce spécifique : moins de 1000 paire de base (521).

¢ Produits aspécifiques : tous plus de 1000 paires de base (>1000).

®
e
E
¥
Q
L

<« C & ncbinim.nih.gov/t oc-blast/y tool.cgiZetg_time 4 % key=Q fAbXdoeghTWRATOMGAFIILA & QA © 1 $
| Primer pair 4 | ! g -

Seq Template strand Length  Start  Stop Tm GC%  Seif complementarity Self ¥ complementarity
A Pius 20 27 46 5969 S000 600 200

Forward primer 50.00
Reverse primer Minus 20 S47 528 5975 60.00
Product length

Products on potentially unintended templates
N T ens chromosome T.BRCN3s

Figure 3.3. Résultat du Primer-Blast.
On a ensuite localisé notre paire d’amorces dans la séquence du géne RORC (Figure 3.4).
3.1.2. Résultats de la confirmation par In-silico PCR

Les résultats obtenus par (In-silico PCR) ont été confirmées par | utilisation de plateforme
«UCSC genome browser», dans lequel assure que nos paires d’amorces se localisent sur
le chromosome 1, et la taille du produit spécifique obtenu (521 pb), en raison de ceci nous

avons prouvé la spécificité et la fiabilité des amorces congues (figure 3.5).
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CAGCCAGANCTACCCTGGCGEGT GEARACASCIT ITACCG0GTGIGGECT T CGCATEIGE

TG T TTCERAL GoC O TACGAT TR T GE T CECCICAGRCCT AR Reverse primer

GCOCAGATTGECCACGT GEGE050CTETCAT CCT ACTCACTECACCCCT TOGEGETG6E6

1GG5G56T I TCACTIGGC CACCTE TG TGET GCAGAGC TTARAC CCCOCAGTCCAGAAGC L - =
CCOCCTCTOOOGOCAGC TECACCOCACTCCTGRACCACCCOCTOCT GAGAAGGACAGOGA = = T

GCCAAGOCCOOCAGAGCCAAGOCTCAGTCATGAGAAGT Ak CT GART GGAGCCACCTRRSE

GCGEGGEAG GIOSTCACCCCT! STCTTGGGAACAGT

IGAGCAMATCTOAGC ANGCAGEGT GOGT CCT GETCARGE TCARGAT CTGI TOGGAGATS

—— Forward primer

T ICCTGAGT TCCARAARGAACCTCCANAAGTATCTGAGGTAICCAG

GOOCTTARTT ACARRRA SCCARGGAHGGCOG0G! TGGCCCARTGTTAC

ACAGCTGSTATCTGATGOE05CT GETART TACTAGSGECCCT GARCGCACT CTCCTGITA

CAGIGTTTCCCITGTTACGGTGTTICCCIC CCTCCAGCCTGCTIGIGASTAMRGG

Page:lsurl Mots:Zl S Frangas fFrance) :
Figure 3.4. Les amorces encadrant la région d’intérét. La Paire d"amorces 4 (en jaune) encadrant
la partie de la séquence de I’ADN que nous voulons amplifier a partir du géne RORC ; Forward Primer (amorce
sens) [AACAGCTTTTACCGCGTGTG], Reverse Primer (amorce anti sens) [CTCCACCCATCTCCCAACAG].

. +~ - -~
[ €/ Gene: RORC (ENSG00001433 X | [B) Primer designing tool x | W) Primer-Blast results x | B Primer-Blast results x B ucscinsiico PCR xm

& > C @& genomeucscedu/cgi-bin/hgPer?hgsid=1375462843 DtlUitYuwDTQgOnOek8i1Bel3AF = p_target=ger %A, B 12 % @D 04

(1) Genomes >e e Tools Mirrors Dowi S Help About Us

UCSC In-Silico PCR

>chrisdsisaszg aeia2e000 5210f AACAGETTTTACCGCGTGTG CTCCACCCATCTCCCAACAG
AACAQCTTTTACCGCGTGTGEc ttkgeatg L BBt ttggaattttecaa

cgeoccctacgatigectpcectecccteacaccctgecceaggeccag
attggccacgtggggegcctgtaatcctactcactgcaccocttgggagt

gteacttggecac ttasacce
cccagtccagaageact; taggtgcagagcttcaggety
aggcgetgotgagagggectogecccgectetgecgecagetgeaccaca
= a tget, sgggagecas; gcaga,
ccaaggctcagtea 5

gagcctggaccctgtegteaccectctggaaaggaggatgtctigggaac
agtat gtcctggteaaggteaaga

tUGTT‘EGAﬁATGGGTGﬁAG I

Primer Melting Temperatures

Forward: 61.2 C aacagcttttaccgegtgty
Reverse: 62.8 C ctccacccatctoccaacag

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3.

Help

What is chr_alt & chr_fix?
Replicating in-Silico PCR results on local machine

Figure 3.5. Résultats de la confirmation. Un seul résultat est affiché ci-déssus, vérifiant que la taille et
le chromosome sont les méme que ceux de notre gene.
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives

La découverte de la famille ILC représente une avancée importante dans la
compréhension du développement du systeme immunitaire inné. Ces cellules jouent
différents roles physiologiques, notamment la protection de I'héte contre les infections, la
réparation des blessures et 'homéostasie. Parallelement au sous ensemble classique de
cellules T helper, les ILC peut également contribuer a I'immunité contre les agents
pathogénes fongiques dont le champignon le plus étudié est le Candida albicans. Trois
groupes d’ILC ont été définis : ILC1 qui exprime T-bet et sécréte I'IFNy ; ILC2 qui exprime
GATA3 et produit I'IL-5 et de I'IL-13 ; et ILC3 qui exprime le récepteur nucléaire RORyt et
sécréte I'lL-17 et IL-22. Les ILC ont une capacité d aider a contrbler l'infection et la
colonisation fongique. Cependant, de nombreux défis subsistent, y compris la nature de la
capacité fonctionnelle des ILC pendant la vie d’un individu "sain" ou pendant une

inflammation ou une infection.

RORVt, le facture de transcription codée par le géne RORC, est considéré comme
['un des principaux régulateurs du développement des ILC. Il est exprimé sélectivement
dans le thymus et d"autre tissus du systéme immunitaire ce qui lui donne un réle majeur. La
biologie de RORyt se développe a un moment important ou I'immunologie devient un

domaine de recherche plus large qui relie divers systemes physiologiques.

L objectif de ce travail est de désigner des amorces pour le géne RORC dans le but
d étudie, par PCR, son expression par les ILC lors des infections fongiques, pour une mieux
compréhension du devenir des infections fongiques et la recherche des thérapies

antifongiques.
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