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Résumé

Introduction : Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie pathogéne a
Gram négatif, non sporulée, aérobie et capable de provoquer plusieurs infections chez les
personnes immunodéprimées. Les réponses immunitaires innées de I'héte contre cette
bactérie nécessitent l'intervention de nombreuses cellules immunitaires y compris les
cellules lymphoides innées (ILCs), qui sont une population cellulaire qui répond rapidement
aux signaux provenant des tissus infectés ou endommagés et génére un ensemble de
cytokines qui régulent le développement des réponses antibactériennes. La diversité des
populations des ILCs est sous le contréle de multiples facteurs de transcription tels que T-
bet, qui contrble le développement et la maturation fonctionnelle des ILCsl et des
NKp46+ILCs3.

Objectifs : Concevoir des séquences d’oligonucléotides encadrant une partie du géne

TBX21 exprimé par les ILCs1 et les NKp46+ILCs3 au cours de l'infection par P. aeruginosa.

Matériel et méthodes : Dans ce travail, la base de données « Ensemble » a été utilisé afin
d’obtenir la séquence génomique spécifiqgue du géne TBX21. Ensuite, I'outil Primer-Blast du
site « www nchi.nih.gov » a été utilisé pour élaborer les amorces spécifiques nécessaires a
'amplification de ce géne par PCR. Et enfin, la vérification de la fiabilité des paires

d’amorces sélectionnées a été faite par I'outils PCR in silico.

Résultats : L'utilisation de [l'outil Primer-BLAST nous a permis d’obtenir trois paires

d’amorces répondant a tous les critéres de choix de bonnes amorces.

Conclusion : En conclusion, les amorces choisis peuvent étre utilisées pour I'étude de

I'expression du gene TBX21 dans diverses études ultérieures.

Mots clés : Amorce, TBX21, ILCsl, NKp46+ILCs3, Primer-BLAST, Pseudomonas

aeruginosa.
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Abstract

Introduction: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is a Gram-negative, non-spore-
forming, aerobic, pathogenic bacterium capable of causing multiple infections in
immunocompromised individuals. The host's innate immune responses against this
bacterium require the intervention of numerous immune cells, including innate lymphoid cells
(ILCs), which are a cell population that responds rapidly to signals from infected or damaged
tissue and generates a set of cytokines that regulate the development of antibacterial
responses. The diversity of ILC populations is under the control of multiple transcription
factors such as T-bet, which controls the development and functional maturation of ILCsl
and NKp46+ILCs3.

Objectives: Design oligonucleotide sequences framing a part of the TBX21 gene expressed

by ILCs1 and NKp46+ILCs3 during bacterial infection by Pseudomonas aeruginosa.

Material and methods: In this work, the “Ensemble” database was used to obtain the
specific genomic sequence of the TBX21 gene. Next, the Primer-Blast tool from the “www
ncbi.nih.gov” website was used to develop the specific primers required for PCR
amplification of this gene. Finally, the reliability of the selected primer pairs was verified using
the in silico PCR tool.

Results: Using the Primer-BLAST tool, we obtained three pairs of primers meeting all the

criteria for choosing good primers.

Conclusion: In conclusion, the chosen primers can be used for the study of the expression

of the TBX21 gene in various subsequent studies.

Key words: Primer, TBX21 Gene, ILC1, NKp46+ILCs3, Primer-BLAST, PCR, Pseudomonas

aeruginosa.
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Introduction

Introduction

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie ubiquitaire a Gram négatif
qui peut provoquer un grand nombre des infections chronique et aigués (Reynolds et Kollef
2021). Cette bactérie se caractérise par une grande capacité a former des biofilms qui la
protégent des stress environnementaux environnants, empéchent la phagocytose et
conférent ainsi une aptitude de colonisation et de persistance élevées (Moradali, Ghods, et
Rehm 2017). De plus, cet agent pathogéne représente une résistance intrinseque élevée
aux antibiotiques ce qui lui permet de nuire aux cellules hotes, de moduler les mécanismes
immunitaires adaptatifs humains et de provoquer ainsi |'apparition de nouvelles infections
(Qin et al. 2022).

L'immunité innée représente une premiére ligne de défense importante face aux
infections bactériennes. Elle comprend plusieurs types de cellules, notamment les cellules
lymphoides innées (ILC, innate lymphoid cells) qui représentent un sous-ensembles de
lymphocytes innées récemment décrit comme une famille croissante de cellules effectrices
résidentes dans les tissus périphériques et les barrieres muqueuses (Kotas et Locksley
2018; Nagasawa, Spits, et Ros 2018). Les ILCs sont un groupe hétérogene des lymphocytes
sans récepteurs antigéniques réarrangés des lymphocytes T (TCR, T cell receptor) ou des
lymphocytes B (BCR, B cell receptor) et n'expriment pas de marqueurs de lignée (Lin -)
(Artis et Spits 2015). Ce sont des cellules a longue durée de vie, auto-renouvelées, ont une
plasticité remarquable et peuvent acquérir des mémoires immunologiques pour une
surveillance immunitaire efficace (Tsymala et Kuchler 2023). En se basant sur I'expression
de facteurs de transcription et sur la production de diverses cytokines, les ILCs se divisent
en trois populations (ILC1s, ILC2s et ILC3s) dont le développement de ces cellules est piloté
par le facteur de transcription inhibiteur de la liaison & 'ADN (Id2, Inhibitor of DNA binding)
(Tsymala et Kuchler 2023; Constantinides et al. 2014). Les ILCs jouent un réle important
dans la défense immunitaire contre les microbes, la régulation de lI'immunité adaptative, le
remodelage tissulaire, ainsi que la réparation et I'homéostasie (Nagasawa, Spits, et Ros
2018).

La protéine T-box exprimée dans les cellules T (T-bet, T-box protein expressed in T
cells) codé par le géne Thx21 (TBX21, T-box transcription factor protein 21) est un facteur de
transcription essentiel pour 'engagement des lymphocytes T helper (Th) dans la lignée Th1
et I'activation de la transcription du géne IFN- y. Cette protéine joue un réle important dans
les cellules immunitaires innées et adaptatives (Oh et Hwang 2014). Dans les ILCs, T-bet
contrble la plasticité des RORyt+ILC (RORyt, Retinic-acid-receptor-related orphan nuclear
receptor gamma t), induit I'expression de linterféron gamma (IFNy, gamma interferon),

réprime la production d'interleukine 17A (IL-17A, interleukin 17A) et empéche I'expression de

1
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récepteur de I'lL-7 (IL-7R, interleukin 7 receptor) (Lazarevic, Glimcher, et Lord 2013). T-bet
régule également les programmes transcriptionnel nécessaires au développement des ILC1s
ce qui leur permet de sécréter I'IlFN-y et de répondre aux agents pathogénes intracellulaires
(Nabekura et Shibuya 2021).

L’étude de l'importance de l'expression du T-bet par les ILCls impliqués dans
I'élimination des infections bactérienne nécessite plusieurs outils de biologie moléculaire,
notamment la réaction en chaine par polymérase (PCR) qui est une technique d'amplification
d'acide nucléique utilisée pour dénaturer et renaturer de courts segments de séquences
d'acide désoxyribonucléique (ADN) a l'aide de I'enzyme ADN polymérase |, connu sous le
nom d'ADN Tag (Lorenz 2012). La réalisation d’'une PCR requiert plusieurs paramétres dont

I'utilisation des amorces spécifiques constituent une étape clé dans sa réussite.

Dans ce sens, notre travail consiste a concevoir des amorces qui serviront a
amplifier la séquence d’oligonucléotide encadrant 'exon 1 de géne TBX21 exprimé par les
ILC1s et NCR+ILC3s qui contribue a I'élimination des infections bactériennes, notamment

celles qui sont causées par P. aeruginosa.
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1.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) a été décrit pour la premiere fois par le
pharmacien Francais Carle Gessard en 1882. Cette bactérie en culture peut produire un
certain nombre de pigments. Parmi ces pigments, Gessard décrivait la pyocyanine, un
composé phénazine bleu, vert qui posséde a la fois des propriétés antimicrobiennes et
toxigues. Le hom Pseudomonas est devisé en deux mots grecs : Pseudo signifie « faux »,
monas signifie « unité unique » et aeruginosa « bleu verdatre » provient du latin aerligd qui
signifie « cuivre rouillé » (Diggle et Whiteley 2020).

1.1.1. Généralités

P. aeruginosa est un batonnet a Gram négatif, aérobie et non sporulé, et mesure
environ 1 a 5 um de longueur et 0,5 a 1,0 um de largeur (Kerr et Snelling 2009). En présence
d’'oxygene, cette bactérie utilise la voie glycolytique pour la dégradation du glucose. En
revanche, dans des conditions anaérobies, elle utilise 'azote comme accepteur d’électrons
(De Sousa et al. 2021). P. aeruginosa possede des pili et des flagelles qui sont importants
pour sa motilité et sa virulence (Burrows 2012). |l pousse bien a 37 degré Celsius (°C), mais

il capable de survivre dans des températures allant de 4 a 42 °C (Stover et al. 2000).

Les premiéres études utilisant la phylogénie du génome principal de polymorphisme
mononucléotidique (SNP, single nucleotide polymorphism) ont subdivisé les souches de P.
aeruginosa en deux groupes, le premier groupe comprend la souche PAOL et le deuxieme
groupe comprend la souche PA14 (Freschi et al. 2019). La séquence compléte du génome
de la souche P. aeruginosa de type PAO1 a été publiée par Stover et d'autres collaborateurs
en 2000 (Stover et al. 2000). Cette souche se caractérise par un génome trés vaste et
complexe, d'environ 6,3 Mbp , codant pour 5 700 génes, dont 5 584 cadres de lecture
ouverts (ORF, open reading frames) prédits(Ozer, Allen, et Hauser 2014). Aussi, il posséde
un génome en mosaique, composé de nombreux génes centraux intercalés par des blocs de
genes spécifiques a la souche, et ce génome a été classé en trois groupes en fonction de
ses caractéristiques : le génome central, le génome accessoire et le pan-génome(Valot et al.
2015).

1.1.2. Facteurs de virulence de P. aeruginosa

Le potentiel d'infection de P. aeruginosa provient de la présence de facteurs de
virulence et de sa capacité a résister a plusieurs antibiotiques (Diggle et Whiteley 2020). Ces
facteurs peuvent étre classés en facteurs de virulence associés aux cellules ou

extracellulaires (Granato et al. 2018). Les facteurs de virulence associés aux cellules sont
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importants pour le processus de colonisation bactérienne et ils sont sécrétés et lies a
I'enveloppe cellulaire. On outre, les facteurs de virulence extracellulaire sont libérés par P.
aeruginosa apres colonisation et sont sécrétés dans le milieu extracellulaire(Kung, Ozer, et
Hauser 2010).

1.1.2.1. Flagelle

P. aeruginosa posséde un seul flagelle polaire, composé d'une protéine flagelline
nommée FIiC. Le flagelle est constitué d'un corps basal et d'un moteur situés a l'intérieur de
la membrane cellulaire, d'une tige qui s'étend a travers le peptidoglycane et les couches
externes de la cellule, a laquelle sont attachés le crochet et le filament (Guttenplan et Kearns
2013). Le flagelle est nécessaire a la motilité, a I'adhésion aux cellules et & la formation d'un
biofilm.

1.1.2.2. Pili ou fimbriae

P. aeruginosa posséde une structure filamenteuse sur leurs surfaces appelées pili ou
fimbriae, ils sont compose de milliers de molécules d'une petite protéine monomere appelée
la piline (Jacobsen et al. 2020). lls sont des structures essentielles a l'initiation de linfection
en assurant la motilité et I'adhésion. Aussi, ils contrdlent la motilité des contractions

utilisées pour une colonisation rapide de différentes surfaces (Tala et al. 2019).
1.1.2.3. Lipopolysaccharide

La plupart des bactéries a Gram négatif posséde un composant structurel classique
important de la membrane externe (MO, outer membrane) qui est le lipopolysaccharide
(LPS). C’est un agoniste puissant qui déclenche une forte immunité inflammatoire innée. Il
est composé de trois domaines : le lipide A, la région centrale et l'antigene O ou O-
polysaccharide (OPS)(Maldonado, Sa-Correia, et Valvano 2016). Il joue un rdle important
dans la régulation de linteraction des bactéries avec leur héte et constitue la principale
cause de dégénérescence tissulaire et de dommages chroniques (figure 1.1)(King et al.
2009).
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Figure 1.1. Structure du LPS (Steimle, Autenrieth, et Frick 2016). man : mannose, rha :

rhamnose, abe : abéquose, gal : galactose, gln : glucosamine, P : groupe phosphate.

Le lipide A est un glycolipide hydrophobe qui ancre les deux autres fragments du LPS
dans la MO et médie I'endotoxicité. Il est composé d'un squelette diglucosamine biphosphate

avec des acides gras liés O et N. (Figure 1.2)(Lam et al. 2011).

Lipide A

Figure 1.2. Structure chimique du lipide A de P. aeruginosa(Scott et al. 2017).

L’OPS est une longue chaine périphérique hautement variable et immunogéne de
polysaccharides répétitifs. Deux formes de LPS sont exposées a la surface bactérienne,
appelées « coiffées » lorsque I'OPS est présente ou absente, respectivement (Lam et al.
2011). De plus, Les souches de P. aeruginosa peuvent produire deux types différents
d'antigene O (bandes A et B) dans la méme cellule. La bande A (antigene commun)
provoque une faible réponse en anticorps. C'est un homopolymére de d -rhamnose (d -Rha),
d’'une longueur d’environ 70 sucres. En revanche, la bande B (antigéne spécifique) est
hautement immunogéne et peuvent étre reconnues par les anticorps spécifiques de O, ce

qui a permis l'identification d'au moins 20 sérotypes majeurs (King et al. 2009).
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1.1.2.4. Biofilm

Les biofilms bactériens sont des agrégats coloniaux structurés de cellules, le plus
souvent noyés dans une matrice de substances polyméres extracellulaires (EPS,
extracellular polymeric substances), et constitue I'une des stratégies clés pour la survie des
espéces lors de changements inattendus des conditions de vie comme les fluctuations de
La matrice du biofilm de P. aeruginosa comprend principalement des polysaccharides, de

désoxyribonucléique extracellulaire (ADNe, extracellular deoxyribonucleic), des protéines et

Le développement des biofilms est divisé en cing étapes (Figure 1.3) :

(1) L’attachement réversible, ou les cellules s’attachent au substrat au moyen de leurs
flagelles.

(2) Un flux continu des cellules mobiles vers le site d'initiation de biofilm conduit a la
formation des microcolonies. A ce stade, les pili maintiennent une motilité de contraction
(Rasamiravaka et al. 2015).

(3) Une prolifération cellulaire et la perte des organites de maotilité marquent le début de la
maturation du biofilm. Dans ce stade, on observe une régulation positive exponentielle de
certains génes (Ma et al. 2009).

(4) Une fois la maturation et I'épaississement du biofilm sont terminés, le tapis cellulaire
monocouche initial se transforme en une structure tridimensionnelle et adopte
structurellement un assemblage multicellulaire en forme de champignon.

(5) et enfin, la derniere étape est le détachement des cellules individuelles ou d’agrégats du
biofilm, conduisant a la dispersion des cellules dans l'environnement, qui peuvent

reformer un nouveau biofilm (Taylor, Yeung, et Hancock 2014).
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Figure 1.3. Cycle de développement du biofilm de P. aeruginosa (Thi, Wibowo, et Rehm
2020).

1.1.2.5. Facteurs sécrétés
1.1.2.5.1. Exotoxine A

L’exotoxine A est un facteur de virulence le plus toxique. Il est subdivisé en trois
domaines structurels importants et un sous-domaine mineur (Javanmardi et al. 2019). Le
domaine N-terminal est composé d'un brin B antiparalléle et est responsable de la fixation
aux cellules hétes. Le domaine intermédiaire composé de six hélices a posséde une activité
de translocation membranaire, et le domaine C-terminal est le fragment toxique. Le sous-

domaine mineur peut étre supprimé sans perte d'activité toxique (Michalska et Wolf 2015).

L’exotoxine A provoqué [linhibition de la production de Tlinterleukine 18 (IL,
interleukin) et diminue la sécrétion de facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a, tumor
necrosis factor alpha), IL-6 et IL-8. Aussi, il est impliqué dans I'activation de deux caspases

qui sont nécessaires dans le processus d’apoptose (Wolf et Elsdsser-Beile 2009).
1.1.2.5.2. Enzymes protéolytiques

P. aeruginosa libére une quantité important de protéases extracellulaires, qui sont les
élastases LasA, LasB, la protéase alcaline et la protéase de type IV (PIV) (Jurado-Martin,
Sainz-Mejias, et McClean 2021).

LasB, le principal facteur de virulence extracellulaire, est une métalloprotéase zinc-
dépendante de la famille des thermolysines codée par le gene lasB (Gellatly et Hancock

2013). Elle est impliquée dans le clivage des protéines de I'h6te, notamment les cytokines,
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LasA est une sérine protéase codée par le gene lasA. Son expression a été corrélée a la
résistance aux antibiotiques dans les isolats cliniques de P. aeruginosa (Jurado-Martin,
Sainz-Mejias, et McClean 2021).

La protéase alcaline est une métalloendopeptidase dépendante du zinc codé par le
gene aprA. Elle permet le clivage des monomeres de flagelline libres et peut réduire la
clairance mucocillaire des bactéries en activant le canal sodique épithélial (ENaC, epithelial
sodium channel)(Butterworth et al. 2012). Elle contribue également a la sécrétion d'autres
facteurs de virulence comme la pyruvate carboxylase( PYC, Pyruvate carboxylas) (liyama et
al. 2017).

La protéase de type IV est une sérine protéase qui est codée par le géne piv
(Conibear et al. 2012). Elle joue un r6le important dans la pathogenése de P. aeruginosa

dans les poumons et favorise I'évasion immunitaire en dégradant le plasminogene, et les

1.1.2.5.3. Pyocyanine

La pyocyanine est un métabolite secondaire rédox responsable de la couleur bleu-
verdatre des colonies de P. aeruginosa en culture. Cette protéine est capable d’augmenter
les espéces réactives de l'oxygéne (ROS, reactive oxygen species) et peroxyde
d’hydrogéne (H,O,, hydrogen peroxide) intracellulaires, qui provoque un stress oxydatif et
endommagent les composants du cycle cellulaire (Hall et al. 2016). Ainsi, elle induit
également la libération de ROS mitochondriales et conduit a I'apoptose des neutrophiles
(Manago et al. 2015).

1.1.4. Aspect épidémiologique

P. aeruginosa se caractérise par sa capacité élevée d’adaptation a différents
environnements. Ce germe est détecté dans une grande variété d'habitats, y compris le

2011).

Les infections a P. aeruginosa sont fréequentes chez les personnes immunodéprimées
telles que les patients atteints du le diabéte sucré incontrélé, de la fibrose kystique, du
cancer, et du SIDA (Mulcahy, Isabella, et Lewis 2014). Cette bactérie est responsable
d’infections nosocomiales qui se manifestent par une pneumonie, des infections des voies

urinaires, une bactériémie et des infections du site opératoire

1.1.5. Résistance de P. aeruginosa
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P. aeruginosa présente une résistance a plusieurs antibiotiques, notamment les
quinolones, les B-lactamine, les aminosides les fluoroquinolones et les polymyxines(Hancock
et Speert 2000). Les mécanismes de résistance aux antibiotiques de cette bactérie peuvent

étre classés en trois groupes : intrinséque, acquise et adaptative (Horcajada et al. 2019).
1.1.5.1. Résistance intrinséque

Dans cette résistance, la bactérie fait référence a sa capacité inné a diminuer I'efficacité d’'un
antibiotique spécifique grace a des caractéristique structurelles fonctionnelles inhérentes
(Uddin et al. 2021). Elle posséde un niveau élevé de résistance intrinséque a la plupart des
antibiotiques grace a une perméabilité restreinte de la membrane externe, des systemes
d'efflux qui pompent les antibiotiques hors de la cellule et la production d'enzymes inactivant

les antibiotiques (Breidenstein, De La Fuente-Nufez, et Hancock 2011).
1.1.5.2. Résistance acquise

Les mécanisme acquis peuvent étre induits par mutations génétiques
chromosomiques ou par transfert horizontal. La résistance acquise de P. aeruginosa
contribue grandement au développement de souches multirésistantes, ce qui augmente la
difficulté d'éradiquer ce micro-organisme et conduit davantage a des cas d'infections
persistantes (Pang et al. 2019).

1.1.5.3. Résistance adaptative

La résistance adaptative augmente la capacité d'une bactérie a survivre a une
attaque aux antibiotiques en raison d'altérations transitoires de I'expression des géenes ou
des protéines (Sandoval-Motta et Aldana 2016). Chez P. aeruginosa, les mécanismes de
résistance adaptative les mieux caractérisés sont la formation de biofilm et la génération de

cellules persistantes (Taylor, Yeung, et Hancock 2014).
1.2. Les cellules lymphoides innées
1.2.1. Historique

La reconnaissance des lymphocytes constitue une étape majeure pour bien
comprendre l'immunité. Ce travail a ét¢ commencé dans la moitié du XIX*™ siécle lorsque
Gabriel Andral et William Addison ont fait la premiére description des leucocytes en 1843
(Addison 1843). Ensuite, Paul Ehrlich a identifié les cellules myéloides et les cellules
lymphoides comme des lignées distinctes de globules blancs par une technique de
coloration et comptage des cellules sanguines ; mais cela a pris encore un siécle pour
distinguer les lymphocytes T et les lymphocytes B (Nossal et al. 1968). Puis, en 1975

Kiessling et ses collaborateurs ont découvert la premiére population de cellules

9
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lymphocytaires innées (ILC, innate lymphoid cells): les cellules natural killer (NK, natural
killer cell) (Herberman et al. 1975). Ce type des cellules ont été identifiées comme des
lymphocytes non T et non B qui ont la capacité d'une activité cytotoxique spontanée contre
les cellules tumorales sans nécessiter dimmunisation préalable (Kiessling, Klein, et Wigzell
1975). Par la suite, en 1997, R.E. Mebius et ses collaborateurs montrérent qu’il y a une
deuxieme population de cellules lymphocytaires innées, les cellules inductrices du tissu
lymphoide (LTi, lymphoid tissue inducer cells). Ces cellules sont essentielles au
développement des ganglions lymphatiques périphériques et des plaques de Peyer au cours

de la vie embryonnaire (Mebius, Rennert, et Weissman 1997).

Dans les années 2008 et 2011, des études ont montré l'existence de nouvelles
cellules lymphocytaires innées qui sont les cellules NK22, récepteur orphelin lié au récepteur
de l'acide rétinoique (RORyt, Retinic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor gamma
t), récepteur naturel déclenchant la cytotoxicité (NKp46+, natural receptors triggering
cytotoxicity), NK-LTI, aussi les nuocytes ou les natural helper cells (Cella et al. 2009). Les
ILCs et ont été classées en trois catégories : les ILC de type 1 (dont font partie les cellules
NK), les ILC de type 2 et ILC de type 3 (dont font partie les LTi) (Spits et al. 2013).

1.2.2. Développement et localisation

A partir des cellules souches hématopoiétiques (CSH, Hematopoietic stem cells), il
est possible d’obtenir les deux lignées cellulaires les plus importantes qui sont les cellules de
la lignées myéloides et les cellules de la lignée lymphoides (Lee et Hong 2020). Ce dernier
est a son tour divisé en deux types fondamentaux de lymphocytes qui sont les lymphocytes
adaptatifs (T et B) et les lymphocytes innées (ILCs, NK, LTi). La distinction entre ces deux
types se fait par les facteurs de transcriptions qui orchestrent leur développement (Kotas et
Locksley 2018).

Avant la naissance, le développement des ILCs se fait dans le foie focetal ou les
précurseurs des cellules lymphoides innées (ILCP, innate lymphoid cell precursor) sont
généreés a partir des cellules souches hématopoiétiques CD34+. Dans ce compartiment, les
ILCP qui expriment RORyt et produisent I'lL-17A indiquent un phénotype ILC3 alors que les
ILCP qui produisent l'interféron de type gamma (INFy, Interferon gamma) ou IL-13 peuvent
différenciés en ILC1 et ILC2(Lim et al. 2017).

Aprés la naissance, le développement des ILCs se produit dans la moelle osseuse et
commence comme pour les lymphocytes B et T par un progéniteurs entierement lymphoides
(ALP, all lymphoid progenitors) contenant I'antigéne lymphocytaire Ly6 membre de la famille
D(Ly6D ", lymphocyte antigen 6 family member D) progéniteurs lymphoides communs (CLP)

et qui expriment des niveaux élevés d’IL- 7Ra+ et indépendant de le signalisation yc (Harly
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et al. 2018). Ces ALP peuvent se différencier en progéniteurs précoces ILC (EILP, early ILC
progenitors) qui sont caractérisés par Lin-, Facteur de transcription 7 spécifique des
lymphocytes T (Tcf7 * ,Transcription factor 7 T cell specific), I'intégrine a4B7 *, le récepteur
2B4%, CD127 7, antigéne 1 des thymocytes (Thyl =, Thymocyte antigen 1), CD25 -, CD122 ",
récepteur 6 de chimiokine a motif C-X-C (CXCR6-, C-X-C motif chemokine receptor 6) et qui
peuvent exprimer tous les facteurs de transcriptions qui sont nécessaires pour le
développement des lymphocytes innées comme le facteur nucléaire IL-3 induit (Nfil3, nuclear
factor IL-3 induced), protéine de boite de groupe & haute mobilité associée a la sélection des
thymocytes (Tox, thymocyte selection-associated high mobility group box protein) ,inhibiteur
de la liaison a 'ADN2 (Id2, inhibitor of DNA binding 2), et facteur de transcription 3 lié a
l'avorton (Runx3, runt-related transcription factor 3) mais ils n’expriment pas le CD127
(Ghaedi et Takei 2021). Il y a deux étapes successives de précurseurs : EILP spécifiés
(FIt3 " Zbtb16 ) et EILP engagés (FIt3'°Zbtb16 ™). Ces derniéres sont des progéniteurs
engageés de cellules NK et d'ILC (Harly et al. 2019). Les EILP jouent un r6le important car ils
sont des intermédiaires entre les ALP et les ILCP(Harly et al. 2018). Les EILP se
différencient en progéniteurs ILC de type assistant commun (CHILP, common helper-like ILC
progenitors)(Klose et al. 2014). Les CHILP sont identifié<s comme des cellules Lin~
Id2 " CD127 * CD25 "a 4 B ;" dont le principal role d’'ld2 est d’empécher le développement
I'expression de facteurs de transcription doigt de zinc de la leucémie promyélocytaire (PLZF ;
codé par le Zbtb16, promyelocytic leukaemia zinc finger protein) et la protéine de liaison
GATA 3 (GATA3, GATA binding protein 3), les CHILP peuvent se diviser en deux sous-
ensembles : GATA-3 ° PLZF ~ et GATA-3 " PLZF *. Les GATA-3 ° PLZF ~ CHILP possédent
la capacités a produire des LTi alors que les GATA-3 " PLZF+ CHILP sont appelés

précurseurs engagés des ILC (ILCP) qui peuvent exprimés le marqueur de la mort cellulaire

Les ILCP, également appelés précurseur lymphoides a  (aLP, a -lymphoid
precursor ), sont des précurseurs uni- et multipotentes qui perdent leurs capacités a produire
caractérisés par l'absence d'expression de FIt3 et la présence a leur membrane de l'intégrine
0437 et du récepteur de chimiokine de type 6 (CXCR6 , C-X-C chemokine receptor type 6
).La génération des ILCP repose sur I'expression d’'un grand nombre des facteurs de
transcription tels que le virus de I'érythroblastose aviaire E26 (ETS1, avian erythroblastosis

virus E26 homologue-1) (Gronke, Kofoed-Nielsen, et Diefenbach 2016) qui sont nécessaires

11
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pour la différenciation des ILCs et leur déplacements vers les tissus périphériques (Crinier et
al. 2017).

Les EILP se différencient également en progéniteurs pré-NK (NKP, natural killer
progenitors) qui sont des cellules Lin~ NK1.1 DX57 CD122" et caractérisés par
I'expression de la chaine B du récepteur IL-2/IL-15 (CD122). Les NKP se différencient en NK

Moelle osseuse Tissus périphériques
| — \ [ \
[ NK -
.\.\.__ /
I s
cD122+ NKP ILC1
oS CD127+
CD25-
I A4B7+ GATA-3*
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Figure 1.4. Développement des cellules lymphoides innées(Ghaedi et Takei 2021). Les

EILP (early ILC progenitors) se différencient en deux majeurs progéniteurs qui sont les NKP (natural Kkiller
progenitors) et les CHILP (common helper-like ILC progenitors). Les NK se développent a partir les NKP alors
que les CHILP se différencient en deux précurseurs : les ILCP et les LTip qui donnent les LTi. Les sous
populations des ILC (ILC1, ILC2 et ILC 3) se développent a partir les ILCP. Le développement des ILCs est sous
le contrdle des facteurs de transcription tels que : 1d2 (inhibitor of DNA binding 2), et facteur de transcription 3 lié
a l'avorton (Runx3, runt-related transcription factor 3), PLZF (facteurs de transcription doigt de zinc de la leucémie
promyélocytaire), GATA 3 (la protéine de liaison GATA 3).

1.2.3. Sous populations

Les ILCs sont devisées en quatre groupes: ILC1, ILC2, ILC3 et ILC régulateur
(ILCregs) en fonction de leur expression de cytokines et de facteurs de transcriptions (Spits
et al. 2013).

1.2.3.1.ILC de type 1

Les ILC1s (figurel.5) sont elles-mémes divisées en 3 sous populations qui sont les

cellules NK conventionnelles (NKc, Conventional natural killer) et ILC1s auxiliaires du type
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2013) (Figure 1.5).

Les ILC1s se localisent dans les tissus lymphoides associes aux muqueuses, dans le
foie et dans la caduque de l'utérus (Juelke et Romagnani 2016). et jouent un réle important
dans le contrdle des parasites intracellulaires (the Immunological Genome Consortium et al.

2015). Ces cellules sont capables de produire I'interféron- gamma (IFN-y) (Colonna 2018).

Les ILCls intraépithéliales sont capable d’initier des réponses IFN-y contre les
agents pathogénes (Kansler et Li 2019). Elles expriment le CD103, CD9, Eomesodermine
(Eomes) et CD160. Ces cellules sont indépendantes de I'lL-15 Ra pour leur développement

2010).

Les NKc sont une population lymphoide effectrice ayant la capacité de lyser les
cellules tumorales (Herberman et al. 1975). Ces cellules représentent 5 a 15% des
lymphocytes sanguins chez 'homme. Ces cellules circulent dans tout le corps pour détecter
et éliminer directement les cellules infectées et transformées. Elles sont caractérisées par
I'expression du NKp46 et autres molécules comme CD56,CD16 et CD94 ; ainsi que par
I'expression de récepteur du lymphocyte T (TCR, T cell receptor) et le récepteurs activateurs,
inhibiteurs supplémentaires(Romagnani et al. 2007 ; Vivier et al. 2008). Les cNK se résident
dans les tissus dans plusieurs organes et ont besoin de I'lL-12 pour la production d’IFN-y.
Elles sont caractérisées par I'expression des facteurs de transcription comme : T-box-

expressed-in-T—cells (T-bet) et Eomes (Villanova et al. 2014).

ILCs de type 1

/ l \ )

Intraépithélial

cD16 f) -l CD56

T-bet =23 Eomes <+——
Eoems <N&//\> @
| - CcD9%4

TCR
NKp46

l IFNy

Elimination des cellules
ntrole des parasites infectées et transformées

Figure 1.5. Sous populations des ILC de type 1 (D. E. Cherrier, Serafini, et Di Santo

2018). ILC, innate lymphoid cells ; NKc, Conventional natural killer ; IFNy, Interferon gamma ; TCR, T cell

receptor ; T-bet, T-box-expressed-in-T—cells ; Eoems, Eomesodermine ; CD, cluster of differenciation ; NKc,

conventional natural killer cell ; IL, Interleukin.
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1.2.3.2. ILC de type 2

Les ILC2s (figurel.6) sont les équivalents innés du TH2. Elles sécretent I'IL-5, I'IL-13,
IL-9 et IL-10 et se localisent chez ’homme au niveau des poumons, des tissus adipeux, des
amygdales et l'intestin foetal. Ces cellules expriment le CD161, I'lL-7Ra, I'IL-2Ra, I'lL-33R, la
molécule homologue du récepteur chimioattractant du récepteur de la prostaglandine D2 et
les facteurs de croissance GATAS, récepteur nucléaire orphelin ROR alfa (RORa , orphan
nuclear receptor ROR alfa), 1d2 et NFIL3 (Wong et al. 2012).

Les ILC2s sont impliqués dans les réponses immunitaires contre les infections par les
helminthes, et aussi dans la pathogenése de maladies inflammatoires et les infections
virales. Elles favorisent également la réparation des tissus (Juelke et Romagnani 2016)
(figure 1.6).

Les ILC2 peuvent étre regroupées en deux sous-ensembles : ILC2 naturelles et ILC2
inflammatoires. Les ILC2s naturelles, aussi appelées ILC2 homéostatiques (nILC2,
homeostatic or natural ILC2) sont induites par I'lL-33 dans les tissus barriéres et sont
impliguées dans la réparation des tissus et la biogenése de la graisse beige avec leur role
majeur dans la protection immunitaire (Y. Huang et Paul 2016). On outre, les ILC2s
inflammatoires (iILC2, inflammatory ILC2) sont induites par I'lL-25 et sont considérées
comme des progéniteurs ILC transitoires mobilisés par 'inflammation et I'infection (Y. Huang
et al. 2015).

Les amygdales Tissu adipeux Poumons Intestin feetal

ILCs de type 2

IL-2Ra j CO161
RORa :
GATA3
1d2 4 "
(IL-17a \
NFIL3 IL-33R Y \‘
IL-5, IL-13
IL-9, IL-10
Réponse immunitaire contre les helminthes.
La pathogénése de maladies inflammatoire et

Infection virale.
La réparation des tissus
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Figure 1.6. Sous population des ILCs de type 2 (Walker et McKenzie 2013). IL, Interleukin;
GATAZ3, binding protein; RORa, orphan nuclear receptor ROR alfa; Id2, inhibitor of DNA binding 2; NFIL3, nuclear

factor IL-3 induced; ILC, innate lymphoid cell; CD, clusters of differenciation.

1.2.3.3. ILCs de type 3

Les ILC3s (figurel.7) sont parmi les premiéres cellules immunitaire & ensemencer le
tissu intestinal. Ces cellules se caractérisent par I'expression du facteur de transcription
RORyt qui est essentiel pour leur développement. Elles sont trés importantes pour la
régulation de la réaction inflammatoire, de 'immunité dans le tractus gastro-intestinal et les
tissus lymphoides associes (Melo-Gonzalez et Hepworth 2017). Les ILC3s jouent un réle
important dans le développement des réponses immunitaires protectrices contre les
infections bactériennes extracellulaires (Rankin et al. 2016). Elles produisent les cytokines
de Th1l7 et Th22 tels que IL-17A/F, IL-22 (Reynders et al. 2011). Les ILC3s se devisent en
deux sous populations importantes, les ILC3 (NKp46) et LTi (Figure 1.7)(Rankin et al. 2016).

Les LTi se caractérisent par I'expression de récepteurs naturels de cytotoxicité (NCR,
natural cytotoxicity receptors) donc elles sont identifiés comme des cellules NCR+ ILC3
(Klose et al. 2013). Elles sont considérées comme un sous ensemble des ILC3s parce

gu’elles sont capables de secréter I'lL-22 et d’initier une réponse immunitaire contre les

d'antigene CD83, CCR6, le récepteur de chimiokine C-X-C de type 5 (CXCRS5, C-X-C
chemokine receptor type 5), le ligand Notch 1 canonique de type Delta (DLL1, Delta Like
Canonical Notch Ligand 1), antigéne lymphocytaire 6 membre de la famille C (Ly6C,
lymphocyte antigen 6 family member C) et la protéine de mort cellulaire programmée 1 (PD-
1, Programmed cell death protein 1). Les LTi expriment également des régulateurs de
transcription tels que la protéine 2 de réponse a la croissance précoce (Egr2, Early growth
response protein 2), Inhibiteur de différenciation 1 (Id, Inhibitor of Differentiation 1),
linhibiteur de différenciation 3 (Id3, Inhibitor of Differentiation 3), des cytokines, des
chimiokine et des facteurs de croissance tels que IL-17F, le ligand de chimiokine a motif C-C
21 (CCL21, C-C motif chemokine ligand 21)(Zhong et al. 2016). Enfin, la fonction principale
des LTi, en association avec les populations organisatrices des tissus lymphoides
endothéliaux, est 'organogenése des tissus lymphoides secondaires périphériques tels que
le ganglion lymphoide mésentérique et les plaques de Peyer dans lintestin gréle mais elles

sont également impliquées dans le développement, l'activation et le fonctionnement des
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Les ILC3 NKp46 sont identifites comme CCR6- ILC3 Lin—-NKp46+NK1.1low/-

peuvent étre impliquées dans les réponses immunitaires contre les agents pathogénes et la

régulation de microbiote intestinal (Sanos et al. 2009).

ILC de type 3

ORyt

-

ILC3 NKp46
CCL21
Id1
ORyt
g

1d3

Egr2 pLL

Figure 1.7. Sous population ILC de type 3 (Melo-Gonzalez et Hepworth 2017). ILC, innate

lymphoid cell ; LTi, lymphoid tissue inducer cells, PD-1, programmed cell death 1 ; DLL1, Delta Like Canonical
Notch Ligand 1 ; CXCR5, C-X-C chemokine receptor type 5 ; Ly6c, lymphocyte antigen 6 family member C ; IL,
Interleukin ; NCR, natural cytotoxicity receptors ; CD, clusters of differenciation ; Id1, Inhibitor of Differentiation 1 ;
Id3, Inhibitor of Differentiation 3 ; Egr2, Early growth response protein 2 ; CCL21, C-C motif chemokine ligand 21 ;

RORyt, Retinic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor gamma t ; T-bet, T-box-expressed-in-T—cells.

1.2.3.4. ILC reg

C’est une nouvelle population des ILCs qui a été identifiée dans les intestins de
souris et d'homme par Wang et coll (Wang et al. 2017). Ces cellules proviennent d’'un
précurseur CHILP et expriment les facteurs de transcription ID3 et Sox4. Elles produisent
deux cytokines, IL-10 qui suppriment |'activation des ILCs1 et des ILCs3 et les facteurs de
croissance et de transformation béta (TGFB, Transforming growth factor-8) qui est

nécessaire au maintien des ILCregs (Wang et al. 2020).
1.2.4. Plasticité

Les ILCs, comme les sous-population des cellules Th, les macrophages et les
neutrophiles, ont la capacité a modifier leurs phénotypes et leurs fonctions en tant que

mécanisme d’adaptation a leur environnement tissulaire (Heinrich et Korangy 2022). Ce
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mécanisme est la plasticité des ILCs qui est déclenché par des signaux comme les facteurs
de transcription et les changements des conditions environnementales ou des agents
pathogenes. Ces signaux activent des voies de signalisations intracellulaires qui conduisent

a la productions des cytokines et I'expression des récepteurs et des marqueurs qui ne sont

La plasticité est considérée comme une clé majeure de I'hétérogénéité des ILCs et
joue un réle important dans lorientation et l'accélération de la réponse immunitaire.

unidirectionnelle et bidirectionnelle a été décrite dans les ILCs.
1.2.4.1. Plasticité NK/ILC1

Les NK et les ILC1s présentent des caractéristiques phénotypiques trés similaires
tels que leur capacité a sécréter I'INFy, I'expression de facteur de transcription T-bet et
également des différences entre les NK et les ILCls car ces derniers sont capables

d’exprimer plusieurs facteurs de transcription tels que 1d2, GATAS et PLZF alors que les NK

considérer les NK et les ILC1s comme deux populations distinctes donc il y a une plasticité

entre elles (De Salvo, Buela, et Pizarro 2020).

La plasticité NK-ILC1 est piloté par la signalisation de cytokine TGF-B qui est
essentiel pour la différenciation des ILC1 et qui stimule la conversion des cellules NK
(CD49a- CD49b+ EOMES+) en ILC1 intermédiaires (CD49a+ CD49b+ Eomes+) et en
population ILC1 (CD49a+ CD49b- Eomes int) dans le microenvironment tumoral (Gao et al.
2017).

Aprés une infection bactérienne, la sécrétion de I'lL-12 peut transformer les cellules
Eomes+NK en cellule Eomes- ILC1 (Park et al. 2019). L’expression de facteur de
transcription Eomes entraine la transformation des cellules T-bet+ ILC1 en cellules CD49b+
NK (Pikovskaya et al. 2016).

1.2.4.2 Plasticité ILC3/NK

Grace aux cytokines pro-inflammatoires IL-15 et IL-12, les ILCs3 peuvent se
transformer en cellules CD94+ T-bet+ Eomes+ NK. Les ILC3 transformés expriment aussi
les récepteurs NKG2A, NKG2C, CD56 et CD16 de cellules NK avec tous les composants de

la machinerie cytotoxiques (Raykova et al. 2017). En présence de [llL-1 B, cette
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transformation est inhibée par le facteur de transcription récepteur d'aryl d'hydrocarbone

(AHR, aryl hydrocarbon receptor)(Hughes et al. 2014).
1.2.4.3 Plasticité ILC1/ILC2

Au cours d’une inflammation dans les poumons et en réponse a I'lL-12 et I'lL-1, les

ILC2 résidentes deviennent capable d’exprimer T-bet et de sécréter I'lFN-y qui sont des

transformation conduit a I'expression dépendante de GATAS des cytokines de type 2 : IL-4,

IL-13 et I'lL-5 qui sont essentiels pour 'immunité antiparasitaire (Bal et al. 2016).
1.2.4.4 Plasticité ILC1/ILC3

Dans les tissus muqueux enflammés, I'lL-12, I'lL-2 et I'lL-15 sécrétées par les
cellules dendritigues conventionnelles (DC, conventional dendritic cell) et les monocytes
favorisent la différenciation de NKp44- et NKp44+ ILC3 en ILC1 exprimant la chaine a de
récepteurs de I'lL-7 (CD127) ce qui induit une régulation positive du T-bet et IL-12RB2
conversion des ILC1 CD127+ en ILC3 est induit par I'lL-2, I'lL-23 et I'lL-13, sécrétées par les
DC exprimant CD103 (intégrine aEb7) (Gronke, Kofoed-Nielsen, et Diefenbach 2016). L’IL-
23 entraine l'activation de facteur de transcription transducteur de signal et activateur de
transcription 4 (STATA4, signal transducer and activator of transcription 4) qui est responsable
de la transformation des ILC1s en ILC3s (Colonna 2018).

1.2.4.5 Plasticité ILC2/ILC3

Les ILC2 inflammatoires se différencient en cellules ILC3-Like en réponse a I'lL-1p,
IL-23 et TGF-B. La plasticité ILC2-ILC3 induit une régulation négative de GATA3 et une
régulation positive de I'expression de RORyt. Les ILC3-Like sont capables de sécréter I'lL-17

1.2.4.6 Plasticité ILC3 NCR-/ILC3 NCR+

La plasticité des ILC3NCR- en ILC3NCR+ se fait de facon dépendante du facteur de
transcription T-bet et de la voie de signalisation Notch (Crinier et al. 2017). Cette

transformation est inhibée par le TGF-§ (Viant et al. 2016).

1.2.4.7 Plasticité ilLC2/nILC2
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La voie de signalisation Notch a induit I'expression de récepteur orphelin C lié au
RAR (Rorc, RAR Related Orphan Receptor C) dans les nILC2s ce qui provoque une double
production d’IL-13 /IL17, convertissant nILC2s en ilLC2s (K. Zhang et al. 2017).

Figure 1.8. Plasticité des ILCs (Shao et al. 2021). ILC, innate lymphoid cell; IL, interleukin; TGF-8,

Transforming growth factor B; NK, natural killer cell; NCR, natural cytotoxicity receptors; nILC2, natural ILC2;
iILC2, inflammatory ILC2.

1.2.5. Fonctions des ILCs

Les ILCs sont des cellules immunitaires innées récemment décrites qui reflétent les
caractéristiques des lymphocytes T CD4+. Ces cellules sont capables de produire une large
gamme des cytokines qui jouent un rdle important dans divers processus immunologiques
(Mohammadi et al. 2018). Les ILCs semblent jouer des réles dans la protection de la barriére
épithéliale, les réponses immunitaires innées contre les micro-organismes infectieux, le
remodelage des tissus et l'organogenése lymphoide et l'inflammation. Une dérégulation de
ces cellules peut entrainer des pathologies chroniques telles que des allergies, une auto-
immunité (comme la polyarthrite rhumatoide) et une inflammation (c'est-a-dire une maladie
inflammatoire de l'intestin) (Yazdani et al. 2015) .

1.2.5.1. Réle des ILC1s

Apres infection des cellules de I'h6éte par un virus ou des bactéries, il y a une
production de plusieurs cytokines, telles I'lL-12, I'lL-15 et I'lL-18. Ces cytokines activent les
ILC1s qui secrétent les cytokines effectrices, IFN-y et TNF-a, qui sont a l'origine de

l'activation des macrophages et de la production de radicaux oxygéneés (Klose et al. 2014).
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La production d’IFN-y par les ILC1s est nécessaire pour la production du mucus (Klose et al.
2013).

Les ILC1s jouent un réle important dans les maladies inflammatoires de l'intestin humaine.
ILC1 est situé dans lamina propria qui exprime CD161 et CD127, il est probable que ces
cellules impliquées dans l'immunité contre les pathogénes intracellulaires (Bernink et al.
2013).

Chez les patients atteints d'une infection chronique par I'hépatite B, il y a une
augmentation des ILC1s, indiquant que cette population peut contribuer & l'immunité en

réponse a des agents pathogénes spécifiques chez ’'homme (Z. Yang et al. 2015).
1.2.5.2. Rble des ILC2s

L’activation des ILC2s se fait par les cytokines lymphopoiétine stromal thymique
(TSLP, thymic stromal lymphopoietin), IL-25, IL-33 et elles interviennent aprés l'infection par
des parasites (M. Cherrier 2014). Elles produisent I'lL-5 et I'lL-13 qui induisent la production
de matrice extracellulaire, I'activation de macrophage de type 2 (M2) ce qui permet

I'élimination des parasites et induction de la vasodilatation (Klose et Artis 2016).

Les ILC2s jouent un r6le important dans le tissu adipeux viscéral. Une fois ces
cellules sont stimulées par IL-33 dans le pancréas, elles peuvent inciter les cellules
dendritiques (DC, dendritique cells)a sécréter de l'acide rétinoique qui favorise la sécrétion
d'insuline par les cellules B et la régulation du glucose (Dalmas et al. 2017). Dans l'intestin,
les cellules épithéliales secrétent des niveaux élevés d’IL-25 a la suite d’'une infection par
des helminthes qui active I'ILC2s. Ces derniéres secrétent I'lL-13 qui conduit a la
différenciation des cellules épithéliales vers la ligne sécrétoire. Cette réaction commande le
remodelage tissulaire nécessaire a I'expulsion des grands pathogéenes multicellulaires (Von
respiratoires, les ILC2s activées produisent I'lL-13 qui induit la différenciation des cellules
Th2 en réponse a une inflammation pulmonaire allergique en favorisant la migration des DC
activées vers les ganglions lymphatiques drainants, soutenant ainsi le développement de

réponses immunitaires allergiques (Halim et al. 2014).
1.2.5.3. Rble des ILC3s

Lors d'une infection par des microbes extracellulaires, les DC secrétent I'IL-23 et I'lL-
1B qui active les ILC3s. les ILC3s sont capables de produire I'lL-17 et I'lL-22 qui favorisent
la libération de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales et le recrutement des
neutrophiles (Klose et Artis2016). Aprés une greffe de cellules souches hématopoiétiques,

'IL-22 protége les cellules souches intestinales des lésions inflammatoires et protégent
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'organisme de la survenue d’une réaction du greffon contre I'héte (Hanash et al. 2012). De
plus, les ILC3 semblent étre la principale source d'IL-22 lors d'une infection & Candida
albicans qui est un champignon commensal présent sur les surfaces des muqueuses et de la
peau (De Luca et al. 2010).

Une grande production d’IL-22 par les ILC3 est essentiel au cours de 'homéostasie
en régulant les réponses de la barriere épithéliale et I'équilibre des espéces bactériennes
commensales (Sonnenberg et al. 2012). De plus, il y a une corrélation positive entre les
CCR6+ ILC3 et la concentration de CCL20 dans le liquide synovial des patients atteints de
Polyarthrite rhumatoide ce qui suggerent que ces cellules jouent un réle dans la
pathogenése de cette maladie par la production d’IL-17 et I'lL-22 (Takaki-Kuwahara et al.
2019).

La production d'lIL-17 par les ILC3 régulent 'asthme associe a l'obésité et aussi
contrle I'hyperréactivité pulmonaire induite par un régime alimentaire riche en matiéres

formation des tissus lymphoides au cours de 'embryogenése (M. Cherrier 2014).

Enfin, les ILC3s ne produisent pas seulement I'lL-22 qui prouvant avoir un rble
protecteur mais aussi elles secrétent des lymphotoxines qui induisent la production

d'immunoglobulines A (IgA) par les lymphocytes B dans l'intestin (Klose et Artis 2016).
1.3. Facteur de transcription T-bet
1.3.1. Famille T-Box

La famille des génes T-box est d'origine ancienne et présente chez tous les
métazoaires. Cette famille a été découverte grace a des études chez la souris sur la cause
génétique d'un défaut de développement de la queue, un phénotype nommé brachyury, ou T
pour queue (Wattler et al. 1998). 17 genes T-box sont divisés en cing sous-familles: T, Thx1,
Tbx2, Thx6 et Tbrl qui possédent une séquence conservée de 180 a 200 résidus d'acides
aminés codants pour un domaine de boite T (Papaioannou 2014). Ce motif conservé a la
capacité de se lier de maniére spécifique a la séquence consensus d'ADN
AATTTCACACCTAGGTGTGAAATT en tant que dimére avec les sillons majeurs et mineurs
de I'ADN (Mdiller et Herrmann 1997). Il existe une coopération entre les protéines T-box et
d’autre facteurs de transcription comme I'homéodomaine (codé par les genes Hox), les
protéines a doigt de zinc GATA et le domaine LIM (Naiche et al. 2005).

Les protéines T-box sont impliguées dans la régulation de la différenciation, la
prolifération et le maintien de la pluripotence des cellules souches et progénitrices

spécifiques aux tissus. L’expression incontrolable des génes codants les protéines T-box
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induisent des malformations des tissus et peuvent provoquer des maladies (Takashima et
Suzuki 2013).

1.3.2. Géne TBX21

La protéine T-bet a été décrite pour la premiére fois en 2000 comme un facteur de

transcription clé qui est impliqué dans les réponses immunitaires adaptatives et innées.

box (TBX21, T-box transcription factor protein 21) qui fait partie de la sous famille de la
protéine cérébrale 1 de la boite T ( TBR1, T-box brain protein 1) (Lazarevic et Glimcher
2011). Le géne TBX21 est situé sur le chromosome 17q21.32 chez 'homme et le
chromosome 11 chez la souris, mais il partage 88% d’identité en acides aminés entre les
deux (Figure.1.9). TBX21 est exprimée dans la plus part des cellules immunitaires et
pour isoler les facteurs de transcription impliquer dans I'expression tissulaire spécifique des
cytokines des LTh1 donc T-bet a été nommé pour T-box exprimé dans les lymphocytes T (C.
Huang et Bi 2021).

1.3.3. Structure de T-bet

T-bet est une protéine qui contient une extrémité amino, un domaine T-box et une
extrémité carboxyle. Chez la souris, T-bet se compose de 530 protéines de résidus d’acides
aminés alors que chez I'homme, elle se compose de 535 acides aminés (Oh et Hwang
2014). T-bet posséde un cadre de lecture ouvert d'environ 1607 pb de longueur. Le domaine
T-box est hautement conservé et contient 189 acides aminés et peut étre combinée avec la

séquence d’ADN correspondante pour remplir sa fonction (Figure.1.9) (X. Zhang et al. 2020).

Homme
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Figure.1.9. Structure cristalline du domaine de liaison a I'ADN Tbox et localisation du

1.3.4. Expression de T-bet
1.3.4.1. Par la voie IFN-yR/ STAT1 et BCR

Aprés une infection virale, les protéines de virus se lient aux récepteurs de cellule B
(BCR, B cell receptor) et I'acide ribonucléique (ARN, ribonucleic acid) viral se lie au TLR7.
Au méme temps, plusieurs types de cellules produisent I'lFN-y qui se lient a I'lFN-yR des
lymphocytes B (LB, B lymphocyte). Tous ces stimuli conduisent a I'activation de STAT1 qui
est responsable de la régulation positive de I'expression de T-bet (Tolomeo, Cavalli, et
Cascio 2022). L’expression de T-bet augmente de plus de soixante fois lors que les
lymphocytes B sont stimulés avec I'IFN-y (figure 1.10) (Xu et Zhang 2005).

1.3.4.2 Par la voie IFN-yR/STAT1 et TCR

Aprés des infections par des agents pathogénes prototypiques, les peptides
antigéniques se lient aux récepteurs des lymphocytes Thl. Cette liaison induit
'augmentation de plus de quatre fois des niveaux de I'acide ribonucléique messager (ARNm,
messenger ribonucleic acid) splénique de TBX21 ce qui induit en synergie I'expression de T-

bet dans les LTh. En plus de la signalisation via le TCR, cette expression nécessite

1.3.4.3. Par lavoie IL-12R/STAT4

En labsence de la signalisation via TCR, I'lL-12 peut interagir avec I'élément
amplificateur de T-bet conservé a 13 kb en amont du site d’initiation de la transcription. Cette

interaction conduit a I'activation de STAT4 qui est responsable de I'expression de T-bet

1.3.4.5. Par la voie TLR / MyD88

La voie de signalisation extrinseque TLR/ le facteur de différenciation myéloide 88
(MyD88, myeloid differentiation factor 88) induit I'expression de T-bet dans deux types de

cellules immunitaires :

e Dans les lymphocytes B et en réponse a une infection virale, la signalisation
TLR /MyD88 induit I'expression de T-bet (Rubtsova et al. 2013).
e Dans les cellules NK et apres une stimulation par I'lL-21, STAT3 se lie a la séquence

activé MyD88 par I'lFN-y (GAS, IFN-y activated site) et au I'élément bien caractérisé
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liant STAT3 activé (SIE, c-sis-inducible elements) conduisant a une régulation
positive de I'expression de T-bet (figure 1.10) (C. Huang et Bi 2021).
1.3.4.6. Par la voie de signalisation mTOR

La cible mammifére de la rapamycine (mTOR, The mammalian target of rapamycin)
induit 'expression de T-bet par la liaison a la protéine associée a la régulation de mTOR
(Raptor, regulatory-associated protein of mMTOR) et a la compagnon insensible a la
rapamycine de mTOR (Rictor, rapamycin-insensitive companion of mTOR) pour former deux
complexe, mMTORC1 et mTORC2, respectivement (Laplante et Sabatini 2009). mTORC1
cible six sites de phosphorylation de T-bet et induit I'expression de ce facteur (Chornoguz et
al. 2017). L’'absence de I'un de ces complexes entraine une diminution de I'expression de T-
bet (C. Huang et Bi 2021)(Figurel.10).

D’autres cytokines peuvent stimuler I'expression de facteur de transcription T-bet via
la signalisation a partir de leurs récepteurs tels que I'lFNaR et I'IlL-27R (N Powell et al.
2010).

IFN @Ag
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L’expression de T-bet se fait par cinq voies. Aprés la liaison de I'antigéne (Ag) avec le récepteur des lymphocytes
B (BCR), l'interaction entre le complexe majeur d’histocompatibilité(CMH)-peptide antigénique- récepteur des
lymphocyte T (TCR) et l'interféron gamma (IFN-y) avec son récepteur (IFN-yR) induit la phosphorylation de
facteur de transcription transducteur de signal et activateur de transcription 4 et 1 (STAT1/4) responsable de
I'activation de la transcription de géne Tbx21 (Tbx21, T-box transcription factor protein 21 ) qui code pour le
facteur de transcription T-bet (T-bet, T-box-expressed-in-T—cells). La liaison de I'interleukine 12 (IL-12) a son
récepteur IL-12R induit I'activation de janus kinase (JAK) qui conduit a la phosphorylation de STAT4. Cette
phosphorylation induit I'expression de T-bet. La liaison de I'lL-15 a son récepteur IL-15R induit I'activation de cible
mammifere de la rapamycine mTORC1 qui conduit a I'expression de T-bet. La stimulation de Toll like receptor
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(TLR) active le facteur de différenciation myéloide 88 (MyD88) qui induit I'expression de T-bet. AKT, protéine
kinase B ; PI3K, phosphoinositide 3 kinase ; PDK1, phosphoinositide dépendent kinase 1.

1.3.5. Fonctions de T-bet
1.3.5.1. Dans 'immunité adaptative

T-bet a un réle crucial dans I'immunité a médiation cellulaire et dans la résistance a
de nombreuses infections intracellulaires (figure 1.11). T-bet a été identifié€ comme un
transactivateur de locus IFN-y qui code pour IFN-y mais peut agir également dans le cadre
d’'une boucle de rétroactivation négative pour limiter les réponses des lymphocytes T
(Pritchard, Kedl, et Hunter 2019).

Dans des conditions de différenciation de Thl et Th2, T-bet peut supprimer
I'expression de I'lL-2 par I'inhibition de I'activité du facteur nucléaire kB (NFkB, nuclear factor
kB) p65 (Hwang, Hong, et Glimcher 2005). De plus, la suppression de GATA3 par T-bet
entraine l'arrét de la production de cytokines Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13) (Oh et Hwang 2014).

D’autre part, T-bet inhibe indirectement le développement de Th17 via l'inhibition de
I'expression de I'lL-23R médiée par I'IFN-y.

Dans les LTCD8+, T-bet est responsable de la production de I'lFN-y, de granzyme B
et de CD122. Elle a un rdle dans le développement de la mémoire et la cytotoxicité des
LTCD8+ (Lazarevic, Glimcher, et Lord 2013).

Enfin, dans les lymphocytes B, T-bet induit I'expression de transcrit ly2a et favorise le
changement de classe médié par I'lFN-y vers l'isotype IgG2a. ce facteur contréle également

'expression de CXCR3 pour induire la migration des cellules mémoires IgG2a+B vers des

1.3.5.2. Dans les cellules non conventionnelles

Aprés une signalisation via le TCR, T-bet régule I'expression de I'lFN-y par les LTyo
matures (Chen et al. 2007). On outre, le nombre des NKT est réduit en absence de T-bet
parce que ce dernier est essentiel pour leurs développements. Les NKT nécessite T-bet pour

réguler I'expression de CD122 (Lazarevic, Glimcher, et Lord 2013).
1.3.5.3. Dans I'immunité innée

Récemment, il a été démontré que les DC et les monocytes peuvent aussi exprimer
le T-bet aprés une stimulation par I'lFN-y (Lighvani et al. 2001). L’effet de ce facteur dans ce
type de cellule est de supprimer la production de TNF dans les DC de colon et pour amorcer
correctement les LTh (Lazarevic, Glimcher, et Lord 2013). L’expression de T-bet par les DC

permet le maintien de ’homéostasie intestinal (N Powell et al. 2010).
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1.3.6. T-bet dans les ILCs

Dans la muqueuse intestinale, les ILC représentent les cellules les plus importantes
et effectrices du systeme immunitaire innée qui favorisent la résistance aux agents
pathogénes et maintiennent 'homéostasie (Spits et Di Santo 2011). Leurs controle
transcriptionnel se fait par le T-bet qui est responsable de la régulation des réponses
immunitaires et la compréhension de la pathogenese inflammatoire (Garrido-Mesa et al.
2019). Le premier role de Thx21 dans les ILCs a été décrit par des études sur le modele
murin TRUC tandis que d’autres études ont montré que T-bet a un effet important sur le
développement des ILC1s et ILC3s (figurel.11) (Lazarevic, Glimcher, et Lord 2013).

L’expression de T-bet dans les NK périphériques est nécessaire pour contrdler la
répression de I'expression de CD27, c-Kit, SIPS et KLRG1. Tbx21 régule la production
d’'IFN-y dans les cellules NK et il est considéré comme le régulateur crucial de leur activité

cytotoxique (Simonetta, Pradier, et Roosnek 2016).

T-bet contréle le pool intestinal des ILCs grace a la régulation de la signalisation du
récepteur d’IL-7. La régulation négative de I'expression d’IL-7Ra dans les ILC1s et ILC3s se
fait par deux méthodes : directement aprés son attachement au promoteur IL-7Ra et
indirectement via un changement dans I'expression de GATA3. En I'absence de T-bet, les
ILC2s expriment I'IlL-7Ra ce qui favorise leur fonction sur I'immunité des muqueuses
(Garrido-Mesa et al. 2019). La signalisation via ce récepteur conduit a une activation accrue
de STATS5 et I'lL-7 peut améliorer la fonction des ILC2s (Sheikh et Abraham 2019). La
suppression de I'lL-7Ra induit la diminution de I'expression de I'lL-17A par les ILC
intestinales car cette cytokine est responsable de développement des maladies tels que la

colite ulcéreuse (Nick Powell et al. 2012).

T-bet a également un réle majeur dans la plasticité des ILCs ou I'expression suffisant
de ce facteur peut agir comme un répresseur de RORyt ce qui donne un programme
effecteur de type 1 dans ILC3s exactement dans les NKp46+CCR6-ILC3 (Tizian et al. 2020).
Dans les ILC3s, I'lL-23 phosphoryle des niveaux élevés de STAT4 induits par T-bet. Cette
phosphorylation robuste permet & NKp46+ CCR6-ILC3 de produire I'lFN-y et de développer
des réponses spécifiques aux ILC1s (Mikami et al. 2018). CXCRS3 et le ligand CD95 ( Cd95I
; également connu sous le nom de Fasl ) sont aussi des cibles canoniques de T-bet dans les
CCRG6 - ILC3 (Lazarevic, Glimcher, et Lord 2013).

Les NKp46+ILCs sont des cellules immunitaires innées hautement spécialisées et
nécessaires a la protection immunitaire intestinale. Leurs expansions pourraient étre pilotées
par l'intégration de signaux délivrés par les communautés microbiennes intestinales via la

voie T-bet. Ce dernier est considéré comme le régulateur transcriptionnel essentiel des
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NKp46+ ILC car il peut se lier au promoteur de Notch2 dans les ILCs. Cette liaison se
termine par l'activation de voie Notch ce qui conduit au développement des NKp46+ILC a

partir de leurs précurseurs CD4-LTi (Rankin et al. 2013).

Une expression €élevée de T-bet dans les ILCs est associée a une faible expression
du RORVvt, du récepteur de l'interleukine-7 (IL-7R), une expression élevée de la protéine liée
a la p46 des cellules NK (NKp46), du récepteur 3 de la chimiokine CXC (CXCR3) et de
I'IFNy. En revanche, une faible expression de T-bet dans le sous-ensemble CCR6 - ILC3s
est associée a I'expression de I'lL-22 et a une faible expression ou inexistante de NKp46 et
d'IFNy (Lazarevic, Glimcher, et Lord 2013).
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Figure 1.11. Fonctions de T-bet (Lazarevic, Glimcher, et Lord 2013). ILC, innate lymphoid cell;
NKT, natural killer T cell; DC, dendritic cell; LB, lymphocyte B; LT, lymphocyte T; CD, cluster of differenciation;
LTh, lymphocyte T helper; T-bet, T-box-expressed-in-T—cells; TNF, tumor necrosis factor; IFN-y, interferon
gamma, IL-7R, interleukin 7 receptor.

1.4. PCR
1.4.1. Historique

La réaction en chaine par polymérase (PCR, polymerase chain reaction) est une
technique qui a été décrit par Keppe et ses collegues en 1971. Puis, il a fallu encore 14 ans
avant que la procédure PCR compléte soit décrite et appliquée expérimentalement par Kary

et ses collegues pour laguelle ils ont recu un prix Nobel en 1985 (Lorenz 2012).

Apres plusieurs années, Mullis a remarqué que la méthode de séquencage de
Sanger, lors du séquencage d'un gene a copie unique produisait des signaux faibles a cause
d'une concentration insuffisante d'ADN (Sanger, Nicklen, et Coulson 1977). Pour définir la

longueur totale de I'amplicon a abouti a I'amplification des copies d'ADN par deux, il est
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nécessaire d’ajouter une étape de dénaturation pour diviser chaque molécule d'ADN double
brin (ADNdb) en deux ADN simple brin (ADNsb) et d'une amorce inverse (Mullis et al. 1986).
Par malheur, la polymérase était désagrégée dans chaque étape dénaturation et devait étre
ajoutée a chaque cycle de PCR rendant la mise en ceuvre de la méthode fatigante. Cela a
été résolu par un systeme automatisé appelé « Baby Blue ». L'utilisation de la polymérase de
la bactérie Thermophilus Aquacus (Tag polymérase) a éliminé l'ajout nécessaire de
polymérase fraiche (Saiki et al. 1988).

1.4.2. Définition

La PCR est une technique d’amplification enzymatique de I'ADN. il s’agit d’'une
méthode rapide, simple et moins cher (Rumsby 2006). Elle est devenue I'une des techniques
les plus utilisées dans les domaines des biosciences, du diagnostic et de la médecine |égale
(Zhu et al. 2020). Elle peut étre réalisée a I'aide des source ADN provenant de divers tissus
et organismes, notamment le sang périphérique, la peau, les cheveux, la salive et les

microbes (Garibyan et Avashia 2013).
1.4.3. Principe

Le principe de la PCR est de réaliser de nombreuses copies d'une région spécifique
d'ADN ou d'ARN a partir d'une petite quantité seulement de matériel de départ (c'est-a-dire
une matrice d’ADN ou une séquence cible). Chaque test PCR a besoin d'une matrice d'ADN,

d'amorces, de nucléotides et d'ADN polymérase.
1.4.4. Matériel

1. La matrice d’ADN représente le point de départ de la réaction qui peut étre simple ou
double brin. Elle contient la partie cible de 'ADN qui sera amplifié. Dans certains cas,
la matrice est une ADN complémentaire (ADNc, complementary DNA) fabriqué a
lors de la réalisation de PCR, les matrices d’ADN doivent étre nettoyées par
différentes méthodes telles que dialyse et précipitation a I'éthanol ou l'utilisation du
chloroforme a des fins d'extraction et de chromatographie (Green et Sambrook 2019).
2. Les amorces sont des courts paires d’oligonucléotides synthétiques de 20 a 25

2019; _Garibyan __et _Avashia__2013; _Alvarez-Fernandez __2013). Elles sont

complémentaires avec I'ADN souhaité pour I'amplification ou une amorce doit
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compléter le brin modéle (antisens 3' — 5') alors que l'autre amorce doit s’hybrider
avec le brin non modéle (sens 5' — 3') (Lorenz 2012). La conception d’amorces est
une étape cruciale lors de la réalisation de PCR pour choisir les bonnes amorces qui
aide dans le ciblage et 'amplification d’'une séquence nucléotidique cible (K. Li et
Brownley 2010). La sélection des amorces se fait selon des criteres notamment la
longueur des paires de bases, les températures d'hybridation et de fusion et les
répétitions des paires de bases (Guo, Starr, et Guo 2021). De nombreux facteurs
susceptibles de limiter le succés d'une paires d’amorces tels que la création des
diméres d’amorces, la formation des structures secondaires et les interférences Tige-
boucle. Pour éviter ces problémes, il faut utiliser des outils informatiques d’analyse de
séquence pour sélectionner la meilleure paire d’amorce (K. Li et Brownley 2010).

3. L’ADN polymérase thermostable est 'enzyme clé de processus de PCR qui est
capable de catalyser la synthése de 'ADN dépendante de 'ADN matrice et a l'aide
des deux amorces complémentaires respectivement des brins sens et antisens
(Lamoril et al. 2007). Le choix de I'enzyme est selon la fidélité, I'efficacité et la
capacité a synthétiser de gros produits d'’ADN (Green et Sambrook 2019). La Taq
polymérase est I'enzyme la plus utilisée en raison de sa résistance aux cycles de
chauffage et de refroidissement nécessaires a la PCR (capable de survivre a des
températures de 94°C) (Ghannam et Varacallo 2024).

4. Les désoxynucléotides 5’ triphosphates (ANTP, deoxynucleotide triphospate) sont les
guatre bases Adénine, Guanine, Thymine et Cytosine (A, G, T et C respectivement)
présentes dans 'ADN. Lors de la procédure de PCR, les nucléotides individuels sont
reliés entre eux par 'ADN polymérase pour former le produit PCR final (Garibyan et
Avashia 2013). La concentration idéale de chacun de ces bases est entre 20 a 200
MM. Les dNTP peuvent causer des problémes pour la PCR en raison de leur
instabilité ou lors qu’ils ne sont pas aux concentration équivalentes appropriées ( [A]
=[T] =[C] = [G]) (Lorenz 2012).

5. Les composants précédents sont placés dans un tampon pour 'ADN polymérase
spécifique. Le choix de tampon affecte I'efficacité de I'amplification par PCR ainsi que
la fenétre de détection et le maintien du PH. Il existe de nombreux tampon selon la
polymérase, mais le plus utilisé est Tris-Cl qui est ajouté dans la PCR a une
concentration comprise entre 10 et 66 mM avec un PH compris entre 8,3 et 8,8 a
existe aussi des tampons qui contiennent I'acide chlorhydrique (HCI) et sulfate
d'ammonium [(NH 4) 2 SO 4] tels que Tris-HCI et Tris—SO 4, respectivement (Wages
2005).
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6. L’ADN polymérase thermostable nécessite des cations divalents pour leur activité
comme chlorure de magnésium (MgCl 2) (Green et Sambrook 2019). Elle nécessite
aussi des cations monovalents (K + ou NH 4 +) pour ajuster la force ionique (Wages
2005).

7. L’eau stérile a été ajoutée a des concentrations appropriées pour diluer 'ADN (Wolffs
et al. 2004).

8. A la fin de procédure PCR, une technique d’électrophorése sur gel d’agarose est
utilisé pour évaluer le succes de la réaction et des agents intercalants sont utilisés
pour visualiser les fragments amplifiés comme le bromure d'éthidium (Wittmeier et
Hummel 2022).

1.4.5. Procédure

La procédure de la PCR est commencée par mettre le mélange réactionnel, qui est
composé d’eau stérile, tampon PCR, dNTP, MgCI2, amorces, Taq polymérase et ADN
matrice, dans un tube a essai ou une plaque a 96 puits puis placés dans un thermocycleur.
Cette machine a la capacité d’augmenter et diminuer la température du bloc selon les étapes

phases :
1.4.5.1. Dénaturation

Dans cette phase, 'ADN est subi a une température élevée de 95 °C ce qui permet
aux brins de se séparer par la dissociation des liaisons hydrogéne entre les paires de bases
complémentaires de I'ADN double brin. La température est déterminée par la teneur en G+C
des matrices d’ADN (Green et Sambrook 2019).

1.4.5.2. Hybridation ou annelage

Immédiatement aprés la dénaturation, la température se réduit a environ 50 a 65°C
ce qui permet aux amorces de se lier a I'extrémité 3’ de chaque ADN simple brin.

L’hybridation se produit uniqguement au niveau des séquences complémentaires entre 'ADN

1.4.5.3. Extension, élongation ou amplification

Pour garantir I'activité de 'ADN polymérase, la température augmente a nouveau et

devient comprise entre 75 et 80°C. L’ADN polymérase et a partir de 'ADN double brin lie les
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nucléotides libres dans la direction 5' vers 3’ pour synthétiser des nouveaux brins identiques

a la matrice (Ghannam et Varacallo 2024).

Le nombre des molécules d’ADN copies augmente a chaque répétition de ces trois

phases car la PCR a la capacité d'amplifier 106 a 109 copies d'’ADN en peu de temps

\I\//;\’L/f\/,\/ N ==
a3 \
T g, 2,
l ' 1-Dénaturation
l 2-Hybridation
T1"T Amorce

ADN polymérase

3-Extension

Figure 1.12. Procédure de la PCR (Garibyan et Avashia 2013).
1.4.6. Types de PCR
1.4.6.1. PCR en temps réel

La PCR en temps réel est une méthode alternative pour examiner de petits segments
d'ADN via la durée raccourcie des cycles, I'élimination des étapes de manipulation
procédurale post-PCR, la mise en ceuvre de marqueurs fluorogenes, ainsi qu'une détection
efficace des émissions. La PCR en temps réel est caractérisée par sa capacité a détecter
rapidement les amplicons via la surveillance par marquage d'amorces et de molécules

fluorogéniques constituées d'amplicons (Khehra, Padda, et Swift 2024).

1.4.6.2. PCR par transcriptase inverse-polymérase
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La réaction en chaine par transcriptase inverse-polymérase (RT-PCR, reverse
transcriptase ou encore RT) est une procédure qui utilise 'ARNm pour I'amplification de
ADN via I'ADN polymérase qui est exprimée par des rétrovirus constitués d'ARN
complémentaires (ADNc). Elle est caractérisée par sa sensibilité, sa spécificité et sa rapidité
élevée (Ghannam et Varacallo 2024) (Islam et Igbal 2020).

1.4.6.3. La PCR multiplex

La PCR multiplex permet la mise en évidence de plusieurs cibles car la PCR
s’effectue en méme temps pour plusieurs couples d'amorces qui sont ajoutés dans un méme
tube (Lamoril et al. 2007).

Il existe plusieurs PCR avec différentes caractéristiques telles que la PCR classique,
la nested-PCR, la PCR-Elisa, la PCR compétitive, la PCR numérique basée sur des
gouttelettes (ddPCR) et la PCR numérique sur puce (cdPCR) (Lamoril et al. 2007) (Zhu et al.
2020).

1.5. Problématique et objectif
1.5.1. Problématique

Les ILCs de groupe 1 (ILCs1) sont des cellules innées résidantes dans les tissus et
partagent de nombreuses caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles avec les
lymphocytes T, notamment les Th1. Cette analogie permet aux ILCs1 d’assurer une réponse
immunitaire de type 1 contre certaines bactéries pathogénes telles que P. aeruginosa. Ces
cellules sont impliquées dans la régulation de linflammation des tissus, I’homéostasie et
nécessitent I'expression de facteur de transcription T-bet qui contrdle le développement, la
plasticité, I'activité cytotoxique et la maturation de ces cellules. Les NCR+ILCs3 ou NKp46+
ILCs3 sont un sous ensemble de la troisieme population des cellules lymphoides innées et
situés dans la lamina propria de lintestin. Ces cellules sont nécessaires a la protection
immunitaire intestinale et les réponses immunitaires. De plus, les NKp46+ILCs3 nécessitent
également le facteur de transcription T-bet pour leur développement et pour I'expression de
récepteur NKp46 sur leurs surfaces. Ce facteur permet l'induction de la prédisposition des
NCR+ILCs3 vers une réponse de type 1. La suppression constitutive de T-bet empéche leur

développement et provoque I'apparition des maladies inflammatoires des muqueuses.

L’étude de I'importance du géne TBX21, qui code pour le facteur de transcription T-
bet nécessaire pour la sécrétion de I'lFN-y et le déclenchement d’'une réponse immunitaire

contre les agents pathogénes intracellulaires par les ILC1ls et les NCR+ILC3s nécessite
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I'utilisation de nombreuses techniques de la biologie moléculaire, telles que la PCR. La
réussite de cette derniére nécessite I'utilisation d’'une paire d’amorces spécifiques congues a
l'aide de I'outil PRIMER-BLAST.
1.5.2. Objective

L’objectif de ce travail consiste a I'élaboration des séquences d’oligonucléotides qui

serviront d’'amorces a I'amplification du géne TBX21 par PCR.

1.5.3. But
Cette étude consiste a concevoir des amorces spécifiques au géne TBX21 afin de
déterminer son taux d’expression par les ILC1s et les NCR+ILCs3 au cours d’une infection

bactérienne par P. aeruginosa.
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Chapitre 2. Matériel et méthodes

2.1. Conception des amorces
La conception d’amorces est une étape cruciale lors de la réalisation de PCR pour
choisir les bonnes amorces qui aident dans le ciblage et I'amplification d’'une séquence

nucléotidique cible (K. Li et Brownley 2010a).

De nombreux facteurs susceptibles de limiter le succés d’'une paires d’amorces, tels
que la création des diméres d’amorces, la formation des structures secondaires et les
interférences Tige-boucle. Pour éviter ces problemes, il faut utiliser des outils informatiques
d’analyse de séquence pour sélectionner la meilleure paire d’amorce (K. Li et Brownley
2010a).

La sélection des amorces se fait selon des critéres suivants :
» Lalongueur de 'amorce

La longueur optimale des amorces est généralement comprise entre 18 a 24 pb. Des
amorces plus longues prendront plus de temps a s'hybrider et a s'étendre, produisant ainsi

moins d'amplicons (Thornton et Basu 2011).
» Température de fusion (Tm)

C’est une valeur la plus critique pour réussir une expérience PCR. La température de
fusion des amorces est généralement comprise entre 50 °C et 80 °C. Pour réaliser une PCR
avec un succes, la différence de température de fusion d'une paire d'amorces ne doit pas
dépasser 5 °C (K. Li et Brownley 2010b).

» Teneur en Guanine (G) / Cytosine(C)

Cette teneur est définie comme une valeur en pourcentage qui indique le rapport
entre les nucléotides « G » et « C » qui apparaissent dans une amorce. Les amorces PCR

efficace doivent maintenir un contenu GC raisonnable compris entre 40 et 60 %.

Pour fournir une fenétre thermique suffisante pour un recuit efficace, une
correspondance entre la température et le continu GC est nécessaire (Dieffenbach, Lowe, et
Dveksler 1993; Chuang, Cheng, et Yang 2013).

» L’extrémité 3’

L’extrémité 3’ est trés importante dans le processus PCR car elle est considérée
comme le point de départ de I'extension (Nybo 2013). L'extrémité 3' des amorces doit

contenir un G ou un C car les appariements de bases GC sont plus stables
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thermodynamiquement que les appariements de bases adénine (A) et thymine (T) (Chuang,
Cheng, et Yang 2013).

Afin d’éviter la formation de dimeres d’amorce et de structures de boucles en épingle
a cheveux, les extrémités 3' d'un ensemble d'amorces, qui comprend une amorce a brin
positif et une amorce a brin négatif, ne doivent pas étre complémentaires les unes des
autres, et l'extrémité 3' d'une seule amorce ne peut pas non plus étre complémentaire aux
autres séquences de I'amorce (Lorenz 2012d).

» Laspécificité

La spécificité garantit que I'amorce congue peut détecter seulement une séquence
cible spécifique et ne réapparait pas dans la séquence matrice dADN ou la séquence
génomique pour éviter des résultats de PCR invalides (Chuang, Cheng, et Yang 2013).

2.2. Conception des amorces pour amplifier le géene TBX21

2.2.1. Détermination de la séquence du géne TBX21

La conception des amorces encadrant le geneTBX21 commence par la recherche de
la séquence de référence du géne TBX21.0n a utilisé la base de données « Ensembl » «
www.Enseml.org » qui est un systéeme produit depuis plus de vingt ans, permettant de
générer et de distribuer des annotations du génome comme les génes, la variation, la
génomique comparative a travers de tous les vertébres et les organismes model clés
(Cunningham et al. 2022 ; Martin et al. 2023). Cette base est utilisée pour connaitre la
séquence du gene TBX21 (figures 2.1, 2.2 et 2.3).

v ! Ensembl genome browser 111 X+ = o] X

<« C %5 ensembl.org/indexhtml I Aller sur plateforme d’Ensembl I B % 3} @  Nouvelle version de Chrome disponible

Login/Register i

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

Tools BioMart > BLAST/BLAT > Variant Effect Predictor >

Search

I 1.choisir I'espéce |Human leD'

l 2.écrire le géne indiquer |T8X21 [ Go ] 3.cliquer sur GO

e.g BRCA2 or rat 5:62797383-63627669 or rs699 or coronary heart disease

All genomes Favourite genomes /7

- Select a species - v Human |
E @l GRCh3sp14 y
New assemblies with gene and protein annotation every two

Pig breeds weeks
3 of and 12a I Not cies that t on this site will continue to be
4 Mouse annotations

n updated with the full rz
GREmIA
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Figure 2.1. Plateforme de la base de données Ensembl. (1) spécifier 'espéce Humaine. (2) écrire
le nom du gene TBX21 puis (3) cliquer sur GO pour afficher les résultats du recherche (tous est encadrer en
rouge).

v & TBX2I- Search - Homo sapie:. X+ = o x

€ 2 C 23 ensemblorg/Homo_sapieny/Search/ResultsTq = TEX2 1site = ensembtfacet_speces=Human & s} ° Nouvelle versicn de Chwcene drponible

LoginRegster

BLASTBLAT | VEP | Tools | BioMat | Downlcads | Help & Docs | Blog

Cliquer sur le premier résuitat de recherche en
vérifiant que c'est bien le géne désiré et qui
Pttty 1

dar

corresp P

Figure 2.2. Résultats de la recherche du géne TBX21. Cliquer sur le premier résultat de recherche
en vérifiant c’est bien le géne désiré et qui correspond a I'espéce humaine (encadrer en rouge).

v & Gene: TEX21(ENSGOO0000TZ: X + _ o %

L2 (& 23 ensemblorg/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=corecg=ENSGO0000073861:r=1T:47733236-47746122 By & D ° Nouvelle version de Chrome disponible

LoginRegister

BLAST/BLAT VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

‘-! Human (GRCh3s p14) v
Location: 17:47.733236-47.746122  ((EoTRLeL

Gene-based displays
= Summary Gene: TBX21 ENsGOD0000T3861

Description

Gene Synonyms

Location

About this gene associated with

Transcripts

Summary @

Name
MANE
UniProtKB
RafSeq

CCDs
Ensembl version

Other assemblies

Gene type

Annotation method

Figure 2.3. Les caractéristiques du geneTBX21. La plateforme Primer-BLAST montre les différentes
caractéristiqgues du gene TBX21. Apres il faut cliquer sur (Séquence) pour affiches la séquence du gene TBX21
(encadrer en rouge).

La figure 2.4 présenter la séquence du gene TBX21.Tout ce qui est en rouge
représentent les séquences codantes (exons), et les caractéres en noir représentent les

séquences non-codantes (introns).
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v e Gene:TBX21(ENSGC X  [B) Primerdesigningto: X | [B) Primer-Blastresults X | B UCSCin-SilicoPcR X | [B) Primerdesigningto. X | [B) Primer-Blastresults X | + - fu} X

“ C % ensemblorg/Homo_sapiens/Gene/Sequence?db=core;g=ENSGO0000073861:r=17:47733236-47746122 % £ @  Nouvelle version de Chrome disponible

Exons TBX21exons All exons in this region

Markup loaded

Aolecular interactions

E al nee
Supporting evidence

(=3

£ Configure this page

AGTX T
CGTAGAAGC! T *CGGTGGGGT TCGGGTC
< Shnﬂspaga CCCCGCCCCCTGCTCCCTGCCCATCCCAGCCCACGCGACCCTCTCGCOCGCGGAGGGGCG
h this GGTCCTCGACGGC 'GGGCAT T
BRI T ATGCT i " | Sélecti une partie de la séquence
COTCRC -erreeteeceaceece | et 1a collée sur fichier Word

"GGGGTCT
CCGAGCCGCTTCCTTGGAGCCTACGCCTACCCGCCGCGACCCCAGGCGGCCGGCTTCCCC
3GC TTCCCGCCOCCE CGCCGAGGGCTACCAI

‘GAGGACTACGCGCTA
TGAGGGTCGCGCTCAACA TGTTGTGG
\TGATCATCACCA

Figure 2.4. La séquence du geneTBX21 par la plateforme « Ensembl ». Sélectionner une
partie de la séquence et la copier dans un document Word.

Pour faciliter la recherche des amorces spécifiques du géne TBX21, qui comporte les
introns et les exons, comme montré dans cette figure, il faut sélectionner une partie avant

'exon de la séquence et une parie aprés I'exon et ensuit encadrer la région d’intérét (figure

Document5 - Word

Fichier Accueil Insertion Création Disposition Références Publipostage Révision Affichage Zotero WPS PDF Connexion Q Partager

_— - Sélectionner quatre ligne avant I'exon et
quatre ligne aprés I'exon et encadrer cette

séquence.

B E & - 1 + 100%

Pagetsur1 32mots [I2

Figure 2.5. La séquence d’intérét.
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2.2.2. Le design des Primers : L’outil Primer-BLAST

PRIMER-BLAST est un outil public utiliser pour concevoir des amorces spécifiques a
un gene cible. Cet outil est disponible sur le site « https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ » du
« National Center for Biotechnology Information » (NCBI). Donc, on utilise PRIMER-BLAST

pour la conception des amorces spécifiqgue du gene TBX21 (Ye et al. 2012).

Les étapes suivies pour utiliser cet outil sont présentées dans les figures ci-dessous :

v ces - Site Guide x + = o X
- o ’ - @ %
M Gmail €8 YouTube B Maps

M= An official website of the United States govemment Here's how you know v

National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

All Databases v m

NCBI Home All Resources
A o

B Al || Databases | Downioads || Submissions

All Resources —

Chomicals & Bioassays Databases

Data & Software Assembly

DUAS RRA A database providing information on the structure of assembied genomes, assembly names and other meta-data, statistical reports, and links to
genomic sequence data

Domains & Structures

Genes & Expression BioColiections
Acurated set of metadata for culture collections, museums, herbaria and other natural history collections. The records display collection codes

S R L e information about the collections’ home institutions, and links to relevant data at NCBI

Genomes & Maps
BioProject (formerly Genome Project)

Homology

A collection of genomics, functional genomics, and genetics studies and links to their resulting datasets. This resource describes project scope
Literature matenal, and objectives and provides a mechanism to retrieve datasets that are often difficult to find due to inconsistent annotation, multiple
independent submissions, and the varied nature of diverse data types which are often stored in different databases

Proteins

Sequence Analysis BioSample

Texonomy The BioSample database contains descriptions of biological source materials used in experimental assays

Training & Tutorials Bookshelf

Variation llection of biomedical books that can be searched directly or from linked data in other NCBI databases. The collection includes biomedical

textbooks, other scientific titles, genetic resources such as GeneReviews, and NCBI help manuals.

Avresource to provide a public, tracked record of reported relationships between human variation and observed heaith status with supporting evidence.

hitps://www.ncbinimnih gov/quide/all/to

Figure 2.6. Le site NCBI. 1- Aller sur la plateforme NCBI. 2- Cliquer sur « All Resources » puis 3- Cliquer
sur « Tools ».

v B AlRes s - Site -NC X+ - o X
« C % nchinimnihgov/quide/all/ * O 0 :
M Gmal @ 2 3 Tous les favoris

Agraphical analysis 100l that finds all open reading frames In a user's sequence of In a sequence already In the database. Sixteen different 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 position-specific score matrices (PSSMs) either from CDD records or from Position Specific Iterated
(PSI)-BLAST protein searches. The ool also can align a query protein to the PSSM and highlight positions of high conservation

Phenotype-Genotype Integrator (PheGenl)
Supports finding human phenotype/genotype relationships with queries by phenotype, chromosome location, 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.

Rechercher I'outil
Primer-BLAST
PRIMER-BLAST et ‘ The Primer-BLAST tool uses Primer3 to design PCR primers o 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

cliquer dessus Teoseiion

A utilty for computing alignment of proteins to genomic nucleotide sequence. It is based on a variation of the Needieman Wunsch global alignment
algorithm and specifically accounts for introns and splice signals. Due o this algorithm, 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 1o 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 terminology, is the processing of chemical structures in the same way used 1o create PubChem Compound records from
contributors’ original 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 Compound Database to be queried by chemical structure or chemical structure patter. 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
A specialized PubMed search form targeted to clinicians and health services researchers. The page simplifies searching by clinical study category,
finding systematic reviews and searching the medical genetics literature.

Figure 2.7. L’outil PRIMER-BLAST.
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v B Primer designing tool x o+ - o x

« C % nchinimnihgov/tools/primer-blast/ Ex O O

M Gmail €3 YouTube ¥ Maps 0 Tous

BE= A official website of the United States government Here's how you know

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST
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  Publica s for finding specific primers
PCR Template - @ 9 2
Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) @ Range @
—

GCTGGTGTGTCAGGCAGCGGAGCTGACACTCCCAGAAAGCAAGATCTTCGAACTACAGGGTG -
CGCGCAGGCTCTCGCTTCTCTCCACCATGGGGGGCCCTGCAGTACTCGCCAAGAGCGTAGAA
TTTGCCTAGTATTAGCCACGAGAGGGCGGGGTGGGGCGAGGCGGAGCAGGGCCGAGGTGGC

A tool for finding specific primers

[[Save search parameters ] (_Reset page ]

Forward primer| 1

AGCGGCC!

GGAGTGGGGGGGAGCCGGAGAGCTTCATAAAGCCACAGCAAAGCGCTGCGACTCTAGTGAC ~
CGCT! CCG:

From  To
L 4=
Reverse primer | 950 [(1200

AGAGCTGCCGCGCGCCTGCCGGACGAGGGCGTAGA
i e

o
Or, upload FASTA file

Primer Parameters

Use my own forward primer

Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

© (==

(5™->3" on plus strand)

Use my own reverse primer (5'- (2]
>3' on minus strand)

PCR product size 70 | 1000
# of primers to return 10
Min opt Max Max T, difference
Primer melting temperatures 57.0 60.0 63.0 3
(Tw)
Exon/intron selection A refseq mRNA sequence as PCR template Input s required for options In the section @ J

Figure 2.8. L’outil PRIMER-BLAST. 1- La page du logiciel s’affichera comme dans la figure dessus, 2-
Copier la format FASTA de la séquence d’'intérét encadrer dans le document Word puis la coller dans la case
« Entrer accession, gi, or FASTA sequence » et supprimer les espaces entre les lignes, 3- On détermine les
amorces sens et antisens (Forward et Reverse primers).

Intron length range

Primer Pair Specificity Cl

v B Primer designing too x  +
< [¢] 25 ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/
™ Gmail @B YouTube BY Maps
Intron inclusion ] Primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA @

Min Max

1000 10000 | €@

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

Specificity check
Search mode

Database

Exclusion

Organism

Entrez query (eptional)

Primer specificity stringency

Max target amplicon size

Allow splice variants

o

Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template €

["Automatic v

2]
I Genomes for selected Y i (primary assembly only v P -
xclude predicled Refseq (ranscripts (accession wil , XR prefix) xclude uncultured/environmental sat quences @

Add organism I - @

id or select fror Jagestion list as you type. @

I Homo sapiens

]
Primer must have at least| 2 v | total mismatches to unintended targets, including

atleast| 2 v |mismatches withinthelast| 5 v |bpsatthe3 end. @

Ignore targets that have| 6 v | or more mismatches to the primer. @

l000 Iz}

[_J Aliow primer to amplity mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) @

2 use new graphic view @

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

= a x

Bx O 0O

0O Tous les favoris

== Adva'ced rarameters 2
\_/ \/ 4

Figure 2.9. Paramétres de vérification de la spécificité des paires d’amorces (Primer
Pair Specificity Checking Parameters). 1- Sélectionner la case ou s’est écrit « RefSeq mRNA » et
choisir « Genomes for selected oraganisms », 2- Vérifier 'espéce que c’est bien « Homo sapiens », 3- Cocher la
case « Show results in a new window » pour que les résultats s’afficheront dans une nouvelle fenétre, ensuite, 4-
cliquer sur « Get Primers » pour afficher les résultats.
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v ) Primer designing tool x ) Primer-Blast hit review X  + - o X

C % ncbinlmnihgov/tools/primer-blast/primertool.cgi’ctg_time=17160510588&job_key=mJJGOubx4xnEJ-Yi60LCEIFZ0yK8Ssg_vQ Er O O :

M Gmail @B YouTube B¥ Maps [ Tous les favoris
BE Anofficial 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)
Tnput PCR template Icl|Query_1
Range 1 - 1200

Your PCR template is highly similar to the following sequence(s) from the search database. To increase the chance of finding specific primers, please review the list below and select all sequences (within
the given sequence ranges) that are intended or allowed targets.

Select: All None Selected:0

Accession Title Identity Alignment length Seq. start Seq. stop Gene
NC_000017.11 Homo sapiens chromosome 17, GRCh38.p14 Primary Assembly 100% 200 47732996 47734195 TBX21

1
L f in () N

FOLLOW NCBI

Figure 2.10. Recherche d’amorces spécifiques a votre modéle PCR « Finding primers
specific to your PCR template ». 1- Vérifier que le géne est TBX21. 2- Assurer que l'identité est

100% .3- Cocher la case « Show results in a new window » pour que les résultats s’afficheront dans une nouvelle
fenétre. 4- Cliquer sur « Submit » pour obtenir les amorces.

2.2.3. Confirmation des résultats par In-Silico PCR

L'analyse In-Silico PCR (PCR virtuelle) est une méthode complémentaire utile et
efficace pour garantir la spécificité des amorces pour une large gamme d'applications PCR.
Cette méthode se fait par un programme dans la plateforme « génome.ucsc.edu » (figure
2.11 et figure 2.12).
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v @ Geve TRG) GNSGO00007T3. % D Powses desipuing sl % WD Porser Bt iesahy x B UCK Gerone Browser Hame X 4 - o x

& 9 C 5 gemommunceds [ 1.Aller sur ks plateforme « genome.ucsc.edu spour confinmer les résullats. ] & 0 @  Houvebe verson de Ovome doposie |

SHNTH CROT Sonomics SPTT] Genome Browser

R

® Genome Browser - Nteracuvely wsalae genomic data Age 25 2024 . New AbSpice Prediction Scores track for hgt®
BLAT - Rapidly algn sequences 10 the gencms Mar 26, 2024 - New gromAD wi Comstraint Metrics (hg38) and gnomAD Non-canc

L]

® In-SHico PCR - Rapadly afign PCR pamer pars 1 the ganame _ Mar 07, 7024 - New Prediction Scores super rack and SayesDel track for hgt8
® Tabie Browser - Download and fiter data fom the Genome Browser Mar 05, 2024 - New JASPAR tracks: Human [hg15Mgl2) - Mouse (mm 10/mmls)
8 LiftOver - Commrn gencme coordnales betwesn sssembles Mar 01, 2004 . AbSplice Prediction $cores for hg3t

- ta re ISON f - itivt man

WREST ACT= Retuns vute fequested In JSOM format Feb 21, 2024 - New DECIPHER Dosage Sensitivity tracks for Human (hg19hg3s)
& Vanant Annotation Integrator - Arnclale genomc vanants

= Nore tools... More naws Subscrbe

Meetings and Workshops: Come see us In person!

Figure 2.11. Plateforme du site « genome.ucsc.edu ». Confirmation des résultats par la

plateforme « UCSC genome browser ». (1) Aller sur la plateforme « UCSC genome browser », ensuit
(2) cliquer sur « in Silico PCR ».

v @l Gene: TBX21 (ENSG00000073¢ X ) Primer designing tool X B Primer-Blast results x B ucscin-silico PCR x  + - o
<« C 25 genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPer &g % im) &, @  Nouvelle version de Chrome disponible i
Tools Mirrors 0 My Data Help
UCSsC In-Silico PCR
Genome Assembly Target: Forward Primer Reverse Primer
Human v Dec. 2013 (GRCh38/hg38) 2 genome assembly v submit
Max Product Size: | 4000 i Min Perfect Match: [15 | Min Good Match: (15 | Flip Reverse Primer Append to existing PCR result
| About In-Silico PCR

In-Silico PCR searches a sequence database with a pair of PCR primers, using an indexing strategy for fast performance. See an example yideo on our YouTube channel. This tool is not
guaranteed to find off-target locations for primers, it is optimized for 100% identical matches. For use in primer design consider additional validation with tools such as primer blast

Configuration Options

Genome and Assembly - The sequence database to search

Target - If available, choose to query transcribed sequences.

Forward Primer - Must be at least 15 bases in length

Reverse Primer - On the opposite strand from the forward primer. Minimum length of 15 bases.

Max Product Size - Maximum size of amplified region

Min Perfect Match - Number of bases that match exactly on 3' end of primers. Minimum match size is 15
Min Good Match - Number of bases on 3' end of primers where at least 2 out of 3 bases match

Flip Reverse Primer - Invert the sequence order of the reverse primer and complement it

Append to existing PCR result - Add this PCR result list to the currently existing track of PCR results.

Output

When successful, the search returns a sequence output file in fasta format containing all sequence in the database that lie between and include the primer pair. The fasta header
describes the region in the database and the primers. The fasta body is capitalized in areas where the primer sequence matches the database sequence and in lower-case elsewhere
Here is an example from human

>chr22:31000551431001000 TAACAGATTGATGATGCATGAAATGGG CCCATGAGTGGCTCCTAAAGCAGCTGL

Figure 2.12. Le site In-Silico PCR.
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Chapitre 3. Résultats
3.1. Résultats de la conception des amorces
3.1.1. Résultats du Primer-BLAST

La conception des amorces spécifiques du géne TBX21 a passé par plusieurs
étapes. Tout d’abord, nous avons utilisé le site « Ensembl » pour avoir I'intégrité du gene
TBX21. Ce géne se compose de 6 exons. Dans cette étude, nous avons choisi le premier
exon. Ensuite, nous utilisons I'outil Primer-Blast sur la base de données « NCBI » Ce dernier

nous permet d'avoir 10 paires d'amorces propres au géne TBX21 spécifique de I'exon 1.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 3.1.

[TTAR L AE] O

‘13
!

|
|

Figure 3.1. Résultats du Primer-BLAST.

Nous avons choisi la troisieme paire d'amorces « Primer paire 3 », quatriéme paire d’amorce

« Primer paire 4 », cinquiéme paire d’amorce « Primer paire 5 » et les raisons suivantes :

e Les tailles de nos paires d’'amorces choisies sont de (980, 976,996 paires de bases,
respectivement) (Figure 3.2,3.3,3.4). Cette taille est comprise entre 250 a 1000
paires bases. Le respect de ce critere est important a fin d’éviter le phénoméne de
saturation. En effet, plus la taille de 'amorce est supérieure a 1000 paires de bases,
plus 'amorce devient difficile a amplifier.

o Pour de meilleurs résultats d’hybridation, 'amorce a besoin d’'une température entre
50°C a 80°C (cette température correspond a une longueur de I'amorce de 18-24
bases). Nos paires répond parfaitement a ce critére car sa température correspond
60°C (Figure 3.2).

e Lalongueur des amorces est proportionnelle a I'efficacité de I'hybridation. De plus, la

température d’hybridation doit étre optimale pour une longueur d’amorce entre 18 a
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24 bases. Dans ce cas, nous avons choisi 3 paires d’amorces d’une taille de 20

nucléotides (Figure 3.2,3.3,3.4). Plus l'amorce est longue, moins I'hybridation est

efficace.

e Enfin, la teneur en GC pour pair d’'amorce 3 est de 50% et 60% pour 'amorce sens et
anti-sens respectivement, pour primer pair 4 est de 55% et 50% pour Forward et

Réserve primer respectivement et la derniére est de 55% pour les deux paires

d’amorce. La teneur en GC d’'une amorce doit étre comprise entre 40% et 60 %.

Frimer pair 3 I

| 2 2 |

Sequence (5->3) Template strand Length Start Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CCTGCAGTACTCGCCAAGAG Plus 20 98 117 6046 6000 6.00 2.00
Reverse primer TCCCTACGCTGAAGCCAAAG Minus 20 1077 1058 60.04 5500 4.00 200
Product length 980
Figure 3.2. Primer pair 3.
|Primer pair 4 | ‘ ' ‘
Sequence (5->3) Template strand Length Start Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer TCTTCGAACTACAGGGTGCG Plus 20 45 64 59.76 55.00 6.00 2.00
Reverse primer TCAGAAGCATTGTCGAGCCA Minus 20 1040 1021 59.68 50.00 4.00 2.00

Product length

996

Figure 3.3. Primer pair 4.

| Primer pair 5|

| 1

Forward primer
Reverse primer
Product length

Sequence (5->3)
GTACTCGCCAAGAGCGTAGA
CTCCCTACGCTGAAGCCAAA
975

Template strand
Plus
Minus

Length Start Stop Tm  GC%  Self complementarity

2 104 123 5927 5500 4.00
2 1078 1059 60.04 5500 4.00

Self 3' complementarity
0.00
0.00

Figure 3.4. Primer paire 5.

Le tableau 3.1 représente une comparaison entre les critéres d’'une bonne amorce et

nos amaorces.

Tableau 3.1. La comparaison entre les critéres d’une bonne amorce et nos amorces.
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Les criteres
4 Produit Produit
Température de Teneur en GC L b
Longueur (Lengh) fusion (Tm) (GC%) spécifiq | aspécifig
ue ue
Paires Taux optimale
damor Inférieur Supérieur
ces 18 a 35 bases nucléotidiques 50 et 80 °C 402460 a N 1%00 :
1000pb P
Amor Amor
Amorc
Amorce sens ce Amorce e anti. | Amorce ce
anti- sens sens anti-
sens
sens sens
3 20 20 60.46 60.04 60 55 980 dTeO‘i(S) c%ﬁ;
4 20 20 59.76 59.68 55 50 996 dT:lﬁil_(s) gé‘;sb
5 20 20 59.27 | 60.04 55 55 975 | 4o &'ﬁ)
v B Primer designing tool x B Primer x 4 —
<« € = ncbinlmnihgow/tools/primer-blast/g — e
e £ Tous les favor
IPr\mer pair 3 I ' ‘ ‘
ot COTOCAGTACTCGCOAOAS PSSt P 2o e

Product length 980
Products on polg plate l

NC_000

Primary Assembly

product length = 980
T TocIe With this product:
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Forward primer 1 CCTGCAGTACTCGCCAAGAG 20
Template 47733093 iiiiiiiiieinieinas 47733112
Reverse primer 1 TCCCTACGCTGAAGCCARAG 20
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000007.14 Homo sapiens chromosome 7, GRCh38.p14 Primary Assembly

product length = 1538 _
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Forward primer 1 CCTGCAGTACTCGCCAAGAG 20
Template 2584273 GT.T...A...T........ 2584254
Reverse primer 1 TCCCTACGCTGAAGCCARAG 20
Template 2582744 .......T.CC.GC...... 2582763

Figure 3.5. Résultat de PRIMER-BLAST. 1-Vérifier la longueur des amorces, leurs températures
d’hybridation et le rapport GC%, 2- vérifier que I'espéce est « Homo sapiens » et que le chromosome est du gene
voulu, 3- vérifier la longueur du produit spécifique (< 1000pb), 4- s’assurer que toutes les produits aspécifiques
ont une longueur de > 1000pb.
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Disposition  Rétérences  Publipostage Affichage

Recherche interrompue &RV 2 ~ = ~ .
Titres  Pages  Résultats 2 F w d
‘ Intron 1 e ol
.
Word a interrompu I'action pour que vous R P
ol e cnpo s rimer
Utilis les fiéches pour i . . . ¥e - hca : RCToR

— Exon 1

TCCCTACGCTGAAGCCAAAG « La Reverse Primer : i A o
GAAACCGAAGTCGCATCCCT « écrire son inverse » FETTRCTICMRENEN Intron 2

CTTTGGCTTCAGCGTAGGGA « écrire sa complémentaire p »

Figure 3.6. Les amorces encadrant la région d’intérét. La Paire d’'amorces N°3 (en jaune et vert)
encadrant la partie de la séquence de 'ADN qu’on veut amplifier du géne TBX21 ; Forward Primer (amorce sens)
(CCTGCAGTACTCGCCAAGAG), Reverse Primer (amorce anti-sens) (CTTTGGCTTCAGCGTAGGGA).

3.1.2. Résultats d’in-silico PCR

Les résultats obtenus nous ont confirmés la taille du produit spécifique obtenus 980
pb ainsi que la spécificité des amorces congues, les informations obtenues confirment aussi
le chromosome 17 porteur du gene TBX21, la séguence des amorces et la température
d’hybridation (Figure 3.7). Donc, ce résultat nous confirme la fiabilité des amorces que nous

avons choisies.

~ W) Primer designing t x | B) Primer-Blast result x Ml uCsC in-Silico PCR x + o = ERE
<« C 25 genome.ucscedu/cgi-bin/hgPcr B o [c]
M Gmail @B YouTube ¥ Maps (o<]

o Genomes  Genome Browser  Tools Mirrors Downloads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

Reverse Primer

CCCTACGCTGAAGCCAAAG I Submit I
Max Product Size: 4000 Min Perfect Match: |15 Min Good Match: |15 Flip Reverse Primer: Append to existing PCR resuit t

About In-Silico PCR : @

In-Silico PCR searches a sequence da(abase with a pair of PCR primers, using an indexing strategy for fast performance. See an example yideo on our YouTube channel. This tool is not guaranteed to find off-
target k t for primers, it is Z r 100% identical matches. For use in primer design consider additional validation with tools such as prmer bla:

Assembly:
Jan. 2022 (T2T CHM13v2 Ohs1) v

Configuration Options

Genome and Assembly - The sequence database to search.

Target - If available, choose to query transcribed sequences.

Forward Primer - Must be at least 15 bases in length

Reverse Primer - On the opposite strand from the forward primer. Minimum length of 15 bases.

Max Product Size - Maximum size of amplified region.

Min Perfect Match - Number of bases that match exactly on 3" end of primers. Minimum match size is 15
Min Good Match - Number of bases on 3' end of primers where at least 2 out of 3 bases match.

Flip Reverse Primer - Invert the sequence order of the reverse primer and complement it.

Append to existing PCR result - Add this PCR result list to the currently existing track of PCR results.

Output

When successful, the search returns a sequence output file in fasta format all seq in the that lie between and include the primer pair. The fasta header describes the region in the
database and the primers. The fasta body is capitalized in areas where the primer sequence matches the database sequence and in lower-case elsewhere. Here is an example from human

chr22:31000531+31001000 TAAC

AGATTGATGATGCATGAAATGGG CCCATGAGTGGCTCCTAARGCAGCTGE

Figure 3.7. Confirmation des résultats sur la plateforme « UCSC genome browser ». 1-
s’assurer que l'espéce est « Human ». 2- Entrer 'amorce sens dans la case « Forward Primer ». 3- Entrer
I'amorce anti-sens dans la case « Reverse Primer » et (4) Cliquer sur « Submit ».
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Forvard: 61.1 C cctgcagtactegecangag
Reverser 62.7 C tecctacgetgaagccarag

The temperature élcu lations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to caiculate the meiting temp comes from Primer3, the formula by Rychiik W, Spency

Rhoads RE NAR 1990, which can be activaled in Primer3 with PRIMER_TM_FORMULA=0.

Figure 3.8. Résultats de la confirmation de la troisiéme paire d’amorce. Un seul résultat est
affiché comme en dessus, 1 ,2-vérifier si la taille et le chromosome sont les méme que ceux du géne TBX21. 3,4-
S’assurer que la paire d’'amorce est la méme que celle que nous avons choisie.

On a suivi les mémes étapes de la conformation des résultats du troisieme paire

d’amorce pour obtenir les résultats de quatriéme et cinquiéme paire d’amorce.
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UCSC In-Silico PCR

>chrd7:48534850+48595845 996bp TCTTCGAACTACAGGETGCG TCAGAAGCATTGTCGAGCCA
TCTTCGAACTACAGGGTGCGegeaggetctegettctetecaccatggeg
geccctgeagtactegecaagagegtagastttgectagtattagecacy
9BaBEECEEEEBEEBCEABBCEEABCBBECCEAEELEECBEELBREE
gegagccggagagcttcataaagecacageaaagegetgegactetagty
acagcggeccgetggagaggasgeccgagagetgccgegegectgecgga
3886 t egectccggtegggteccec
acceggeectegggtececcgececetgeteectgeccateecageceac
gegaccctctegegegeggaggggceggtectegacggetacgggaaggt
gecageccgececpgatgggeategtagagcegagttgeggagacatact
gacpgRcaccgagecgatgccggEgagcgacgeEREcCaERcacctpacy
ccgaccegeageaccgetacttctacccggageegggegegeaggacgeg
gacgagcgtcgcggggacggcagectggggttecctaccegggggaege
cttggtgeccgec gecgettocttggagectacgectacccge
cgegaccccaggeggecggcttecceggegegggcgagtectccegecg
ccegeggacgecgagggctaccageegggegagggctacgeegceccgga
ccegegegecggactetacceggagecgegtaaggactacgegctacecg
cgggactggagattcggggasactgagggtegegctcaacaaccaccty
ttgtggtccaagtttaatcageaccagacagagatgatcateaccaagea
gegacggtgagtgcggcgegreggeecttggggectetgtgeccgegecy
gaacaagaacgtctcgtetgtttttcTGGCTCGACAATELTTCTGA

Primer Melting Temperatures

Forward: 61.4 C tcttcgeactacagggtece

Reverse: 63.1 ( tcagasgcattgtecgageca

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oliga concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3, the formula by Rychlik W, Spencer WJ and
Rhoads RE NAR 1990, which can be activated in Primer3 with PRIMER_TM_FORMULA=0.

Figure 3.9. Résultats de la confirmation de la quatriéme paire d’amorce.
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UCSC In-Silico PCR

>chrl7:485949G9+48595883 975bp GTACTCGCCAAGAGCGTAGA CTCCCTACGCTGAAGCCAAL
GTACTCGCCAAGAGCGTAGAatttgectagtattagecacgagsggacas
3
agagcttcataaagecacagcaaagegetgegactctagtgacageggee
cgctggagaggaagcccgagagetgecgegegectgecggacgagagegt
agaagccaggegtcagageccgggctccggtggggtoccocacceggeee
tcgggtecccegeencctgetecctgeccataccageecacgegacaete
gggtectcgacgec
aggtt, 'ty
CRapccgatgccpERRagCcRACRARRRccRRRCRCCtBRCcpccgaccege
agcaccgctacttctacccggagecggRcgcgcaggacgeggacgagegt
cgcEggEgCEBcagectggggtctecctacccggggggrgeettggtgce
't BCCgagecge gectace 3
cggc ctteecge

cggpctetacccggggecgrgtgaggactacgcgetacccgcggEactgs
aggtgtcggggaaactgagggtcgegctcaacaaccacctgttgtagtec

sagt

c
cgtetgtetgtttttctpgetegacaatgettctgactecgtgteecte
actgeTTTGGCTTCAGCGTAGEGAG

Primer Melting Temperatures

Forward: 58.3 C gtactcgccaagagegtaga
Reverse: 62.7 C ctccctacgetgasgccasa . - ) . . ;
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, the formula by Rychlik W, Spencer WJ and

Rhoads RE NAR 1990, which can be activated in Primer3 with PRIMER_TM_FORMULA=0.

Figure 3.10. Résultats de la confirmation de la cinquiéme paire d’amorce.
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Conclusion et perspectives

Chapitre 4. Conclusion et perspectives

Les ILCs sont une population cellulaire nouvellement décrite du systeme immunitaire
innée. Ces cellules sont caractérisées par une morphologie lymphoide et un profil de
cytokines similaires a celles des lymphocytes T. On distingue trois principaux groupes d’ILC.
Les ILCs de type 1, devisé en 3 population (les NKC, Les ILCls intraépithéliales, ILC1s),
sont définies par la production des cytokines de type 1 et I'expression de facteur de
transcription T-bet. Les ILCs de type 2 secretent I'IL-5, IL-10, IL-9, IL-13 et sont
caractérisées par GATA3. Les ILCs3 constituées des cellules ILCs3 NKp46 et les LTi, elles
sont capables de produire I'lL-17, IL-22 et expriment RORyt.

Le facteur de transcription T-bet est un élément clé associé au développement des
ILCsl et la plasticité des NKP46+ILCs3 productrices d’'IFNy. Ce facteur joue un rdle crucial
dans l'immunité de type 1 et dans la résistance a de nombreuses infections bactériennes
notamment celles par Pseudomonas aeruginosa. Grace a ce réle, il s’avére important
d’étudier l'expression du géne TBX21, qui code pour T-bet, dans divers processus

immunologiques.

Pour amplifier notre géne par PCR, il fallait d’abord accéder a la séquence
génomique. Ensuite, cette séquence a été utilisé pour élaborer un couple d’amorces
spécifiques encadrant une région d’intérét au niveau de I'exon 1 du géne TBX21 a partir de
I'outil PRIMER-BLAST.

Les trois paires d'amorces choisies répondent a tous les criteres de choix de bonnes
amorces. Leur taille est comprise entre 250 a 1000, la température de fusion est comprise
entre 50°C et 80°C, la longueur est de 20 nucléotides et la teneur en GC est comprise entre
40 % et 60 %.

Gréace a ce travail, on a découvert les différents outils du domaine bio-informatique
tels que la recherche de séquence génomique dans les bases de données comme
« Ensembl », la conception des amorces spécifiques grace aux logiciels informatiques tels
gue « PRIMER-BLAST » et ainsi connaitre les caractéristiques fondamentales au bon choix

d’amorces pour le bon déroulement d’'une PCR.
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Résumé

Introduction : Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie pathogene a Gram négatif, non sporulée, aérobie et
capable de provoquer plusieurs infections chez les personnes immunodéprimées. Les réponses immunitaires innées de I'hdte
contre cette bactérie nécessitent I'intervention de nombreuses cellules immunitaires y compris les cellules lymphoides innées
(ILCs), qui sont une population cellulaire qui répond rapidement aux signaux provenant des tissus infectés ou endommagés et
génére un ensemble de cytokines qui régulent le développement des réponses antibactériennes. La diversité des populations
des ILCs est sous le contrle de multiples facteurs de transcription tels que T-bet, qui contr6le le développement et la
maturation fonctionnelle des ILCs1 et des NKp46+ILCs3.

Objectifs : Concevoir des séquences d’oligonucléotides encadrant une partie du géne TBX21 exprimé par les ILCs1 et les
NKp46+ILCs3 au cours de I'infection par P. aeruginosa.

Matériel et méthodes : Dans ce travail, la base de données « Ensemble » a été utilisé afin d’obtenir la séquence génomique
spécifique du gene TBX21. Ensuite, I'outil Primer-Blast du site « www ncbi.nih.gov » a été utilisé pour élaborer les amorces
spécifiques nécessaires a I'amplification de ce géne par PCR. Et enfin, la vérification de la fiabilit¢ des paires d’amorces
sélectionnées a été faite par I'outils PCR in silico.

Résultats : L'utilisation de I'outil Primer-BLAST nous a permis d’obtenir trois paires d’amorces répondant a tous les critéres de
choix de bonnes amorces.

Conclusion : En conclusion, les amorces choisis peuvent étre utilisées pour I'étude de I'expression du géne TBX21 dans
diverses études ultérieures.

Mots clés : Amorce, TBX21, ILCs1, NKp46+ILCs3, Primer-BLAST, Pseudomonas aeruginosa.

Abstract

Introduction: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is a Gram-negative, non-spore-forming, aerobic, pathogenic bacterium
capable of causing multiple infections in immunocompromised individuals. The host's innate immune responses against this
bacterium require the intervention of numerous immune cells, including innate lymphoid cells (ILCs), which are a cell population
that responds rapidly to signals from infected or damaged tissue and generates a set of cytokines that regulate the development
of antibacterial responses. The diversity of ILC populations is under the control of multiple transcription factors such as T-bet,
which controls the development and functional maturation of ILCs1 and NKp46+ILCs3.

Objectives: Design oligonucleotide sequences framing a part of the TBX21 gene expressed by ILCs1 and NKp46+ILCs3 during
bacterial infection by Pseudomonas aeruginosa.

Material and methods: In this work, the “Ensemble” database was used to obtain the specific genomic sequence of the TBX21
gene. Next, the Primer-Blast tool from the “www ncbi.nih.gov” website was used to develop the specific primers required for
PCR amplification of this gene. Finally, the reliability of the selected primer pairs was verified using the in silico PCR tool.
Results: Using the Primer-BLAST tool, we obtained three pairs of primers meeting all the criteria for choosing good primers.
Conclusion: In conclusion, the chosen primers can be used for the study of the expression of the TBX21 gene in various
subsequent studies.

Key words: Primer, TBX21 Gene, ILC1, NKp46+ILCs3, Primer-BLAST, PCR, Pseudomonas aeruginosa.
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