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Résumé i

Résumé

Introduction : Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie & Gram négatif,
pathogéne qui provoque des infections aigués et chroniques compliquées. Les cellules
lymphoides innées (ILC, Innate lymphoid cells) sont des composants du systéme immunitaire
inné, homologues aux lymphocytes T CD4 + et récemment identifiés. Les deux sous

populations des ILCs « ILC1s et ILC3s » se caractérisent par la production de I'lFN-y, une

cytokine qui joue un réle important dans I'élimination des infections bactériennes.

Objectif : Conception d'amorces du gene IFNG exprimé par les ILC1 et ILC3 afin de

caractériser les populations des ILCs impliquées dans les infections a P. aeruginosa.

Matériel et méthodes : Afin de concevoir des amorces spécifiques du géne IFNG, on a utilisé
plusieurs outils : la base de données « www.ensemble.org », pour trouver de séquence
spécifigue du géne IFNG et un outil de primer-BLAST fourni par le NCBI pour concevoir des

amorces. Les résultats sont confirmés par in silico PCR et primer-BLAST.

Résultats : L'utilisation de I'outil Primer-BLAST du site « www ncbi.nih.gov » nous a permis
d'obtenir des amorces spécifiques pour le gene IFNG, qui répondaient a tous les critéres des

bonnes amorces, et avec des produits aspécifiques supérieures a 1000Pb.

Conclusion : Le choix d'une bonne paire d'amorces pour amplifier le géne IFNG par PCR
constitue une étape primordiale dans la réussite de cette technique et dans I'étude du réle de

ce géne dans l'immunité anti infectieuse.

Mots clés : P. aeruginosa, ILCs, IFNG, amorces, primer-Blast.
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Abstract
Introduction:

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is a Gram-negative bacterium and a pathogen that
may cause complicated acute and chronic infections. Innate lymphoid cells (ILCs) are
components of the innate immune system, homologous to CD4 + T helper cells (Th), and
recently identified .The subpopulations of ILCs “1 and 3” can eliminate P. aeruginosa by the

production of IFN-y which plays several roles against bacterial infections, and encoded by the

IFNG gene.
Objective :

Design of primers for the IFNG gene expressed by ILC1 and ILC3 in order to study its role

during P. aeruginosa infections.
Materials and methods :

In order to design primers specific to the IFNG gene, several tools were used: the
“‘www.ensemble.org” database to find specific sequence of the IFNG gene and a primer-
BLAST tool provided by the NCBI to design primers. The results are confirmed by in silico
PCR and primer-BLAST.

Results :

The use of the Primer-BLAST tool from the “www ncbi.nih.gov” site allowed us to obtain
specific primers for the IFNG gene, which met all the criteria for good primers, and with

nonspecific products superior to 1000Pb.
Conclusions :

The choice of a good pair of primers to amplify the IFNG gene by PCR (Polymerase Chain
Reaction) constitutes an essential step in the success of this technique and in the study of the

role of this gene in anti-infectious immunity.

Keywords : P. aeruginosa, ILC1, ILC3, IFNG, primers
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie a Gram négatif, pathogene
opportuniste qui provoque une série d’infections aigués et chroniques compliquées (Thi,
Wibowo, et Rehm 2020; Killough, Rodgers, et Ingram 2022a). Cette bactérie caractérisée par
sa capacité d’adaptation a nouvelles conditions environnementales, et a sa haute résistance
aux réponses immunitaires innée et adaptative de I'héte, en raison de son arsenal de facteurs
de virulence responsables de la colonisation bactérienne et l'invasion de I'héte (Yong et al.
2018; Liao et al. 2022; Killough, Rodgers, et Ingram 2022b).

Les cellules lymphoides innées (ILC, Innate lymphoid cells) sont les constituants du
systeme immunitaire inné les plus récemment identifiés. Sont une population homologues
innées des cellules CD4 + T auxiliaires (Th) en fonction de la similitude de leur développement
et de leurs fonctions, mais n'expriment pas de récepteurs spécifiques a l'antigéne des
lymphocytes T ou des lymphocytes B (Artis et Spits 2015; M. Zheng et Zhu 2022a). Sur la
base de I'expression du facteur de transcription principal et de la sécrétion de cytokines
signature, les ILC sont divisées en trois sous populations, qui sont les ILC1 « comme le font
les lymphocytes T auxiliaire de type 1 (Thl, T helper cell ) », les ILC2 « comme le font les
lymphocytes Th2 » et les ILC3 « comme les lymphocytes Th17/Th22 » (Crinier et al. 2017a;
M. Zheng et Zhu 2022b). Les cellules du groupe 1 (ILC1) dépendent du facteur de transcription

T-bet, et caractérisées par leur capacité a sécréter de l'interféron vy (IFN- y) et du facteur de

nécrose tumorale (TNF)-a. Les cellules du groupe 2 (ILC2) nécessitent GATA3, et générent
des cytokines de cellules T auxiliaires (Th2) de type 2, telles que I'IL-5, I'lL-9 et I'lL-13. Les
cellules du groupe 3 (ILC3) dépendent du récepteur orphelin yt (ROR vt), et produisent de

I'lFN- v, de I'lL-17 et de I'lL-22 (S. Wang et al. 2017; Nagasawa, Spits, et Ros 2018a). Les
ILCs jouent un rble essentiel dans le maintien de 'homéostasie et la réparation des tissus.
Ainsi, ils représentent de nouveaux acteurs a linterface entre le microbiote et le systéme
immunitaire inné ou adaptatif (Serafini et Di Santo 2015; Hsu et al. 2021). Les ILC,
spécifiquement les ILC1s et les ILC3s, par leur capacité a produire I'lFN- v, sont considérés
comme un élément crucial dans la défense immunitaire contre les infections bactériennes (seo
Seo, Giles, et Kronenberg 2020; Beck, Ohno, et Satoh-Takayama 2020a; N. M. Elemam et al.
2021).

La réaction en chaine par polymérase (PCR) est une technique de biologie moléculaire,
conduisent a I'amplification de I'ADN contient la région spécifique d'intérét pour générer des
plusieurs copies d’'un fragment d’ADN spécifique, grace a des cycles répétés de dénaturation,
d’hybridation d’amorce et d’extension effectués avec 'enzyme thermostable (Gibbs 1990;

Kadri 2020a; Bell 1989). L'étude de I'expression de I'lFN- y par PCR permet d'identifier la

1
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Sous-population d'ILCs qui produit cette cytokine lors d'une infection par aeruginosa, ainsi que

d'étudier l'implication de cette cytokine dans la défense contre cette bactérie.

Notre travail consiste a élaborer des amorces qui serviront a amplifier la séquence
d’oligonucléotides encadrant 'exon 1 du géne IFNG exprimé par les ILCs qui contribue a la

lutte contre d’infection bactérienne par P. aeruginosa.
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Chapitre 1. Revue de la littérature

1.1. Pseudomonas aeruginosa

Le nom de la bactérie Pseudomonas est dérivé de deux mots grecs : pseudo, signifiant
« erreur », et monas, signifiant « une unité » ; aeruginosa « bleu verdéatre » vient du mot latin
aerugo qui signifie « cuivre rouillé » (Diggle et Whiteley 2020a). La bactérie Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) a été connue sous plusieurs noms tout au long de son histoire et
depuis sa découverte, en raison de la couleur bleue et verte qu’elle produit. Sédillot fut le
premier a le découvrir en 1850 en observant le changement de couleur et d’odeur des
pansements chirurgicaux (Lister, Wolter, et Hanson 2009), et le pharmacien Frangais Carle
Gessard fut le premier a décrire P. aeruginosa dans son étude « Sur la couleur bleu-vert des
bandages » en 1882. Il a réussi a isoler la bactérie en culture pure et a signalé sa croissance
a partir de plaies cutanées de deux patients infectés par du pus vert bleuéatre (Lister, Wolter,
et Hanson 2009; Diggle et Whiteley 2020).

1.1.1. Caractéristiques de P. aeruginosa

P. aeruginosa, bacille pyocyanine, est une bactérie pathogéne opportuniste, aérobie,
en forme de batonnet, et & Gram négatif (0,5-0,8 um de diamétre, et 1,5-8 ym de long). Cette
bactérie est mobile par flagelles polaires et trouvé seul, en paires ou en chaines courtes
dépourvu de spores et de capsules. Elle posséde une oxydase positive et appartient a la

famille des « Pseudomonadaceae » (Bennik 1999; Azam et Khan 2019).

Le génome de P. aeruginosa est relativement volumineux par rapport a d’autres
bactéries (5,5 & 7 Mbp) (Pang et al. 2019a).

La température optimale de croissance est de 37 °C, mais il peut survivre dans des
températures allant de 4 a 42 °C (Diggle et Whiteley 2020b).

1.1.2. Habitat de P. aeruginosa

P. aeruginosa est un germe ubiquitaire, abandant dans le sol, I'eau et la végétation.
Cette bactérie peut étre isolée a partir de la peau, de la gorge et des excréments de personnes
en bonne santé. Elle colonise souvent la nourriture, les éviers, les robinets, les vadrouilles et

les équipements respiratoires des hépitaux (Iglewski 1996).
1.1.3. Facteur de pathogénicité de P. aeruginosa

P. aeruginosa possede un large éventail de facteurs de virulence qui contribuent a sa
pathogénicité. Ces facteurs sont également impliqués a l'attachement bactérien, a la

colonisation et a l'invasion de I'héte, a l'interruption de l'intégration des tissus de I'hote, a la
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suppression et a I'échappement aux défenses immunitaires de I'h6te et a I'épuisement des
tissus de I'h6te (Moradali, Ghods, et Rehm 2017; Sainz-Mejias, Jurado-Martin, et McClean
2020; Liao et al. 2022).

1.1.3.1. Facteurs de virulence de surface
1.1.3.1.1. Les pili ou fimbriae

Plusieurs bactéries possédent des appendices superficiels filamenteux appelés pili
(Craig, Forest, et Maier 2019). Il y a plusieurs types de pili, qui different en fonction de leurs
mécanismes d'assemblage, leur structure et leur fonction et parmi eux (Pelicic 2008; Burdman
et al. 2011a).

Le pili de type IV de P. aeruginosa est un homopolymeére constitué de plusieurs milliers
de copies d'une sous-unité protéique de 15 kDa appelée pilin (PilA) (Hahn 1997; Nudleman
et Kaiser 2004) .Ces unités sont assemblées par divers composants, tels que les protéines
PilC, PilB et PilT (Nudleman et Kaiser 2004). Le pili de type IV est impliqué dans plusieurs
fonctions, notamment la motilité, I'adhésion et la colonisation de surface, la formation de

biofilm, 'absorption de ’ADN et la virulence (Nudleman et Kaiser 2004; Burdman et al. 2011b).
1.1.3.1.2. Flagelle

Les flagelles sont des organites bactériens trés complexes, essentiels a l'attachement
initial de P. aeruginosa aux surfaces (Haiko et Westerlund-Wikstrém 2013; Tuon et al. 2022).
Les flagelles sont impliqués la chimiotaxie, la motilité, la formation de biofilm et la virulence
(Haiko et Westerlund-Wikstrom 2013; Bouteiller et al. 2021).

1.1.3.1.3. Lipopolysaccharide

Le lipopolysaccharide (LPS) est un composant important de la membrane externe des
bactéries a Gram négatif. Il est divisé en trois régions : le lipide A (le domaine hydrophobe,
qui est une endotoxine et le principal facteur de virulence), et l'oligosaccharide distal
hydrophile répétitif (O-antigéne, The repetitive hydrophilic distal oligosaccharide), et le
polysaccharide de noyau hydrophile (le polysaccharide central) (Figure 1.1) (Mazgaeen et
Gurung 2020; Farhana et Khan 2024).
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Figure.l.1. Structure du LPS de P. aeruginosa (Mazgaeen et Gurung 2020). Le LPS assure
l'intégrité structurelle et fonctionnelle de la membrane externe des bactéries & Gram négatif. Le LPS est une
molécule amphipathique avec une structure générale composée de trois régions différentes : le lipide hydrophobe
A, le polysaccharide central et I'antigene O (répétitions de la chaine polysaccharidique, ou n peut aller jusqu'a 40
répétitions). Le lipide A est constitué d'un squelette diglucosamine bisphosphorylé substitué par six chaines acyle
attachées par une liaison ester ou amide.

Le lipide A (endotoxine), I'ancre hydrophobe du lipopolysaccharide (LPS), est un
phospholipide a base de glucosamine qui constitue la monocouche externe des membranes
externes de la plupart des bactéries a Gram négatif (Gauthier, Rotjan, et Kagan 2022). Il
constitue la partie bioactive du LPS, activant le systéme immunitaire inné via le récepteur Toll-
like 4/ facteur de différenciation myéloide 2 (TLR4/MD2) (Delcour 2013).

L'antigéne O est le long composant polysaccharidique du LPS, dont la longueur peut
varier d'un a plusieurs centaines de sucres. Il est synthétisé séparément du noyau lipidique A

et y est ensuite attaché (Huszczynski, Lam, et Khursigara 2019).

La région oligosaccharidique centrale du LPS est attachée au lipide A, et subdivisée en
noyau interne qui contient du L- glycéro -D- manno —heptose (Hep, L-glycero-D-manno-
heptose) et d’acide 3-désoxy-D-manno-oct-2-ulosonique (KDO, 3-Deoxy-D-manno-oct-2-
ulosonic acid), et un noyau externe qui est composé de sucres hexoses, tels que D-glucose
(D-Glc), le galactose, la N -acétylgalactosamine et la N -acétylglucosamine, et est
généralement plus variable que le noyau interne (Rocchetta, Burrows, et Lam 1999; Erridge,
Bennett-Guerrero, et Poxton 2002). Les résidus Hep sont souvent phosphorylés en positions
2,4 et 6. Il convient de noter que la phosphorylation du noyau interne du LPS de P. aeruginosa

est essentielle & la viabilité bactérienne (Pier 2007).
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1.1.3.1.4. Biofilm

Les biofilms sont un complexe de cellules microbiennes intégrées dans une matrice
extracellulaire composée de protéines, d’ADN extracellulaire et d’exopolysaccharides, offrant
un mode de vie protecteur aux bactéries (Kamali et al. 2020). La formation du biofilm

comprend les étapes suivantes (figure 1.2) (Passos Da Silva et al. 2017) :

(a) la fixation initiale ou adhérence des cellules bactériennes a une surface par le support
d'appendices cellulaires tels que les flagelles et les pili de type IV (Thi, Wibowo, et Rehm
2020; Vetrivel et al. 2021).

(b) Les cellules bactériennes passent d’'une fixation réversible a une fixation irréversible (Thi,
Wibowo, et Rehm 2020).

(c) Propagation progressive des bactéries attachées dans une architecture plus structurée,
appelée microcolonies (Thi, Wibowo, et Rehm 2020).

(d) Pendant ce temps, on observe la croissance de communautés tridimensionnelles, et par

conséquence la maturation du biofilm (Thi, Wibowo, et Rehm 2020).

(e) Enfin, les bactéries se dispersent de la structure sessile et rentrent a I'état planctonique

pour se propager et coloniser d'autres surfaces (Rasamiravaka et al. 2015).

- '
S

@Motility @Adhesion

Initial
attachment

Irreversible
attachment

@Maturation

Attachment and
matrix formation

(4)Dispersion

Formation and
release balance

(5 Propagation

Beginning of a
new cycle

Figure 1.2. Etapes de formation du biofilm chez P. aeruginosa (Asma et al. 2022).

La stabilité de la structure du biofilm de P. aeruginosa est déterminée par divers

polysaccharides, notamment l'alginate, le pel et le psl (Vetrivel et al. 2021).
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1.1.3.2. Facteurs de virulence sécrétés
1.1.3.2.1. Exotoxine A

L'exotoxine A est la plus toxique des protéines sécrétées produites par P. aeruginosa.
Cette exotoxine posseéde une activité d’adénosine diphosphate (ADP, Adenosine
diphosphate) -ribosylation et affecte les processus de synthése des protéines dans les cellules
hétes (Jurado-Martin, Sainz-Mejias, et McClean 2021) (Wagener et al. 2021). Elle est
composée de 613 acides aminés et subdivisée en trois domaines structurels importants : Le
domaine | qui est domaine N-terminal et composé principalement de brins (3 antiparalléles et
est responsable de la fixation aux cellules hétes ; le domaine intermédiaire ou central (I1),
composé de six hélices a ayant une activité de translocation membranaire qui permet a ce
toxine de se déplacer a travers les membranes cellulaires ; et le domaine C-terminal (Ill) qui
est le fragment toxique avec une activité ADP-ribosyltransférase (Wick, Hamood, et Iglewski
1990; Wedekind et al. 2001; Michalska et Wolf 2015; Jurado-Martin, Sainz-Mejias, et McClean
2021).

Aprés son libération par P. aeruginosa, I'exotoxine A se lie aux cellules hotes via le
récepteur cluster de différenciation 91 (CD91, cluster of differenciation) ou a2-macroglobuline,
conduisant & son internalisation dans les endosomes et a sa translocation ultérieure vers le
cytosol, ou grace a son activité enzymatique ADP-ribosylation, elle inactive le facteur
d'élongation de traduction 2 eucaryote (eEF2, eukaryotic translation elongation factor 2) et
cela arréte la synthése des protéines au niveau de I'élongation de la chaine polypeptidique,

entrainant la mort cellulaire (Wick, Hamood, et Iglewski 1990; Shapira et Benhar 2010).

1.1.3.2.2. Exoenzymes S, T, U et Y

La bactérie P. aeruginosa utilise un appareil de sécrétion complexe de type Il (T3SS)
pour injecter des protéines effectrices dans les cellules hétes (Hauser 2009). Ce T3SS forme
des machines complexes en forme d'aiguilles sur la surface bactérienne et injecte des toxines
directement dans le cytoplasme des cellules cibles (Hauser 2009; Sauvage et Hardouin 2020;
Jurado-Martin, Sainz-Mejias, et McClean 2021; Wagener et al. 2021).

L’ExoS et 'ExoT sont des cytotoxines bifonctionnelles de P.aeruginosa, qui partagent
76% d’homologie protéique et contiennent des domaines protéines activatrices des GTPases
(GAP, GTPases activating protein) N-terminaux et des domaines ADP-ribosylation C-

terminaux (Barbieri et Sun 2005).

Les activités GAP d'ExoS et ExoT semblent étre identiques, ciblant Rho, Rac et
I’'homologue de la protéine 42 de contr6le de la division cellulaire (Cdc42, Cell division control
protein 42 homolog) petites GTPases qui maintient I'organisation du cytosquelette d'actine

(Barbieri et Sun 2005). Ces GTPases régulatrices basculent normalement entre une forme
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active liée au GTP et une forme inactive liée au GDP, mais le domaine GAP des ExoS et
ExoT, biaise le passage vers la forme inactive liée a I'ADP, provoquant une perturbation de

I'actine du cytosquelette (Hauser 2009).

L'activité ADP-ribosyltransférase d'ExoS qui cible Ras et plusieurs autres protéines,
dépend d'un cofacteur eucaryote (FAS, factor activating exoenzyme S), et posséde un certain
nombre d'effets indésirables sur la cellule héte, notamment la mort cellulaire, la perturbation
du cytosquelette et I'inhibition de la synthése de I'ADN (Goehring et al. 1999; Hauser 2009).
L'ExoT possede une activité ADP-ribosyltransférase limitée et affecte I'activité phagocytaire
de la cellule héte. Elle cible les protéines adaptatrices Crk qui sont essentielles dans la
transduction du signal et la réorganisation de l'actine (Yahr, Barbieri, et Frank 1996; Sun et
Barbieri 2003; Kipnis, Sawa, et Wiener-Kronish 2006). L'activité GAP de I'ExoT peut aussi
inhiber la réparation des plaies épithéliales (Geiser et al. 2001).

L’exotoxine Y est une adénylate cyclase soluble qui synthétise divers nucléotides
cycliques « Adénosine monophosphate cyclique (CAMP, cyclic adenosine monophosphate) ,
Cytidine monophosphate (cCMP,cyclic cytidine monophosphate), Guanosine monophosphate
cycliqgue (cGMP, cyclic guanosine monophosphate) et Uridine monophosphate cyclique
(cUMP,cyclic uridine monophosphate) » ce qui provoque une dégradation irréversible des
microtubules d'actine, une altération de lintégrité de la barriere endothéliale et un
dysfonctionnement des organes cibles (Jurado-Martin, Sainz-Mejias, et McClean 2021;
Wagener et al. 2021).

Enfin, 'ExoU posséde une puissante activité phospholipase qui est capable de
provoquer une mort cellulaire rapide dans les cellules eucaryotes. Contrairement a la
destruction cellulaire induite par ExoS et I'ExoT, la mort provoquée par I'ExoU est caractérisée

par une perte rapide (en 1 a 2 heures) de l'intégrité de la membrane plasmique (Hauser 2009).
1.1.3.2.3. Protéase

P. aeruginosa sécréte une protéase alcaline, AprA (codé par le géne AprA) et deux
élastases (A et B) qui ont été décrites comme des exoenzymes et des facteurs de virulence.

Ces protéases jouent un réle important dans les Iésions tissulaires (Engel et al. 1998).

AprA et I'élastase sont des métalloprotéases de zinc qui nécessitent des ions calcium

pour leur stabilité (Casilag et al. 2016).

L’élastase (33 kDa) clive plusieurs protéines de I'hdte, comme les protéines du
complément, le collagene et les immunoglobuline G (IgG, immunoglobulin G) et IgA, Tandis
que I'’AprA (50 kDa) dégrade divers composants du systéme immunitaire de I'héte, comme

des cytokines « (I'interféron gamma (IFN-y, Interferon gamma), le facteur de nécrose tumorale
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alpha (TNF-a,Tumor necrosis factor), et linterleukine 6 (IL-6, Interleukin 6) » et les
compléments « composant du complément 1q (C1qg,The complement component 1q) , C3 et
C2 » (Laarman et al. 2012).

1.1.3.2.4. Phospholipase

P. aeruginosa produit des phospholipases C (PLCs) extracellulaires homologues, un
PLC hémolytique (PIcH) et un PLC non hémolytique (PIcN) et Plc B (Barker et al. 2004).

Les trois PLC hydrolysent la phosphatidylcholine, le composant principal des
membranes cellulaires, ainsi que d'autres phospholipides des membranes : la sphingomyéline
ciblé par la PIcH, la phosphatidylsérine hydrolysé par PIcN, et la phosphatidyléthanolamine
par PlcB (Constantino-Teles et al. 2022). PIcN et PIcB ont un réle dans la formation du biofilm

de P. aeruginosa (Lewenza et al. 2017).
1.1.3.2.5. Pyocyanine

La pyocyanine (PCN) est un facteur de virulence et métabolite secondaire pigmenté
chimiquement fascinant et biologiquement important (Parsons et al. 2007). P. aeruginosa
produit en grande quantité de la pyocyanine (N-méthyl-1-hydroxyphénazine), qui est un
pigment de couleur bleu-vert phénazine soluble dans I'eau (DeBritto et al. 2020). La PCN
produit par P. aeruginosa peut induire une cytotoxicité, grace a l'induction du stress oxydatif,
ce qui provoque la mort cellulaire en affectant principalement les voies urinaires, le systeme

cardiovasculaire et le systéme nerveux central (Hall et al. 2016).
1.1.3.2.6. Métallophores

P. aeruginosa peut survivre dans I'hdte dans des conditions de pénurie de métaux,
grace a la production des métallophores. Il sécrete trois types de métallophores, deux pour la
chélation du fer (sidérophores) nommés pyoverdine et pyochelin et le troisieme

(pseudopaline) qui peut chélater le zinc, le nickel et le cobalt (Ghssein et Ezzeddine 2022).

La pyoverdine est le principal sidérophore dans la capacité de collecte du fer produit
par P.aeruginosa, et il joue un role essentiel dans la régulation de la production d'autres

facteurs de virulence comme I'exotoxine A (Meyer et al. 1996; Lamont et al. 2002).

En plus du fer qui est essentiel a la croissance et a la survie de P. aeruginosa, le zinc
et aussi joue un réle important dans sa virulence, la colonisation de I'organisme héte et la
résistance aux antibiotiques, ainsi qu'a l'activité des protéases (Ochsner et al. 2002; Ghssein
et Ezzeddine 2022).
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1.4. Epidémiologie

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS, The world health organization) a classé P.
aeruginosa parmi les trois principaux agents pathogenes critiques nécessitant des recherches

urgentes sur de nouveaux traitements (Killough, Rodgers, et Ingram 2022).

P. aeruginosa une cause fréquente d'infections nosocomiales, a l'origine de 8,4 % .est
la troisieme bactérie responsable d'infections nosocomiales, apres Escherichia coli et
Staphylococcus aureus (Cabrolier, Lafolie, et Bertrand 2014; Bhardwaj et al. 2021).

L'infection par P.aeruginosa est particulierement répandue chez les patients atteints
de pneumonie, les personnes immunodéprimés, et chez ceux atteints d'une maladie

pulmonaire telle que la mucoviscidose (Reynolds et Kollef 2021)

P. aeruginosa peut infecter et coloniser presque tous les systémes corporels chez
I'hnomme, mais les yeux, le cceur, le systéme nerveux central, les os et les articulations font
partie des sites ou les risques d'infection augmentent le taux de morbidité et de mortalité
(Bhardwaj et al. 2021; Killough, Rodgers, et Ingram 2022b).

1.5. Résistance aux antibiotiques

P. aeruginosa posséde une résistance a de nombreux antibiotiques limitant le nombre
de thérapeutiques efficaces (A. Bousquet 2018). Les mécanismes de résistance dans
P.aeruginosa contre les antibiotiques peut étre intrinséque, extrinséque (acquise) ou
adaptative (Mazhar Ali et al. 2020).

1.5.1. Résistance intrinséque

La résistance intrinséque d'une bactérie a un antibiotique particulier est due en raison
de caractéristiques structurelles ou fonctionnelles (Blair et al. 2015). La résistance intrinséque
chez la P. aeruginosa, est due 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 telles que les B-lactamases (Pang et al. 2019).
1.5.2. Résistance acquise

Les bactéries peuvent acquérir une résistance aux antibiotiques grace a des
changements mutationnels ou a I'acquisition de génes de résistance ou I'ADN bactérien peut
étre transféré d'une bactérie a une autre via la transformation (incorporation d’ADN libérés
dans I'environnement), la transduction (par les bactériophages) ou la conjugaison (par contact
physique direct entre la cellule donneuse et la cellule receveuse) (Munita et Arias 2016a;
2016b; Pang et al. 2019b).
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Cavalcanti et ces collaborateurs ont montré que P. aeruginosa est plus susceptible
d’accumuler des mutations, aprés l'inactivation du systéme de réparation de I'ADN, ce qui
entraine une production accrue de B-lactamase et une surexpression de des pompes d'efflux
(Mandsberg et al. 2009). P. aeruginosa peut aussi acquérir des génes étrangers codant pour

les B-lactamases, capables d'inactiver les carbapénemes (Cavalcanti et al. 2015).
1.5.3. Résistance adaptative

Chez P. aeruginosa, la formation de biofilms est la stratégie la plus courante pour
acquérir une résistance adaptative aux antibiotiques (Qin et al. 2022). Des études ont montré
gue les bactéries qui manguent de résistance intrinséque ou acquise peuvent devenir moins

sensibles aux antibiotiques lorsqu'elles se développent dans un biofilm (Pang et al. 2019).

1.2. Les cellules lymphoides innées

1.2.1. Découverte et nomenclature

Dés les années 1970 et au début des années 2000, les premiers membres fondateurs
de la famille lymphoide innée sont découvertes, les cellules tueuses naturelles (NK, Natural
killer) et les cellules inductrices de tissus lymphoides (LTi, Lymphoide tissue inducer cells),
respectivement (Q. Huang, Seillet, et Belz 2017) (Shin et McNagny 2021a).

Entre 2008 et 2010, des nouveaux sous-populations de cellules d'origine lymphoide
appelées cellules lymphoides innées (ILC, Innate lymphoid cells), ont été identifiées par
plusieurs laboratoires (Cypowyj et Vivier 2016). La nomenclature des ILC proposée en 2013
a classé ces cellules en 3 groupes selon les cytokines qui les produisent, leur développement

et leurs fonctions qui dépendent a des facteurs de transcription (Vivier et al. 2018a).
1.2.2. Ontogénie

Les ILCs et leurs progéniteurs sont situés dans les tissus et le sang (Q. Liu et al. 2022).
Ces progéniteurs sont dérivés de cellules souches hématopoiétiques (CSH) (Golub et
Cumano 2013).

Le développement des ILCs se fait a partir a des progéniteurs lymphoides communs
(CLP,Common lymphoid progenitors), qui ont la capacité de générer des sous-ensembles
ILC, ainsi que des lymphocytes T et des lymphocytes B (LB,B lymphocytes) ,méme si les NK
(Hernandez-Torres et Stehle 2022).

Plusieurs facteurs de transcription (TF) sont impliquant dans le développement, en
particulier : le facteur inhibiteur de la liaison a 'ADN 2 (ID2, Inhibitor Of DNA Binding 2), le
facteur nucléaire il-3 induit (NFIL3, Nuclear factor il3 induced ), doigt de zinc de la leucémie

promyélocytaire (PLZF, promyelocytic leukaemia zinc finger), le facteur de lymphocytes T
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(TCFL,T cell factor 1), la protéine de liaison GATA 3 (GATA-3,GATA-binding protein 3), le T-
box exprimée dans les cellules T (T-bet, T-box-expressed-in-T cells), 'éomésodermine
(EOMES, Eomesodermin), récepteur d’aryl hydrocarbonne (AHR, Aryl hydrocarbon receptor)
et ROR vyt (C. Liu et al. 2021). AHR et ROR vt stimulent 'engagement, la spécification et la
maturation des ILC provenant de progéniteurs lymphoides pour la naissance les sous

populations (C. Liu et al. 2021).

Les ILCs sont des homologues aux lymphocytes T, mais ne contiennent pas des
récepteurs antigéniques adaptatifs générés par la recombinaison d’éléments génétiques
(Vivier et al. 2018b). lls sont indépendants des ADN recombinants codés par des genes

activant la recombinaison (RAG, Recombination-activating genes) (Ghaedi et Takei 2021).

Les CLP se caractérisent par I'expression du c-kit (117), du récepteur de tyrosine
kinase de type Fms (FIt3, Fms-like tyrosine kinase 3), et de CD127 « ou encore appelée la
sous-unité alpha du récepteur de l'interleukine-7 (IL-7Ra, Interleukin-7 receptor subunit alpha)
» a leur surface. Le ligand l'lL-7 de ce dernier récepteur est trés important, lors du
développement des ILC (Crinier et al. 2017a; Ghaedi et Takei 2021). Les CLP produits, sont
a l'origine de de deux populations qui ont perdu la capacité de se différencier en lymphocytes
adaptatifs : les premiers progéniteurs lymphoides innés (EILP, early innate lymphoid
progenitors) et les précurseurs lymphoides innés communs (CILP, common innate lymphoid
precursor) « aussi appelés précurseur a-lymphoid (aLP, a-lymphoid precursor). Les CILP se
distinguent de leurs précurseurs par 'absence de FIt3, et 'expression de l'intégrine inta4B7+
a leur membrane, et du récepteur de chimiokine CXC de type 6 (CXCR6, C-X-C chemokine
receptor type 6) (Crinier et al. 2017b; Da 2016). Les L’EILP sont caractérisées par I'expression
du facteur 1 des lymphocytes T TF (TCF-1, T cell factor 1), et identifiées comme (— CD127
inta 4 B 7 +) (Seillet et al. 2016; Klose et Artis 2020).

Les aLP peut produire les cellules NK et tous les types d’ILC (ILC1, ILC2 et ILC3) (Stier
et Peebles 2020a). Les progéniteurs lymphoides innés auxiliaires communs (CHILP, common
helper innate lymphoid progenitor) identifié par Id2 + CD127 + CD25 —a 4 B 7 + et expriment
des niveaux variables de PLZF (Eberl et al. 2015; Scoville, Freud, et Caligiuri 2019).Mais
contrairement a 'EILP ou a I'aLP, ils ne peuvent générer que des cellules ILC1, ILC2, ILC3 et
LTi (Korchagina et al. 2023). Les précurseurs de cellules lymphoides innées (ILCP, Innate
lymphoid cell precursor) sont encore plus restreints, n’ayant pas la capacité de générer des
cellules LTi (Stier et Peebles 2020b), mais ils ont la capacité de donner les ILC1, les ILC2 et

ILC3 par (Korchagina et al. 2023). La figure 1.3 représente le développement des ILCs.
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Figure 1.3. Développement des cellules lymphoides innées (ILCs) (Shi et al. 2022; Van

De Pavert 2023). L'ontogenése commence avec le progéniteur lymphoide commun (CLP) & partir duquel est
issu le premier précurseur dédié a I'lLC, I'aLP. Du les premiers progéniteurs lymphoides innés (EILP), le précurseur
NK (NKP) nait, tandis que du progéniteur lymphoide commun (CHILP), la lignée de I'inducteur de tissu lymphoide
(LTi) se différenciée. Le progéniteur de cellules lymphoides innées (ILCP) donne naissance aux ILC1, 2 et 3,
médiés par les facteurs de transcription RORa et T-Bet. Les facteurs de transcription et les cytokines impliqués
dans la différenciation d'un type cellulaire spécifique sont indiqués a c6té des fleches.ll existe trois principaux types
d'ILC3, les NCR +, les NCR -et les cellules LTi. ILC, cellule lymphoide innée ; CLP, progéniteur lymphoide commun
; I'aLP, précurseur a-lymphoid ; EILP, progéniteur lymphoide intermédiaire précoce ; NKP le précurseur NK ;
CHILP, progéniteur lymphoide commun ; ILCP , Le progéniteur de cellules lymphoides innées ; LTiP, progéniteur
de cellules inductrices de tissus lymphoides LTi ; le cellule inductrice de tissus lymphoides ; TOX, la protéine de
boite de groupe a haute mobilité associée a la sélection des thymocytes TOX ; 1D2, Inhibiteur de la liaison a 'ADN
2 ; Nfil3, Le facteur nucléaire régulé par l'interleukine 3 ; TCF-1, facteur de lymphocytes T ; PLZF, doigt de zinc de
la leucémie promyélocytaire ; IL-7Ra, la sous-unité alpha du récepteur de l'interleukine-7 ; 47, L’intégrine alpha

4 béta 7 ; T-bet, T-box-exprimée dans les cellules T ; RORY1, le facteur de transcription gamma du récepteur

Qrphelin lieé a RAR ; GATAS, protéine de liaison GATA 3 ; RORaq, Le récepteur orphelin lié¢ a RAR ; EOMES,
Eomésodermine ; NK, les cellules tueuses naturelles.

1.2.3. Sous populations

Les ILCs sont classées en fonction des facteurs de transcription qui déterminent leur
différenciation, des cytokines qu'elles sécrétent et de leurs critéres phénotypiques (figure 1.4)
(Narinyan et al. 2022).
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1.2.4.1. ILC1du groupe 1l

Les ILCs du groupe 1 comprennent les ILC1s et les cellules NK, qui partagent certains
points communs : comme l'expression des récepteurs naturels cytotoxiques (NCR, Natural
cytotoxicity receptor) a leur surface « CD56, NKp44 (NCR2, CD336), CD161, NKp46 (NCR1,
CD335) chez 'hnomme et (NK1.1, NKp46) chez la souris », |'expression de facteur de
transcription T-bet, et la libération des granzymes, d'IFN- v et TNF-a) (Bank et al. 2020;

Taggenbrock et Van Gisbergen 2023a). Cependant, les ILC1s sont différent des cellules NK,
car elles n'ont pas I'expression de la perforine, ainsi que des marqueurs de cellules NK (CD16
et CD94), qui entrainent moins de cytotoxicité que les cellules NK, et manquent d'expression
du facteur de transcription Eomésodermine (Eomes, Eomesodermin) (Cypowyj et Vivier 2016;
Simoni et Newell 2018; M. Zheng et Zhu 2022b).

1.2.4.1.1. Les cellules NK

Les cellules NK, trouvées notamment dans la circulation sanguine, représentent 5 a
15 % des lymphocytes sanguins chez 'lhomme et 2 a 5 % chez la souris (Seillet, Brossay, et
Vivier 2021; Jacquelot et al. 2021). Leurs développements nécessitent les facteurs de
transcription Eomes ('éomésodermine) et T-bet (Bank et al. 2020b). Ces cellules se
caractérisent par la production du granzyme, de la perforine, de facteur TNF, I'll-10, IFN-y et
le GM-CSF et I'expression des récepteurs CD56, CD16, CD49b, NKp30, NKp44, NKp46,
NKG2C/CD94 et NKG2D/CD94. De plus, les cellules NK sont dépourvues de CD127, du
marqueur de lymphocytes T commun, CD3, et du récepteur des lymphocytes T (TCR)
(Krzewski et Coligan 2012; Mandal et Viswanathan 2015; Paul et Lal 2017; Nagasawa, Spits,
et Ros 2018b).

1.2.4.1.2. ILC1s

Les ILC1s se trouvent dans tous les tissus, mais plus abondants dans le foie, I'utérus,
la peau, les glandes salivaires et l'intestin (Jiao et al. 2016). Elles nécessitent le facteur de
transcription T-bet (Bank et al. 2020c).

Les ILC1s expriment CD127 (sous-unité a de récepteur d’IL-7, IL-7Ra) et dépendent
de cytokines IL-7 et IL-15 pour leur développement et leur survie (Bank et al. 2020c) (M. Zheng
et Zhu 2022a). Elles expriment aussi le CD49a, le ligand induisant I'apoptose lié au TNF
(TRAIL, related apoptosis-inducing ligand) et le CD103, et manquent de CD49b (Nagasawa,
Spits, et Ros 2018a; M. Zheng et Zhu 2022b).
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1.2.4.2. ILCs du groupe 2

Les ILCs du groupe 2 sont des cellules présentes dans divers tissus du corps, y
compris les poumon, l'intestin gréle, le tissus adipeux, la moelle osseuse, la rate, le foie, les
reins, le cerveau, amygdales, le cceur, I'estomac, le foie, la peau, les glandes salivaires, le
pancréas, l'utérus et le sang périphérique (Kiniwa et Moro 2021; Spits et Mjosberg 2022;
Naito et Kumanogoh 2023a). Elles sont identifiés par la présence de CD127, CD25, CD161,
et de la molécule homologue du récepteur chemoattractant exprimées sur TH2
(CRTH2,chemoattractant receptor-homologous molécule expressed on Th2 ) « le récepteur
de la prostaglandine D2 » (Nagasawa, Spits, et Ros 2018b; Spits et Mjosberg 2022).

Les ILC2s nécessitent pour leur développement le facteur de transcription GATAS3 et
le récepteur orphelin lié & RAR (RoRa, RAR-related orphan receptor), et libérent diverses
cytokines, telles que I'lL-4, I'lL-5, I'IL-6, I'lL-9, I'IL-10, I'lL-13, le facteur de stimulation des
cololonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF, Granulocyte macrophage-colony
stimuling factor ) et I'amphiréguline (AREG, Amphiregulin ), en réponse a des facteurs
environnementaux, notamment les cytokines, les neuropeptides, les médiateurs lipidiques, les
hormones et les nutriments (Robinette et al. 2017; Zeng et al. 2019a; Naito et Kumanogoh
2023b).

Les ILC2s divisent en deux groupes : les ILC2s dites inflammatoires (ou ilLC2) et les
ILC2 naturelles (nILC2), qui sont sensibles a IL-25 et IL-33 respectivement. Les ilLC2 peuvent

synthétiser I'lL-17 (Cypowyj et Vivier 2016).
1.2.4.3. ILCs du groupe 3

Les ILCs du groupe 3 se situent dans les tissus du corps, en particulier dans les sites
mugqueux, la peau, les poumons, et l'intestin. Les ILC3s constituent la sous-population la plus

prédominante chez la souris et dans l'intestin humain (Robinette et al. 2017; M. Li et al. 2023).

Les ILCs du groupe 3 dépendent du facteur de transcription ROR vyt et expriment

'AHR. Cela leur permet de produire des cytokines de type Th17 et Th22, qui sont IL-22, IL-
17, et un facteur de stimulation des colonies de macrophages granulocytaires (GM-CSF) sous
la stimulation de I'lL-23 et/ou de I'IL-1B (Zeng et al. 2019b). Il a été démontré que I'AhR est
indispensable au développement des cellules LTi feetales, mais semble jouer un réle dans la
différenciation et le maintien des ILC3 apres la naissance (Montaldo, Juelke, et Romagnani
2015).

Les ILCs du groupe 3 est un groupe hétérogene qui comprend CCR6+ ILC3 (qui sont

les cellules LTi) et CCR6- ILC3 qui sont divisées en deux sous-groupes, en fonction de
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I'expression de NCR (M. Li et al. 2023). Le premier sous-ensemble d'ILC3 a étre décrit était
celui des cellules inductrices du tissu lymphoide (LTi), identifiées au début des années 1990
(Montaldo, Juelke, et Romagnani 2015; Konya et Mjosberg 2015). Les cellules LTi expriment
CD117, CD45, CCR®6, et CD127,et produisent la lymphotoxine (LTa1B1) et le TNF (Strober
2010; Zeng et al. 2019a).

Les NCR- ILC3s ne représentent qu'environ 15 % de I'ILC3s intestinales et expriment
principalement I'lL-17 et moins de I'lL-22, tandis que les NCR + ILC3 (Nkp46 chez la souris et
NKp44 chez I'nomme) représentent environ 70% de [I'ILC3s intestinales et expriment
principalement I'lL-22 et moins I'lL-17 (Cypowyj et Vivier 2016; Valle-Noguera et al. 2021; Y.
Li et al. 2021).

1.2.4.4. ILCreg

Des cellules appellées « cellules lymphoides innées régulatrices (les ILCregs,
Regulatory innate lymphoid cells) » ont été découverts récemment. Ces cellules présentaient
des similitudes avec les Tregs, telles que leur capacité a produire de I'lL-10 et du facteur de
croissance transformant (TGF-B, transforming growth factor) (Thomas et Peebles 2022; Ma
et al. 2023). Elles n'expriment ni CD4 ni FoxP3 (forkhead box P3), le marqueur signature des
cellules Treg (Zeng et al. 2018). Les ILCregs proviennent prétendument de CHILP, et non de
précurseurs ILC, et exprimeraient les facteurs de transcription ID3 et |le facteur de transcription
contenant la boite SRY (Sox4,SRY-box containing transcription factor) (De Salvo, Buela, et
Pizarro 2020).

Eomes GATA3

T-bet T-bet RORa RORE RORyt

iL-25 IL-23 \
1T 33 ez Ie3) | s LTi

o |

IL-17

IL-22

GM-CSF
Lymphotoxine

TNF

IFN-y
TNF-a IL-4
Perforin IL-5
Granzyme IL-9

IL-13

Areg

Figure 1.4. Sous types des cellules lymphoides innées (ILCs) (Shen et al. 2018; Vivier

et al. 2018; Shi et al. 2022). Les ILCs du groupe 1 comprennent & la fois les cellules NK dépendantes
d'Eomes et T-bet et les ILC1 dépendantes de T-bet. lls pourraient, en réponse a la stimulation par I'lL-12, I'lL-15

et I'lL-18 produire d'IFN-Y et du TNF-a (les ILC) et granzymes et de la perforine (les NK). Les ILC2 dépendantes
de GATA3 et de ROR-a ainsi que répondantes aux cytokines IL-25, IL-33 et TSLP, peuvent libérer des cytokines
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: IL-4, IL-5, IL-9 et IL-13 et amphiréguline.Les ILC du groupe 3 englobent a la fois les cellules LTi et les ILC3
dépendantes de RORYy , et ils peuvent produire de I'lL-22, de I'lL-17 et du GM-CSF, principalement en réponse a
I'L-1B et a I'lL-23. GM-CSF, Facteur de stimulation des colonies de macrophages granulocytes ; IL, Interleukine ;
IFN, Interféron, TNF, Facteur de nécrose tumorale ; TSLP, Lymphopoiétine du stroma thymique ; Areg,
I'amphiréguline.

1.2.4. Plasticité

Le terme plasticité a été introduit pour la premiere fois en 1985 par Helen Blau pour
définir la capacité d'une cellule a changer d'identité (Pelletier et Stockmann 2022). Plusieurs
études ont montré que les sous-ensembles ILC ont la capacité de plasticité, peuvent changer
leurs phénotypes et leurs capacités fonctionnelles en fonction d'indices environnementaux
locaux (figure 1.5) (Guia et Narni-Mancinelli 2020; Cobb et Verneris 2021).

Dans l'intestin de la souris, il a été rapporté que la transition des ILC3s produisant de
I'lL-22 vers des ILC1s produisant de I'lFN-y se fait grace a la régulation négative de ROR vyt
et la régulation positive de T-bet, induite par I'lL-12, IL-15 et IL-18 (Bal, Golebski, et Spits

2020; Korchagina et al. 2023). Il a été démontré pour la premiére fois en 2010, que les ILC3s
humaines font varier leur profil de cytokines selon la maniére dont elles sont stimulées
(Leupold et Wirtz 2022). Les ILC3s stimulées par I'lL-12, se différencient réversiblement en
ILC1s, dans laquelle en présence d’IL-2, d'IL-23, et d’IL-1B Les ILC1s productrices d'IFN-y
sont capables d’exprimer ROR vyt et de se différencier en ILC3s producteurs d’IL-22 (Shao et
al. 2021; Leupold et Wirtz 2022). Dans lintestin, ou les ILC3s constituent la principale
population d'ILC a I'état d’équilibre, une inflammation chronique peut conduire a la transition
des ILC3s en ILC1s, Ainsi une inflammation aigué entraine la transdifférenciation rapide des
ILC3s en ILC1s, et ces ILC1s se reconvertissent en ILC3s aprées résolution de I'inflammation
(Bal, Golebski, et Spits 2020).

La conversion d’'ILC2s en ILC1s est médiée par la combinaison d'IL-12 et I'IL-13 mais
également I'lL-18 et I'IL-12, ce qui entraine a une régulation négative de GATA3 et a une
régulation positive de T-bet. A l'inverse, l'induction par I'lL-4 conduit & la conversion inversée

des ILC1s en ILC2s (Pelletier et Stockmann 2022; Korchagina, Koroleva, et Tumanov 2023).

Le TGF-B, I'lL-1B, I'lL-23 favorisent la conversion des ILC2s en ILC3 exprimant RORyt

et en régulant négativement GATA-3 dans ces cellules (Heinrich et Korangy 2022). En
induisant I'expression de GATA3, L'IL-4 favorise également la plasticité inversée des ILC3s

en ILC2s (Korchagina, Koroleva, et Tumanov 2023).

Cette plasticité permet aux ILCs de s’adapter aux conditions locales changeantes,

dans laquelle lors des changements du microenvironnement induites par des agents
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pathogenes, leur plasticité permet une réponse rapide (Bal, Golebski, et Spits 2020;

Korchagina, Koroleva, et Tumanov 2023).
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Figurel.5. Plasticité des ILCs (Almeida et Belz 2016a; Orimo et al. 2020). ILC, cellule
lymphoide innée ; IL, interleukine; TGF-B, facteur de croissance transformant-f8 ; ILCreg, cellule lymphoide innée

régulatrice ; IFN, interféron ; T-bet, T-box-exprimée dans les cellules T ; ROR ¥t, le récepteur orphelin lié au
récepteur de l'acide rétinoique - Yt ; GATAS, protéine de liaison GATA 3 ; RA, acide rétinoique.

1.2.5. RoOledesILCs

Les ILCs ont été traditionnellement définis comme des cellules immunitaires capables
de donner des réponses rapides en I'absence de sensibilisation préalable (X. Wang, Peng, et
Tian 2019; Ryu et al. 2023). Les ILCs se trouvent dans différents tissus mais notamment dans
les barrieres muqueuses de l'intestin, de la peau et des poumons ou elles agissent comme
des cellules sentinelles qui répondent rapidement aux différents stimuli environnementaux
pour initier des réponses immunitaires appropriées avant le lancement d'une réponse
adaptative (Zhou et al. 2020; Yu, Jacquelot, et Belz 2022; Jan-Abu, Kabil, et McNagny 2023).
Il est désormais clair que tous les sous-ensembles d’ILCs participent avec un réle trés
important dans les réponses immunitaires innées aux virus, bactéries, champignons et

parasites a ces surfaces barriéres (Artis et Spits 2015).

En plus, les ILCs jouent des roles importants dans 'homéostasie et la réparation des
tissus (Hsu et al. 2021). Elles sont d’'importants médiateurs entre le systeme immunitaire

adaptatif et le microbiote (Beck, Ohno, et Satoh-Takayama 2020).

1.2.5.1. Réle des ILCs du groupe 1
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Les cellules NK et ILC1s contribuent a la réponse immunitaire contre les tumeurs et
les agents pathogénes intracellulaires (les bactéries telles que, salmonella spp, certains virus
comme le virus de la grippe et les parasites comme Toxoplasma gondii), en produisant

notamment le TNF et I'lFN-y apres stimulation par I'lL-12, I'lL-15 ou I'lL-18. Ces cytokines ont

des roles essentiels, dans laquelle le TNF est cytotoxique pour les cellules infectées et les
cellules tumorales et I'lFNy est capable d'induire I'activation des cellules immunitaires telles
gue : les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques, afin d'améliorer leurs
fonctions effectrices spécifiques telles que la phagocytose, la présentation de l'antigéne, et la
production d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS, Reactive oxygen spcies) (Mortha et
Burrows 2018; Beck, Ohno, et Satoh-Takayama 2020b; Kumar et al. 2021; Poniewierska-
Baran, Tokarz-Deptuta, et Deptuta 2021; Shin et McNagny 2021; Korchagina, Koroleva, et
Tumanov 2021; M. Zheng et Zhu 2022a).

Les cellules NK peuvent éliminer les cellules cibles par la libération de granules
contenant des granzymes et de la perforine ainsi par la cytotoxicité a médiation cellulaire
dépendante des anticorps (ADCC, Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) (Favaro et
al. 2022).

Les ILC1s sont souvent non cytotoxiques ou faiblement cytotoxiques (Jia, Wan, et
Zhang 2023). Il a été découvert que les ILC1s hépatiques ont la capacité d'avoir une puissante
activité cytolytique grace aux granzymes fortement exprimées dans ces cellules par rapport
aux cellules NK hépatique, ce qui souligne leur grande capacité a éliminer les cellules
infectées par un virus ou les cellules tumorales (the Immunological Genome Consortium et al.
2015; Taggenbrock et Van Gisbergen 2023b). Enfin, Les ILC1s ont également un role
essentiel dans la production du mucus par les cellules épithéliales, et donc elles participent a
la protection des barriéres intestinales contre les infections par les bactéries (Klose et al. 2013;
Crinier et al. 2017a).

1.2.5.2. ILC du groupe 2

Les ILC2s jouent un rdle essentiel notamment dans les réponses immunitaires aux
infections par les helminthes, telles que Nippostongylus brasiliensis, et également participent
a linflammation allergique des voies respiratoires (Y. Huang et al. 2015). Ces cellules
produisent I'lL-4, I'IL-5, I'lL-9 et I'lL-13 qui induisent la contraction des muscles lisses et la
production de mucus et contrélent I'activation des granulocytes et des macrophages en
favorisant leur polarisation en M2 pour participer au contréle des infections parasitaires (N.
Elemam, Hannawi, et Maghazachi 2017; Vivier et al. 2018). Ainsi, I'lL-13 secrété par les ILC2s
favorise la migration des cellules dendritiques (DC, Dendritic cell) dans les ganglions

lymphatiques drainants, ce qui permet la différenciation des cellules T naives en cellules Th2
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(Naito et Kumanogoh 2023). On outre, il a été décrit que les ILC2s peuvent améliorer la
production d'IgE a partir des cellules B. Ces anticorps permettent I'activation des mastocytes
et des basophiles aux cours des réactions allergiques (Symowski et Voehringer 2017; H.
Zheng et al. 2021).

Les ILC2s peuvent libérer 'amphiréguline (Areg) et I'lL-9 qui jouent un role dans le
processus de cicatrisation des plaies en favorisant la réparation des tissus pendant les
périodes post-infection (Almeida et Belz 2016b; Y. Li et al. 2021). Des études ont montré
gu’une stimulation des ILC2s par I'IL-25 lors d’une infection par la levure Candida albicans
conduit a la production de I'lL-17 et I'expression de peptides antimicrobiens qui possédent une
activité antifongique directe contre C. albicans (Huang et al. 2015; Crinier et al. 2017a; Seo,
Giles, et Kronenberg 2020). Enfin, les ILC2s peuvent participer a la régulation des réponses
inflammatoires et immunitaires par la production I'lL-33 dans l'asthme, l'inflammation

allergique des poumons et la dermatite allergique (Ma et al. 2023).
1.2.5.3. ILCs du groupe 3

Les ILCs du groupe 3 ont été considéré comme le type de cellule le plus impliqué dans
I'élimination des infections bactériennes (Beck, Ohno, et Satoh-Takayama 2020). Ces cellules
agissent contre les bactéries via I'lL-22 et I'lL-17 (Ma et al. 2023) qui favorisent le recrutement
des neutrophiles et la libération de peptides antimicrobiens par les cellules épithéliales ce qui
permet une inhibition ou une lyse des bactéries a proximité de la surface épithéliale (Almeida
et Belz 2016b; Crinier et al. 2017b).

Les cellules LTi produisent I'lL-22, I'L-17A et de I'lL-17F suite a I'expression de RORyt

et sont essentielles a la formation des tissus lymphoides secondaires au cours de
I'embryogenése. Chez l'adulte les cellules LTi contribuent a la formation de follicules
lymphoides isolés (ILFs, isolated lymphoid follicles) riches en cellules B (Pantazi et Powell
2019; Panda et Colonna 2019). De plus, elles se caractérisent également par un forte du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH, Major histocompatibility complex) de classe I,
afin de présenter des antigenes dérivés du microbiote aux cellules T CD4+ et donc influencer
les réponses immunitaires spécifiques contre les bactéries (Seo, Giles, et Kronenberg 2020b).
Apres la naissance, Les cellules LTi peuvent produire de I'lL-17A et de I'lL-22 pour protéger

le tractus gastro-intestinal contre les agents pathogenes (Zeng et al. 2019).
1.2.5.4. ILCregs

Les ILCregs jouent un réle inhibiteur dans la réponse immunitaire innée en favorisant

la résolution de l'inflammation intestinale (S. Wang et al. 2017).
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1.3. Interféron-gamma
1.3.1. Généralités

Les interférons (IFN) sont de puissantes cytokines multifonctionnelles sécrétées par
plusieurs types cellulaires (Kim et Shin 2021). Le terme « interférons » vient de la description
des molécules qui protégent les cellules en « interférant » avec l'infection virale. C’est en 1957
gue les scientifiques Isaacs et Lindenmann ont découvert que les cellules infectées par un
virus de la grippe A (IAV, Influenza A virus) fabriquent un agent soluble capable d’empécher

la croissance virale (Dianzani 1975; Castro et al. 2018a; Mertowska et al. 2023a).

Les IFNs sont divisés en trois types différents : IFN de types |, IFN de type Il et IFN de
type Il (Taylor 2014). La famille des IFN de type | comprend 13 sous-types d'IFN-alpha (IFN-
a) chez I'hnomme (14 chez la souris), un seul IFN-béta (IFN-B) et d’autres produits mal définis
(IFNe, IFNT, IFNK, IFNw, IFN® et IFNCQ), I'lFN-0 et I'lFN-1. Ces derniers ont été décrits
uniquement chez les porcs et les bovins, et n'ont pas d’homologues humains. En revanche, il
n'existe qu'un seul IFN de type Il qui est I'lFN-y, tandis que la famille des IFN de type I
comprend I'lFN-lambdal (IFN-A1), I''FNA2 et I'lFNA3 et I'lFNA4 récemment identifié (Platanias
2005; McNab et al. 2015).

1.3.2. Structure d’IFN-y et localisation de son gene IFNG

Le gene IFNG qui code la protéine IFN-y se situe sur le chromosome 12q15 (figure

1.6). Sa taille est environ 5,4 kb et il se compose de 4 exons et de trois régions

intermédiaires(Bhat et al. 2018a; Jorgovanovic et al. 2020a).

L'IFN-y est un homodimere de 50 kDa formé par 'association de deux monomeres

"deux sous-unités polypeptidiques" de maniere antiparalléle, contenant chacun six hélices
alpha qui représentent 62 % de la structure et qui ont une longueur de 9 a 21 résidus, et d’une
région C-terminale étendue (Ealick et al. 1991; Thiel et al. 2000; Castro et al. 2018b). Cette

protéine est composée de 143 acides aminés et est glycosylée aux extrémités amino. Il a été
rapporté que la glycosylation elle-méme ne soit pas essentielle a l'activité biologique d'IFN-vy,
mais empéche plutbét sa dégradation par les protéinases. Cette modification chimique
augmente la demi-vie des interférons dans le sang et prolonge les effets médiés par I'lFN-y

(Popko et al. 1997; Jorgovanovic et al. 2020b).
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Figure 1.6. Localisation du géne IFNG sur le chromosome 12 humaine (D’aprés
NCBI).

1.3.3. Récepteurs d’IFN-y

Le complexe récepteur de I'lTFN-y est constitué de deux chaines alpha qui sont les
chaines de liaison au ligand (IFN-yR1) également appelé CD119, et la chaine béta qui est la
chaine accessoire (IFN-yR2) (Pestka et al. 1997; Tau et Rothman 1999). IFN-yR2 augmente
I'affinité de I'lFN-yR1 pour son ligand, en améliorant la stabilité de complexe (Tau et Rothman
1999). L'IFNGR1 et IFNGR2 sont localisés respectivement sur les chromosomes 6 et 21 et
leur expression est différente. L'IFN-yR1 est exprimé de maniere constitutive a des niveaux
modérés a la surface de presque toutes les cellules, en revanche I'lTFNyR2 est exprimé de

maniere constitutive a de faibles niveaux (Castro et al. 2018c).

1.3.4. Signalisation d’IFN

Les deux chaines IFN-yR1 et IFN-YR2 sont constitutivement associées a deux
kinases, janus kinase (JAK1) et JAK2 respectivement, au niveau de leur domaine
intracellulaire (Altare et Casanova 2001). Lors de la fixation de 'lFN-y sur IFNGR, il y aura
rapprochement des deux chaines du récepteur conduisant a la phosphorylation de JAK1 et
JAK2. Les JAK ainsi activés phosphorylent le domaine intracellulaire du récepteur (tyrosine
440 sur I'"FNyR1 humain), en créant des sites de liaison pour le transducteur de signal et
activateur de transcription 1 (STAT1, Signal transducer and activator of transcription 1) (Altare
et Casanova 2001; Castro et al. 2018c). Cette fixation entraine la phosphorylation de la
molécule STAT1 (a l'extrémité C-terminale des résidus tyrosine Y701) par JAK, ce qui

entraine la formation de complexes homodimeres STAT1 connus sous le nom de facteur
activé par l'interféron y (GAF, gamma-activated factor). Ces complexes se déplacent vers le
noyau et agissent comme des facteurs de transcription liés aux éléments de la séquence
activée par l'interféron y (GAS) dans les promoteurs des géenes stimulés par l'interféron « géne

stimulé par interféron (ISG, Interferon-stimulated gene) » qui sont & la fois des régulateurs
positifs et négatifs de la signalisation inflammatoire (figure 1.7) (Mojic, Takeda, et Hayakawa
2017; Castro et al. 2018a; Jorgovanovic et al. 2020b).

De nombreux génes régulés par I''lFN-ysont en fait des facteurs de transcription qui

déterminent davantage la transcription des genes effecteurs notamment « le facteur
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régulateur de l'interféron 1 (IRF1, Interferon regulatory factor 1), IRF2, IRF8, IRF9, RELA, JUN
et autres », et leur activation permet I'expression de plusieurs génes impliqués dans des
processus biologiques tels que la réponse inflammatoire, I'apoptose, la prolifération et la
différenciation cellulaire, 'nématopoiése et la suppression des tumeurs..ect (Schroder et al.
2004; Bhat et al. 2018a; Jorgovanovic et al. 2020b).

IFNyR1

Cytosol

STAT1

STAT1

Figure 1.7. Signalisation d’IFNy (lvashkiv 2018). La synthése d'IFN-y peut étre induite par des

cytokines (comme IL-12 et IL-18) ou suite a I'activation des récepteurs. L'IFN-yagit sur son récepteur pour induire
une signalisation rapide et transitoire de la Janus kinase (JAK) — transducteur de signal et activateur de
transcription (STAT) et l'induction du géne stimulé par l'interféron (ISG). Les ISG codent pour de nombreux produits
ayant des fonctions immunitaires effectrices directes, telles que les chimiokines, les molécules du CMH, les

récepteurs phagocytaires et divers facteurs antiviraux et antibactériens. GAS, site d'activation de I'lFN-y ; IFN-YR,

récepteur IFN-Y; ISG, géne stimulé par l'interféron ; STATL, le transducteur de signal et activateur de transcription
1; JAK, kinase janus kinase.

1.3.5. Réle d’IFN-y

L'IFN -y joue un role important dans les réponses immunitaires innées et adaptatives,
contre les infections bactériennes et virales, ainsi que dans la surveillance des tumeurs (Zaidi
et Merlino 2011; Mertowska et al. 2023b). L'IFN-y est principalement produit par les cellules
Th1, les lymphocytes T CD8+, les lymphocytes B, les cellules T tueurs naturels (NKT, Natural
killer T) et les cellules présentatrices d’antigénes ( monocytes, macrophages, cellules
dendritiques) , aprés avoir été stimulées par des « interleukines produites in-situ, telles que
liL-12 ,riL-15 ,IIL-18,I'lL-21, des antigenes, des mitogenes, des modeles moléculaires
associés aux dommages (DAMP, Damage associated molecular patterns) ou modéles
moléculaires associés agents pathogenes (PAMP, Pathogen associated molecular patterns

respectivement » (Bhat et al. 2018b; Jorgovanovic et al. 2020a). En revanche, la production
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de I'IFN-A est régulée négativement par I'lL-4, I'lL-10, le TGF-B et les glucocorticoides
(Rozman et Svajger 2018; Bhat et al. 2018a).

Les ILC1s et NCR+ILC3 sont également des cellules productrices d'IFN-y, dont sa
production est amplifiée par les niveaux élevés d'expression de STAT4 induits par T-bet

(Korchagina, Koroleva, et Tumanov 2021b). Les ILC1s produisent de I'lFN-y en réponse a
IL-12, I'IL-15, I'IL-18, tandis que les ILC3s produisent I'lFN-y en réponse a I'lL-23 et a I'lL-13
(Seo, Giles, et Kronenberg 2020c).

L'IFN-y libéré par les cellules ILCs joue plusieurs réles :

- Il permet le recrutement des macrophages et des neutrophiles, et stimule I'expression des
chimiokines CXCL9, CXCL10 et CXCL11 qui favorisent le recrutement des cellules T et
d’autres ILC (Metzemaekers et al. 2018; Yuan et al. 2021).
- I stimule la polarisation des macrophages M1 et améliore les activités effectrices, en
favorisant la phagocytose et la production de ROS et d'oxyde nitrique (NO, Nitric oxide)
(Korchagina, Koroleva, et Tumanov 2021b).
-Il induit la polarisation des cellules T naives vers les réponses de type 1 (Thl) et améliore
également l'activité cytotoxique des cellules T cytotoxiques (CTL, Cytotoxic T cell) (Whitmire,
Tan, et Whitton 2005; Abdi et al. 2022).
- Il stimule la prolifération des cellules épithéliales (Korchagina, Koroleva, et Tumanov 2021b).
- Il améliore les réponses immunitaires antitumorales et peut inhiber la prolifération des
cellules cancéreuses et I'angiogenése, tout en favorisant l'apoptose (Van Beek et al. 2016).
-1l induit I'expression du CMH | et du CMH Il pour favoriser la présentation de I'antigéne
(Korchagina, Koroleva, et Tumanov 2021b).

- Et enfin, il contrdle la libération de mucine par les cellules épithéliales, ce qui permet
la formation d'un gel de mucine qui protege la barriére épithéliale (Klose et al. 2013; Crinier et
al. 2017b).

1.4. Réaction en chaine par polymérase
1.4.1. Définition

La réaction en chaine par polymérase (PCR, Polymerase chaine reaction) a été
inventée par Kary Mullis en 1983, brevetée en 1985 et récompensée par le prix Nobel en
1994, et elle est devenue une technique indispensable pour de nombreuses applications dans
la recherche scientifique et les enquétes cliniques et médico-légales (Lo et Chan 2006a;
Valones et al. 2009). Il s’agit d’'une technique qui se base sur I'amplification enzymatique de

séquences d'acides nucléiqgues (ADN modele) pour générer des dizaines de milliards de
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copies d’'un fragment d’ADN spécifique, via des cycles répétés de dénaturation, d'hybridation

des oligonucléotides et d'extension, grace a I'ADN polymérase (Gibbs 1990; Kadri 2020b).

1.4.2. Principe de PCR

La PCR est une technique in vitro qui permet 'amplification, I'étude et I'analysent des
genes (ADN), leurs transcrit (ARN) et les protéines obtenues a partir de divers tissus. Chaque
test nécessite la présence de ADN matrice, amorces, nucléotides et ADN polymérase

(Maheaswari, Kshirsagar, et Lavanya 2016).

Grace au processus de réplication en laboratoire utilisant la PCR, plusieurs copies et
séquences spécifiques peuvent étre obtenues a partir du fragment d'’ADN extrait, qui peut étre
de I'ADN génomique, ou de I'ADN complémentaire obtenu par la réaction en chaine par
polymérase par transcription inverse (RT-PCR, Reverse transcription polymerase chain
reaction) a partir d'extrait d'’ARN poly-A (Kadri 2020a)..

La PCR repose sur trois étapes simples requises pour toute réaction de synthése d’ADN
: (1) dénaturation de la matrice en simple brin ; (2) recuit des amorces sur chaque brin d’origine
pour la synthése d’un nouveau brin ; et (3) extension des nouveaux brins d’ADN a partir des

amorces (Delidow et al. 1993).
1.4.3. Les composants de la PCR
1.4.3.1. L’ADN matrice

L'ADN cible contient la séquence cible, et cet ADN peut étre un échantillon d'ADN
génomique isolé a partir de cellules ou de tissus, ou de I'ADN obtenu a partir d'échantillons
d'ARN par voie inverse transcription (RT-PCR) (Ishmael et Stellato 2008; Green et Sambrook
2018; 2019a).

1.4.3.2. Les amorces

Les amorces sont de courts oligonucléotides (plus I'amorce est courte, plus
I'hybridation avec la matrice est rapide), simple brin et complémentaires d'une séquence
d'ADN choisie d’un gene d'intérét, ou une amorce reconnaitre de maniere complémentaire
I'ADN brin 5'-3"' d'intérét (brin de sens) et 'autre devrait compléter le brin complémentaire (3'-
5') d’ADN (anti-sens) (Ishmael et Stellato 2008; Lorenz 2012; Alvarez-Fernandez 2013; Kadri
2020b). Les amorces sont paires et comprennent 'amorce directe et I'amorce inverse
(Chuang, Cheng, et Yang 2013).
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Le choix des amorces, est I'un des facteurs les plus importants affectant la qualité de
la PCR. Par conséquent, plusieurs regles doivent étre respectées lors de la conception

d’amorces (Rychlik 2000). Ces regles comprennent :

- La longueur de 'amorce.
- La température de fusion (TM).
- La teneur en GC.

- L'extrémité 3' des amorces.

1.4.3.3. L’ADN polymérase

L'ADN polymérase est une enzyme qui synthétise des brins d'ADN complémentaires
(Ishino et Ishino 2014). Cette enzyme lit un brin d’ADN matrice et ajoute des bases azotées
libres 2' désoxynucléotide triphosphate (ANTP, Nucleoside triphosphate) a une amorce (Elkins
2015).

L'ADN polymérase Taq est lI'une des premieres ADN polymérases thermostables
découvertes, et fréquemment utilisée pour la PCR (Bhadra et al. 2020). La Taq polymérase a
été dérivée a partir de Thermus Aquaticus, dont I'habitat naturel est constitué de sources
thermales chaudes, et donc n’est pas inactivée lors de I'étape de dénaturation d'ADN double
brin a '’ADN simple brin (Van Pelt-Verkuil, Van Belkum, et Hays 2008; Ishino et Ishino 2014).
Elle présente une activité 5-exonucléase et n'a pas d'activité de relecture 3'-5' comme autres
ADN polymérases thermostables telles que I'ADN polymérase Pyrococcus furiosus ( Pfu) qui
possédent cette activité (Dymond 2013; Green et Sambrook 2019b). Un mélange de deux
ADN polymérases thermostables différentes peut étre utilisé, ou la premiére I'ADN
polymérase Taq, et la deuxiéeme en quantités beaucoup plus faibles, fournit une fonction

d'exonucléase de relecture 3' — 5 ' (Green et Sambrook 2019a).
1.4.3.4. Désoxynucléotide triphosphates

Les désoxynucléotides triphosphates (dNTP) sont « 'adénosine triphosphate (dATP),
le cytidine triphosphate (dCTP), le guanosine triphosphate (dGTP) et le tymidine triphosphate
(dTTP) », capturés par I'ADN polymérase et attachés a la partie terminale des amorces pour
étendre la chaine d'ADN (Dey 2018b).

1.4.3.5. lons de Mg2+
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Les ions magnésium possédent deux fonctions dans la PCR : réagir avec les dNTP
pour former des complexes qui sont les substrats de la Taq polymérase, et stabiliser les

complexes amorce-modele (Green et Sambrook 2019c).
1.4.3.6. Le thermocycleur

Un thermocycleur est un appareil qui contrdle la durée et la température de chaque cycle
(Khehra, Padda, et Swift 2024a).

1.4.4. Etapes de la PCR

Il existe trois principales étapes dans une réaction PCR : la dénaturation, I'hybridation

et 'extension (figure 1.8) (Canene-Adams 2013).
1.4.4.1. Dénaturation

La dénaturation est réalisée a 94 °C, pendant 30 secondes a 5 minutes. Elle permet
la dissociation des liaisons hydrogéne entre les paires de bases complémentaires de 'ADN
double brin ce qui conduit a sa dissociation en ADN simple brin (Canene-Adams 2013;
Khehra, Padda, et Swift 2024).

1.4.4.2. Hybridation

Les amorces d’ADN s’hybrident d'une maniere spécifique a I'ADN simple brin en
reformant des liaisons hydrogéene, grace a la complémentarité des bases sur un brin d’ADN,
et cela se fait a une température dépendante de la composition en bases puriques et
pyrimidiques de ces amorces (en général entre 45°C a 65°C) (Vassias 2012; Khehra, Padda,
et Swift 2024).

1.4.4.3. Extension

La troisieme étape est réalisée a une température de 72°C pendant 2 a 5 minutes
(Joshi et Deshpande 2011a). La Tag polymérase se lie aux amorces d'ADN, et allonge les
amorces en Yy incorporant des bases complémentaires (les désoxyribonucléoside
triphosphates) de la séquence matrice, pour former deux nouveaux brins d'ADN, en utilisant
les brins d'origine comme modeéles (Joshi et Deshpande 2011; Vassias 2012; Kadri 2020b).
Ce processus aboutit a la duplication de I’ADN d’origine. Chacune des nouvelles molécules

contenant un ancien et un nouveau brin d’ADN (Joshi et Deshpande 2011b).

Le cycle entier est ensuite répété un nombre de fois prédéterminé (25 a 30 fois) pour
augmenter la quantité d’ADN (Dey 2018). L’ensemble du processus peut étre terminé en
environ 2 a 3 heures (Lo et Chan 2006b).
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Les produits d’amplification sont visualisés a I'aide du bromure d’éthidium sous

illumination par des ultraviolets (UV) (Vassias 2012).
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Figure 1.8. Etapes de laréaction en chaine par polymérase (PCR) (Nestorov et al. 2013).

1.4.5. Avantages de la PCR

La PCR est une technologie facile a comprendre et a utiliser qui produit des résultats
rapides (Garibyan et Avashia 2013). Elle permet aux chercheurs a cloner et séquencer des
génes, pour la détection de mutations pertinentes pour les maladies héréditaires, et la
transformation maligne ou le typage tissulaire (H. Y. Liu et al. 2019). L'application la plus
fréequente de la PCR concerne le diagnostic. Enfin, la PCR est devenue une modalité de
détection d'agents microbiens, ne nécessitant qu'un petit échantillon pour I'analyse (Larzul
1989).
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1.5. Problématique et objectif
1.5.1. Problématique

Les cellules lymphoides innées (ILC) constituent une famille de cellules immunitaires
impliquées dans I'immunité innée. Ces cellules peuvent étre classés sur la base des facteurs
de transcription des cytokines qu'elles produisent en trois groupes (ILC du groupe 1 qui
comprennent ‘les ILC1s et les cellules NK’, ILC du groupe 2 et ILC du groupe 3 qui
comprennent ‘les LTi, NCR- ILC3, et Les NCR+ ILC3’). Les ILCs se trouvent dans différents
tissus et jouent un réle de premiére ligne dans la défense de I'hdte et dans I'hnoméostasie des
tissus en répondant rapidement aux différents facteurs environnementaux. Les ILC1s et ILC3s
sont considérés comme des homologues innés des cellules Thl et Thl7/Th22

respectivement. Ces cellules sécretent I''FN-v, le TNF- a de I'lL-17 et de I'lL-22 qui contribuent
a la défense immunitaire contre les agents pathogénes. Il a été montré que I'lFN-y codé par

I'IFNG, libéré par ces cellules est impliquée dans la défense de I'h6te contre les infections

bactériennes, notamment celles provoquées par P. aeruginosa.

Dans ce travail, nous allons s’intéresser sur I'étude de I'expression de I'lFN-y par I'utilisation

de la PCR, une des techniques de biologie moléculaire, dont sa réussite nécessite I'utilisation

d’'une bonne paire d’amorces congue a I'aide de I'outil Primer-Blast.
1.5.2. Objectif

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

d’amorces pour amplifier 'exon 1 encadrant gene IFNG par PCR.
1.5.3. But

Ce travail consiste a concevoir des amorces spécifiques au gene IFNG afin de déterminer son

taux d’expression par les ILC1 et ILC3 au cours d’infection bactérienne par P. aeruginosa.
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Chapitre 2. Matériel et méthodes
2.1. Conception d’amorces

Le choix des amorces appropriées est probablement le facteur le plus important
affectant la réaction PCR. Lors de la conception d’amorces, il est important de définir la région
souhaitée et de concevoir des amorces spécifiques du cette région d’intérét (Ye et al. 2012;
Elkins 2015a).

Des amorces PCR sont nécessaires pour copier 'ADN et encadrer la région d’ADN
d’intérét. L’ADN polymérase fait croitre les deux amorces dans la direction 5'-3' (Elkins 2015b).
Des amorces appropriées peuvent étre congu a I'aide des outils bioinformatiques. Ces outils
aident a concevoir des amorces, mais une validation en laboratoire est en outre requise
(Andreson, Kaplinski, et Remm 2015).

Les caractéristiques importantes a prendre en compte lors de la conception des

amorces sont les suivantes :

e Lalongueur de I’amorce

Les amorces optimales doivent étre d’'une longueur de 18 a 35 bases nucléotidiques
(Elkins 2015).

e Température de fusion (TM)

La température de fusion (TM) doit étre comprise entre 55 et 72 °C, et les paires
d'amorces doivent étre congues de maniére a ce que leurs températures de fusion ne different
pas de maniére significative (c'est-a-dire ne dépasse pas 5 °C) (Van Pelt-Verkuil, Van Belkum,
et Hays 2008; Chuang, Cheng, et Yang 2013; Elkins 2015).

e Lateneur en GC
Le contenu optimal en GC doit étre compris entre 40 & 60 % (Lorenz 2012).
e L'extrémité 3' des amorces

L'extrémité 3' des amorces doit contenir un G ou un C afin de serrer I'amorce, car les
appariements de bases GC sont plus stables thermodynamiquement que les appariements
de bases AT (Lorenz 2012; Chuang, Cheng, et Yang 2013). Les homooligomeres (comme -
AAAAAA-) et les répétitions de dinucléotides (comme -CACACA-) doivent étre évités, en
particulier aux extrémités 3' des amorces (Rychlik 2000). Et enfin, les extrémités 3' d'un
ensemble d'amorces ne doivent pas étre complémentaires les unes des autres, et I'extrémité
3' d'une seule amorce ne peut pas non plus étre complémentaire aux autres séquences de
I'amorce, pour éviter la formation de diméres d’amorce et de structures de boucles en épingle

a cheveux (Lorenz 2012).
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e La spécificité
Pour éviter des résultats PCR invalides, la spécificité garantit que I'amorce congue
peut détecter une séquence spécifique (Chuang, Cheng, et Yang 2013). Il est a noter que le
nombre de bases de 'amorce spécifique choisie doit étre inférieur a 1000, et le nombre des

produits aspécifiques doit étre supérieur a 1000.
2.2. Conception des amorces pour le géne IFNG

2.2.1. Recherche de la séquence du gene IFNG

La conception des amorces encadrant le gene IFNG débute par la recherche de sa

séquence de référence a partir de la base de données « Ensembl » « www.ensembl.org »,

qui a été lancé en 2000 et s'agit d'une source fournit un cadre bioinformatique pour organiser
la biologie autour des séquences de grands génomes (Hubbard 2002; Kinsella et al. 2011)
(Figure 2.1, 2.2 et 2.3).

Aller sur la plateforme d'Ensembl

GUASTARAT | VIF | Toots | BeoMet | Downlosds | Holp & Doy
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Figure 2.1 Plateforme de la base de données Ensembl. (1) Spécifier 'espéce humaine. (2) inscrire

le nom du géne IFNG. (3) Cliquer sur GO pour afficher les résultats (encadrer en rouge).
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Figure 2.2. Résultats de la recherche du géne IFNG. Cliquer sur le premier résultat de recherche
en vérifiant que c’est bien le géne désiré et qui correspond a I'espéce humaine (encadrant en rouge).
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Figure 2.3. Caracterlsthues du gene IFNG. La plateforme de la base de données montre les
différentes caractéristiques du gene IFNG, ensuite il faut cliquer sur « Séquence » pour afficher la séquence du
géne (encadrer en rouge).

La séquence du gene IFNG est présentée dans la figure 2.4.
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Sélectionner une partie de la séquence et
la collée sur une fichier Word

une partie de la séquence et la copier sur un document Word. Les séquences codantes (Exons) sont représentées
en rouge, et les séquences non codantes (Introns) sont représentées en noir.

Pour faciliter la recherche des amorces, il faut sélectionner une partie avant 'exon de
la séquence et une partie aprés I'exon et ensuite encadrer la région d’intérét (Figure 2.5).
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ML WMWRIEMOTE (2 PRANCAS BLECUD

Figure 2.5. La séquence d’intérét.

2.2.2. Le design des Primers : Outil Primer-BLAST

Pour la conception des amorces spécifiques du géne IFNG. On utilise I'outil Primer-
BLAST qui permet aux utilisateurs de concevoir de nouvelles amorces spécifiques a une cible
en une seule étape ainsi que de vérifier la spécificité des amorces préexistantes. Cet outil est
accessible au public sur National Center for Biotechnology Information (NCBI)
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« http://www.ncbi.nim.nih.gov », créé en 1988 pour faciliter l'utilisation de bases de données

et pour développer des systémes d'information pour la biologie moléculaire (Sayers et al.
2012; Ye et al. 2012; Woijtkiewicz, Wiederin, et Ciborowski 2016). Les figures 2.6, 2.7 et 2.8

représentent les étapes a suivre pour l'utilisation de cet outil.

1. Aller sur la plateforme NCBI

National Library of Medicine

Natons! Center K Biotechne focmation

Al Daratases m
3. Cliauer
NCIN Home All Resowrces l
statares oo riceds adrTasLOrs How %o
7 - Aacyane & .
~ e Gefa I3 " o
o va sdes Fchsdeg s soorth P A v
< P - i ol machines énd uting B - BLA
Bankc Locat Alignment Search Fool 8
Findn ragromn of local semviar By Bet 3 a1 Compares < »
” Anctonsl arv [N

Repérer le Primer-

BLAST et cliquer : N 10 A Gt e : T
dessus
39 Ve od 0N & vl - h ghod e
9 “ * % By slgork Sphgn s » 0 O w .

o

Figure 2.7. L’outil Primer-Blast.
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Natio_lja.l Library of M_edi-::ine

Sabtona' Cenfer In LAy val

- = La page du logiciel
SENSMEEEAS s’affichera comme ainsi P

rereeerrorkoo| &= Ecrire le nombre « 1 »
Priecs comemon Tof & roup of Sinces dans la case « From »

PCR Template

_(==) twﬁ == 5- Ecrire le nombre de

| rlahn-_“r,tl-.m e caractéres sans

HTATL ] T TOALATOACT . v pime] 15 | espaces « Tonde la
= = « Forward Primer »
2-Copier et coller la région d'intérét encadré
- ici. Et :
el 7- Ecrire le
e 3- supprimer toutes les espaces. | &-Ecrire lo nombra da | —— ﬂl:ll:léhre de
caracieres sans
Sl [ERTIE o ractires sane osose 5 Tor
aaa o pan Maz T u Reverse Primer » de la “ Forward
IP‘.:I:'m melting lemptalured FL [T £3.0 Prll‘ﬂﬂr B

Figure 2.8. L’outil Primer-BLAST. (1) La page du logiciel s’affichera comme dans la figure dessus, ensuite
(2) copier la région d’'intérét encadrer du document Word et la coller dans la case « Enter accession, gi, or FASTA
sequence » (encadrer en rouge), puis (3) supprimer les espaces entre les lignes (indiquer par la fleche rouge
I'espace en bleu), ensuite (4,5,6,7) on détermine les amorces sens et anti sens (Forward et Reverse primers).

Afin s’optimiser les résultats, certains paramétres doivent étre pris en considération

lors de la conception des amorces (Figure 2.9).

Rl ParaTel e values Tt difber In

Folons Pk Spueallbely Cloatdeg Pasttiotor 1-Sélectionner cette case en

Epevificity dhati DD Eruibis dasc s privrvir S, it 15 B iinadind IS0 bovrysints 1)

———a choisissant « Genome for selected

Search mode . .

Giatibari o e e e T T T eukaryotic organisms ».

Bt Eonb prepliabind] P i, et e iy iy Wl XM (ol L

= L sapens 2\Veérifier que c'est bien I'espéce voulue.
Enlier gquery cplons 9

Primer specifiofy shrngeacy Brrveet rreri? burer o beitl| 7 o | Solel ribmatie 19 unamenced Lingets, nckodiog

4-Clique sur « Get Primers » pour e
afficher les résultats. -

*m#.ﬂgm. 3cocher ce carré, pour qu'une

nouvelle fenétre s'affichera
+ Advanced parameters

contenant
ot Parameie valpes that detler lom The d hagFleghied

Figure 2.9. Primer Pair Specificity Checking Parameters. Faite défiler la page en bas, puis (1)
sélectionner la case ou c’est écrit « RefSeq mRNA » et choisir « Genomes for selected eukaryot oraganisms »,
ensuite (2) vérifier 'espéce que c’est bien « Homo sapiens », puis (3) cocher la case « Show results in a new
window » pour que les résultats s’afficheront dans une nouvelle fenétre et aprés (4) cliquer sur « Get Primers »
pour afficher les résultats.
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2.2.3. Confirmation des résultats
2.2.3.1. Par in-silico PCR

Pour la confirmation des paire d'amorces que nous avons choisis et vérifier leur

fiabilité, on réalise une in-Silico PCR (PCR virtuelle) qui se fait par un programme dans la

plateforme « UCSC genome browser » (genome.ucsc.edu.) (Fig 3.7).

1-Aller sur la plateforme « Genome.ucsc.edu » pour confirmer les
résultats

S"N]" CRUT g ~ Genome Browser

Search
ata \cegrat
8 Oenome Browser - Imeractively visq C0w Tocks Ape 25 2024 . New AbSplice Prediction Scoces track for hgt9

® BLAT - Rapsdly algn sequences 10 the genome New gromAD vé Conserain Metrics (hglE) and gnomAD Non.cane
8 In-Silico PCR - Ragesty aign PCR pasmar paes 10 the gencme Mas 07 2024 - New Prediction Scores super track and BayesDel track for hgth

% Table Browser - Do

403d and Slof data Yom Te Genome Browser Mar 05 2024 - New JASPAR tracks: Human (Rg18hp38) - Mouse (mm10/mm3d)
8 UftOver « Convert gancme ¢

Bes Dotween asembies

Mar 012024 - AbSplice Prediction $cores for hgd

T AP - Rietusrn dats requested in JSON format ey o
" ReS VNS OUIB Qe . ey Feb 29, 2024 - New DECIPHER Dosage Sensitivity tracks for Muman (hg19hgdd)

® Variamt Annotation Integrator - Annotale genom vanarts
—z o More tools More rews Sutecrde

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

UCSC In-Silico PCR

C 23 genomeucscedu/c

Genomes Genome Browser Tools Mirrors Downicads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

Genome: Assembly: Target Forward Primer: Reverse Primer:
| Human ~] [Dec. 2013 (GRCh38/hg38) ~| | genome assembly v | [ | submit
Max Product Size Min Perfect Match Min Good Match Flip Reverse Primer: (J 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 video 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-

Figure 2.11. Le site In-silico PCR.
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2.2.3.2. Par Primer-BLAST

On peut utiliser aussi I'outil Primer-BLAST pour la confirmation des paires d'amorces

gue nous avons choisis et vérifier leur fiabilité.

Primer designing tool

G % ncbinlm.nihgov/

= INGALIUT IO LIy U Vs us e
W} National Center for Biotechnology Information

Primer-BLAST A tool for finding specific primers

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

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

Refrieve recent results  Publication  Tips for finding specific primers Save search parameters Reset page
PCR Template o 9 o
Enter accession, gi, or FASTA sequence (4 refseq record is preferred) @ Clear Range @

Forwardprimer| ][]

y Reverseprimer| ] [ |

Or, upload FASTA file Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Primer Parameters

Use my own forward primer I )
(5->3' on plus strand)
Use my own reverse primer (5- | (2]

>3’ on minus strand)
PCR product size
# of primers to return

Max T difference

G le

Primer melting temperatures

(Tm)

Exon/intron selection A refseq mRNA sequence as PCR template input is required for options in the section @

Exon junction span [ No preference ~]@
Exon junction match Min5' match  Min3'match  Max 3' match
7 4

Figure 2.12. L’outil Primer-BLAST.
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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 IFNG a passé par plusieurs étapes.
D’abord, le site Ensembl a été utilisé afin d’avoir l'intégrité du géne IFNG. Ce géne se compose
de 4 exons. Dans cette étude, nous avons choisi le premier exon. Ensuite, nous utilisons I'outil

Primer-BLAST base sur la base de données NCBI. Cette derniére, nous a permis d’avoir 10
paires d’amorces propres au géne IFNG de I'exon 1.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 3.1.

Prisar-BLAST Rewty

Input PO amplate k| Guiry_1 La page des résultats s'affichera comme ainsi contenant toutes les informations.

Rangs 1800

Spacificity of primers  Friman may not be fipacific b tha Input PO Lemplate &d Larcaty wire [turd in welectod dabibin; Eu Iu T\a!lf.-qtrwm Ildwq
TEpTESETAIIYE [Ty STl + MeliThondrion + plestel | (Oganm BTsned 00 HOMD B3pRENE ] o

CHived Popuiils e N DTN

Les
différentes
AMOrces

il

[ i1 il
A)||1 |

RiiRi

Figure 3.1. Résultats du Primer-BLAST.
Primer pair 1 "’ ‘ "

Termplate sitand Length  Sarl Sop Tm G0N hﬂwr;hmrﬂr ST complemmtanity

Pheg a0 T LT L

Mdirnrs 1 U o WM S3 200

Figure 3.2. Primer pair 1.

.

" [rmepre 3 33 I

Sequence (5->3) Template strand Length Start Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CATCCCTGCCTATCTGTCACC Plus il 7494 5993 5714 300 1.00
Reverse primer AGAGATGCTACAGCAAGTCGAT Minus 2 4 470 5931 4545 6.00 200

Productlength 418

Figure 3.3. Primer pair 6.
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Primer pair 7 ‘ ‘ ‘
Sequence (5->3) Template strand Length Start Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer C TCTGTCACCAT Plus 0 77 % 5886 5500 3.00 200
Reverse primer CTGCCTACAAGAGATGACAGCE Minus 2 517 496 6074 5455 3.00 100
Product length LY
Figure 3.4. Primer pair 7.
IPrln‘nEr:air'ElI ' ”
Supmence (521 Template sirand Length  Start Stop Tm  GE%  Sell complementarity el T complemintanity
o — P B 1 151 W N3 300 a0
Rirverse prirmer & &

Pradut bngth

Figure 3.5. Primer pair 9.

Tableau 3.1. La comparaison entre les critéres d’'une bonne amorce et nos amorces.

Les critéres

Température de fusion Teneur en GC Produit Produit
Longueur (Lengh) (Tm) (GC%) spécifique | aspécifique
Paires Taux optimale
dramorces 18 a 35 bases nucléotidiques 55et72°C 40 a 60 D & Supérieur &
q 1000pb 1000pb
Amorce Amorce Amorce Amorce
Amorce sens anti- Amorce sens : anti-
anti-sens sens
sens sens
Tous plus de
1 20 21 59.96 59.79 55 52.38 441 1000pb
Tous plus de
6 21 22 59.93 59.31 57.14 45.45 418 1000pb
Tous plus de
7 20 22 58.86 60.74 55 54.55 441 1000pb
Tous plus de
9 21 22 59.79 59.30 52.38 50 363 1000pb

Pb, paire de base.

Nous avons choisi les 4 paires d’amorces et ceci pour les raison suivants

(figure 3.2) (figure 3.3) (figure 3.4) (figure 3.5) et (tableau 3.1) :

Les taille de nos paires d'amorces que nous avons choisies sont inférieure a 1000 pb,
donc les paires d'amorces sont bien spécifiques et contiennent moins de produits
aspécifiques, et aussi ils y’a ont une longueur de >1000 sachant que la PCR n’amplifie
pas des produits au-dela de 1000 Pb.

Pour de meilleurs résultats d’hybridation, 'amorce a besoin d’'une température entre
55°C a 72°c (cette température correspond a une longueur de I'amorce de 18-30
bases). Nos paires répondent parfaitement a ce critére car leurs températures
correspondent a 58°c-59°c pour les amorces sens et 59-60°c pour les amorces anti-
sens.

La longueur des amorces est proportionnelle a 'efficacité de I'hybridation. De plus, la
température d’hybridation doit étre optimale pour une longueur d’amorce entre 18 a
35 bases. Dans ce cas, nous avons choisi des paires d’'amorces avec longueur de 20

a 21 pour les amorces sens, et 21 a 22 pour les amorces anti-sens.
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e Et enfin, la teneur en GC est entre 55% a 57% pour les amorces- sens, et de 45% a

54% pour les amorces anti-sens. La teneur en GC d'une amorce doit étre comprise
entre 40 et 60%.

1-Vérifier |a longueur des amorces, leurs températures de fusion et le
rapport GCS%

Segueeace (T 02X Tempistr virand Lmgth Pl Tlep Tm [ T pomplerentaty ¥ T complemeniarity

Formprd prirme
B b preraT
Fpanl ) bagth

Products on pogg

b | 2Erifier I'espace et le chromosome du géne IFNG

ol s el 3-Vérifier la longueur du produit « spécifigue », il ne doit
pas dépasser une longueur de 1000ph

mplate [l

Figure 3.6. Résultats du Primer-BLAST. (1) Il faut vérifier la longueur des amorces, leurs températures
d’hybridation et le rapport GC%, ensuite (2) il faut vérifier que c’est bien I'espace et le chromosome du géne voulu,
puis (3) vérifier la longueur du produit spécifique <1000pb.

S'assure que toutes les produites « aspécifiques » ont une
longueur supérieur & 1000pb pour éviter que la PCR
n‘amplifier d"autre produit

Figure 3.7. Résultats du primer-BLAST. S’assurer que tous les produits aspécifiques ont une taille de
> 1000pb.

Ensuite, nous avons situé notre paire d’'amorce dans la séquence du géne
IFNG (Figure 3.8).
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- IS L3 e - & N
- A c 5 C oA AS L'} 5 (LS 3
e M - LI ! J ASBDCIDN | AaBiDn
~ ) 1 Whcaremadl | 1 i
o epmhion i ey BT A
- " -
1Ak - M
"‘"II. - a s " - " - - .
WECTCCTARIFIACCE x - Intron 1
R I
I B pigweyee 0000000000000 "

 JOCCTACAAGAGATGACAGC
e G # Reverse Primer »

£ g nge iy Vb Py oo e o

Forward Primer

B g T e phian peseed

AT T A TR T T AR T OAD T A T Al AR A AR T RO TRATTCCT T T

T « Ecrire son inverse » e v Exon 1

T T T TSRS T T AR AR A AT TAABAATATT T

GGCTGTCATCTCTTGTAGGC R Reverse Priniar
A u Ecrire sa
complémentaire »

Intron 2

+ 1%

B PRANCAS IR0 ¥

Figure 3.8. Les amorces encadrant la région d’intérét. La paire d'amorces N°1 (en orange)
encadrant la partie de la séquence de 'ADN qu’on veut amplifier du géne IFNG ; Forward Primer (amorce sens)
(TCCCTGCCTATCTGTCACCA), Reverse Primer (amorce anti-sens) (GGCTGTCATCTCTTGTAGGCA).

3.1.2. Résultats de la confirmation par In-silico PCR

Les résultats obtenus nous ont confirmés la taille des produits spécifiques obtenus
ainsi que la spécificité des amorces congues, les informations obtenues confirment aussi
le chromosome 12 porteur du géne IFNG, la séquence des amorces et la température

d’hybridation (Fig. 3.9). Donc, ce résultat nous a confirmé la fiabilité des amorces que nous

avons choisies.

Asserrily Target Forward Provwer Revrse Prmor
Dec 2017 (GRChISNgM v Gernra ssiambly v IY\'J.‘CYC«.‘CMTITY!?-"ZAA.'-?A] | [ TGCCTACAAGAGATGACAGE | obrnk

Min Pectect Maich 15 Min Good Match |15 Fip Raverse Prmet ADDenn 10 6x83ng PG

In-Sikco PCR searches 8 sequence Catabase with 8 parr of PCR prenérs. usng an ndaxng seatogy for fast periormancs. See an example yiden on our YouTube channmsl This 100f 1S not
Guaranteed 10 fed olfl.target KCalions for prmers. it S optamzed foc 100% IentCH Malkhs For use in DM Jesign Consider adaBonal valdaton with 100is Such as crmer bigst

Configuration Options

Genome and Assembly - The sequence database 10 search

Target - Il svadable. ChOosH 10 QUIrY ranscrbad SOgMNNCos

Forward Primer - Must bo at bast 15 bases n length

Reverse Primer - On the opposto strand fom e forward prmee. Minmum Sength of 15 basos

Max Product Skze - Maomum sie of ampiited region

Min Perfoct Match - Number of bases Bt malch exactly on 3' end of primees. Micamum maich swe s 15
Min Good Match - Number of bases on I end of permars whote at Jeas! 2 outt of 3 bases makch

Flip Reverse Primer . imvert Do Sequence order of 1he tevecss pomes and comphemant 1

Append 10 existing PCR result . ASS ths PCR rosul 151 10 1% curmently xstng track of PCR resuts

Output
VWhon successiul. T search returns 8 segunce ouput ke 1n fasta formal contarng o sequence in the database hat be behwoen and incude the pomer pas. The tasta header

Goscrbas T regon n the dalabase and ™e pamers. The 14518 body 5 CAptakned in A/0as whics Th Pomer Sequence MAhes NG dalabass SeFuEnce &3 N Iower.Case esewhes
Hrte 5 89 examp from human

SranaAMIANe YA AR AN

Figure 3.9. Confirmation des résultats sur la plateforme « UCSC genome browser ».
(1) s’assurer I'espéce voulue. (2) entrer la séquence de la Forward Primer (I'amorce sens). (3) entrer la
séquence de la Reverse Primer (I'amorce anti-sens) et (4) Cliquer sur submit.
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La page des résultats s"affichera ainsi

Cliguer ici pour afficher les détails (montré dans la figure suivante)

— Vérifier gue c'est le chromosome du géne voulu

L'inverse de la « Reverse Primer » et sa
complamentaire

Iu'l. CAlCUlaies. g G0N iisurang 50 Mkl Al and 50 okl annaabng ob0o CONCESTAtON. Thi Coul I CRlCulaly Thi Msitng lemp Comes o Pomard. the kemuls by Rychilk
W Spancer W and Riwads RE NAR 1090, which can b actvaled i Primes3 wi PRIMER _TM_FORMULASD

0 lccpl mackena

Figure 3.10. Résultats de la confirmation pour la premiére paire d’amorces. Un seul résultat
est affiché comme en dessus, vérifier si la taille et le chromosome sont les méme que ceux de notre géne.

%3 genon

Genomes Genome Browser ools Mirrors Downloads My Data View Help About Us

UCSC Genome Browser on Human (GRCh38/hg38)
move <<< << < > >> >»>|Z00Min|15x 3x 10x base |Zoomout| 1.5x 3x 10x 100x

Aquided tutorial is available for new users: | Start tutorial
Close || Don't show again

; 1 Mg
cheiz: 68,159,450 68,159,500/ 68,159,550| 88,159,600| 68,159,650/ 68,159,700/ 68,159,750| 68,159,800|

Reference Assembly ﬂltéﬂnal@ Haplotype Sequence Alignments
‘Your Sequence from PCR Search

GENCODE V44

IFNG <3

IFNG-AS1 ¢} I
RefS nes from NCBI

RatSeq Curated

OMIM Allefic Variant Phenolypes
OMIM Alleles
OMIM Gena Phenotypes - Dark Green Can Be Disease-causi
OMIM Genes
Gene Expression in 54 tissues from GTEx RNA-seq of 17382 samples, 948 donors (V8, Aug 2019]
IFNG-AS1
IFNG [ ]

Flgure 3.11. Résultats de la confirmation p pour la premlere palre d’amorces.

Les trois paires d'amorces ont égalemment été veérifiées par in silico PCR :
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UCSC In-Silico PCR

c 23 genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?hgsid=2243250650_a9iPSugMWAaaE7YWAXi10W 1UO9fQ& Human&db=hg38&wp_targ enome&wp | 9CATCCCTGCCTATC... Bp

Genomes Genome Browser Tools Mirrors. Downicads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

>l 68159430-68159847 418bp CATCCCTGCCTATCTGTCACC AGAGATGCTACAGCAAGTCGAT
CATCCCTGCCTATCTGTCACCatctcatcttaaaasacttgtgaaaatac
gtastcctcaggagacttcasttaggtatasataccagcagccagaggag
gtgcageacattgtictgatcatetgaagateagetatt:
atcagttasgtectitggacctgateagetigatacaagaactactgatt
tcaacttctitggettastictctcggasacgatgasatatacaagtiat
atcttggetttteagetetgeategttttgggttctettggetgttacty
ccaggacccatatgtaaaagaagragaasaccttasgaaatattttgtaa
gtatgactttttastagtacttgtttgtggttgaaastgactgaataTcs

ACTTGCTGTAGCATCTCT

Primer Melting Temperatures

Forward: 61.8 C catcectgcctatctgteace

Reverse: 58.3 C sgagatgctacagcaagtcgst

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

Help

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

Figure 3.12. Résultats de la confirmation pour la deuxiéme paire d’amorces.

UCSC In-Silico PCR

G 2 genome.ucscedu/cgi-bin/hgPcr?hgsid=2243250650_a9iP5ugMWAaaE7YWAXi10W1UO9fQ&org=Human&db=hg388&wp_target=genome&wp | GCCTATCTGICAC..

Genomes Genome Browser Tools Mirrors. Downioads My Data Projects Help About Us

UCSC In-Silico PCR

>chr12:68159404-68159844 441bp CCCTGCCTATCTGTCACCAT CTGCCTACAAGAGATGACAGCC
CCCTGCCTATCTGTCACCATCEcatcttasasaacttgtganaatacgta
atcctcaggagacttcasttaggtataastaccageag -
cagcacattgtictgatcatctgaagatcagetattagaagagaaagatc
agttasgtcctttggacctgatcagotigatacaageactactgatitca
acttctttggettaattcteteggasacgatgaaatatacaagttatate
ttggctttteagctotgeategttttgggtictetigactgttactgeca
ggacccatatgt, a. ctt ttttgtaagta
tgactttttastagtacttgtitgtggttgasaatgactgaatategact
tgctgtageatctotgataGGCTGTCATCTCTTGTAGGCAG

Primer Melting Temperatures

Forward: 60.8 C ccctgcctatctgtcaccat

Reverse: 61.3 C ctgcctacaagagatgacagec

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

Help

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

Figure 3.13. Résultats de la confirmation pour la troisiéme paire d’amorces.
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% UCSC In-Silico PCR x +

C

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

UCSC In-Silico PCR

>chrl2:68159406-68159768 363bp AAATACCAGCAGCCAGAGGAG GCCTACAAGAGATGACAGCCTA
AAATACCAGCAGCC gtgcageacattgtictgatcatctgasg
atcagctattagaagagaaagatcagttasgtectttggacctgateage
ttgatacasgaactactgatttcaacttctitggottaattctotoggas

a atatcttggettttcagetctgeategtett
gegttctettggetgttactgocaggacceatatgtaaaagasgcagaaa
accttaagasstatittgtasgtatgactttttaatagtactigtitgtg
gttgasaatgactgastatcgacttgetgtageatctotgaTAGGCTGTC
ATCTCTTGTAGGC

Primer Melting Temperatures

Forward: 608.8 C aaataccagCagccagaggsg

Reverse: 58.6 C gcctacasgagatgacagocta

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing olige 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

Help

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

Figure 3.14. Résultats de la confirmation pour la quatriéme paire d’amorces.
3.1.3. Résultats de la confirmation par Primer-BLAST

Les résultats obtenus nous ont confirmé la taille de produit spécifique obtenus et aussi
la spécificité des amorces concues. Les informations obtenues confirment aussi le
chromosome 12 qui porte le géne IFNG, la séquence des amorces et leurs caractéristiques
(la température, la longueur) (Fig. 3.15). Donc, ce résultat nous a confirmé la fiabilité des

amorces que nous avons choisies.
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Figure 3.15. Confirmation des résultats par I'outil Primer-BLAST.
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Figure 3.16. Confirmation des résultats par I’outil Primer-BLAST (Primer Pair Specificity
Checking Parameters). Faite défiler la page en bas, puis (1) sélectionner la case ou c’est écrit « RefSeq
mRNA » et choisir « Genomes for selected eukaryot oraganisms », ensuite (2) vérifier 'espéce que c’est bien «
Homo sapiens », puis (3) cocher la case « Show results in a new window » pour que les résultats s’afficheront
dans une nouvelle fenétre et aprés (4) cliquer sur « Get Primers » pour afficher les résultats.

La page des résultats s"affichera ainsi
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Figure 3.17. Résultats de Ia.confirmation pour la premiére paire d’amorces.

Les trois paires d'amorces ont égalemment été vérifiées par in Primer-BLAST :
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Primer-Blast results

c 23 ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=17159064488&job_key: / i2tdachM_Njbbi3pardw

Primer pair 1

Sequence (5->3) Length  Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CATCCCTGCCTATCTGTCACC 21 5093 5714  3.00 1.00
Reverse primer AGAGATGCTACAGCAAGTCGAT 22 50.31 4545  6.00 2.00

Products on target templates
>NC_000012.12 Home sapiens chromosome 12, GRCh38.p14 Primary Assembly

product length = 418
Features associated with this product:
interferon gamma precursor

Forward primer 1 CATCCCTGCCTATCTGTCACC 21
Template BBL59847 ... 68159827

Reverse primer 1 AGAGATGCTACAGCAAGTCGAT 22
Template 68159438 68150451

>NC_000008.11 Home sapiens chromosome 8, GRCh38.p14 Primary Assembly

product length = 28@@
Features associated with this product:
arf-gap with sh3 domain, ank repeat and ph domain-contain...

arf-gap with sh3 domain, ank repeat and ph domain-contain...

Forward primer 1 CATCCCTGCCTATCTGTCACC 21
Template 130093831 ...T.. . A 130093651

Forward primer 1 CATCCCTGCCTATCTGTCACC 21
Template 138896438 ..C.T....A.C......... 130896418

Figure 3.18. Résultats de la confirmation pour la deuxiéme paire d’amorces.

Primer pair 1

Sequence (5->3) Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CCCTGCCTATCTGTCACCAT 20 5886 55.00 3.00 2.00
Reverse primer CTGCCTACAAGAGATGACAGCC 22 6074 5455 300 1.00

Products on target templates
»NC_000012.12 Homo sapiens chromosome 12, GRCh38.p14 Primary Assembly

product length = 441
Features associated with this product:
interferen gamma precursor

Forward primer 1 CCCTGCCTATCTGTCACCAT 28
Template 68159844 68159825

Reverse primer 1 CTGCCTACAAGAGATGACAGCC 22
Template 68150484 ... 68158425

Figure 3.19. Résultats de la confirmation pour la troisiéme paire d’amorces.
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Primer-Blast results +

c 25 ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=171590

y=ilJWKmkmZI5DsGG1bNVFhxbOVLU73U-00g

Primer pair 1

Sequence (5'->3) Length  Tm GC%
Forward AAATACCAGCAGCCAGAGGAG 21 5079 5238
Reverse primer GCCTACAAGAGATGACAGCCTA 22 5930 50.00

Products on target templates
>NC_000012.12 Homo sapiens chromosome 12, GRCh38 p14 Primary Assembly

product length = 363
Features associated with this product
interferon gamma precursor

AAATACCAGCAGCCAGAGEAG 21
68158748

Forward primer 1
Template 68159768

GCCTACAAGAGATGACAGCCTA 22
68158427

Reverse primer 1
Template 68159486

=NC_000010.11 Homo sapiens chromosome 10, GRCh38 p14 Primary Assembly

product length = 2142

Features flanking this product:

89486 bp at 5' side: lysyl oxidase homolog 4 isoform x1
29152 bp at 3' side: pyridine nucleotide-disulfide oxidoreductase domain-conta...
Forward primer 1 AAATACCAGCAGCCAGAGGAG 21
Template 98352564 TT.C...... Toweeennnn C 98352524
Forward primer 1 AAATACCAGCAGCCAGAGGAG 21
Template 98354645 .GCC..... [P 98354625

Self complementarity
3.00
3.00

Self 3' complementarity
0.00
2.00

Figure 3.20. Résultats de la confirmation pour la
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives

Les ILCs sont considérées comme des cellules de 'immunité innée qui contribuent aux
réponses immunitaires précoces contre les agents pathogéenes. Ces cellules n'expriment pas
de récepteurs spécifiques aux antigénes et sont divisées en 3 principaux groupes. Les ILCs

de type 1, formeés par les ILC1s et les cellules NK productrices d’interféron y (IFN-y) et du
facteur de nécrose tumorale (TNF)-a, possédent des roles contre les tumeurs et les agents
pathogénes intracellulaires. Les ILCs de type 2 productrices d’IL-4, I'lL-5, I'lL-9 et I'IL-13, sont
impliguées dans les réponses immunitaires contre les parasites et aussi participent aux
réactions allergiques et la réparation tissulaire. Les ILCs de type 3, sécrétrices d’'IFN-y, de
I'lL-17 et de I'lL-22, comprennent les LTi, NCR- ILC3, et les NCR+ ILC3, sont impliquées dans

I'élimination des infections bactériennes.

L'IFNy est une protéine qui joue un réle important lors de l'infection bactérienne.

L'étude de son expression par les ILC1 et ILC3 au cours des infections par P. aeruginosa peut
offrir de nouveaux moyens de lutte contre les maladies infectieuses. Cette étude demande la

réalisation d'une PCR pour amplifier le géne IFNG.

Dans cette étude, nous avons congu des amorces, a partir d'outils bio-informatiques,
afin de pouvoir ensuite réaliser une PCR et amplifier le géne IFNG. Cette étape est importante
dans la connaissance du devenir des maladies anti-infectieuses. Les paires d’amorces
choisies répondent a tous les criteres de choix de bonnes amorces. Ce résultat a été confirmé

par une PCR virtuelle.

La réalisation de ce mémoire de fin d’étude nous a permis de S’initier a utiliser avec
plusieurs outils comme la recherche des séquences d'ordre génomique, de comprendre les

propriétés essentielles du bon choix d'amorces pour la réalisation d’'une PCR fiable.
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Résumé

Introduction : Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie a Gram négatif, pathogéne qui provoque des infections aigués
et chronigues compliquées. Les cellules lymphoides innées (ILC, Innate lymphoid cells) sont des composants du systéme immunitaire inné,
homologues aux lymphocytes T CD4 + et récemment identifiés. Les deux sous populations des ILCs « ILC1s et ILC3s » se caractérisent
par la production de I'lFN-Y, une cytokine qui joue un réle important dans I'élimination des infections bactériennes.

Objectif : Conception d'amorces du géne IFNG exprimé par les ILC1 et ILC3 afin de caractériser les populations des ILCs impliquées dans
les infections a P. aeruginosa.

Matériel et méthodes : Afin de concevoir des amorces spécifiqgues du géene IFNG, on a utilisé plusieurs outils : la base de données «
www.ensemble.org », pour trouver des séquences spécifiques du géne IFNG et un outil de primer-BLAST fourni par le NCBI pour concevoir
des amorces. Les résultats sont confirmés par in silico PCR et primer-BLAST.

Résultats : L'utilisation de I'outil Primer-BLAST du site « www ncbi.nih.gov » nous a permis d'obtenir des amorces spécifiques pour le géne
IFNG, qui répondaient a tous les critéres des bonnes amorces, et avec des produits aspécifiques supérieures a 1000Pb.

Conclusion : Le choix d'une bonne paire d'amorces pour amplifier le géne IFNG par PCR constitue une étape primordiale dans la réussite
de cette technique et dans I'étude du réle de ce géne dans I'immunité anti infectieuse.

Mots clés : P. aeruginosa, ILCs, IFNG, amorces, primer-Blast.

Abstract

Introduction:

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is a Gram-negative bacterium and a pathogen that may cause complicated acute and chronic
infections. Innate lymphoid cells (ILCs) are components of the innate immune system, homologous to CD4 + T helper cells (Th), and recently

identified .The subpopulations of ILCs “1 and 3” can eliminate P. aeruginosa by the production of IFN-y which plays several roles against
bacterial infections, and encoded by the IFNG gene.

Objective :

Design of primers for the IFNG gene expressed by ILC1 and ILC3 in order to study its role during P. aeruginosa infections.

Materials and methods :

In order to design primers specific to the IFNG gene, several tools were used: the “www.ensemble.org” database to find specific sequence
of the IFNG gene and a primer-BLAST tool provided by the NCBI to design primers. The results are confirmed by in silico PCR and primer-
BLAST.

Results :

The use of the Primer-BLAST tool from the “www ncbi.nih.gov” site allowed us to obtain specific primers for the IFNG gene, which met all
the criteria for good primers, and with nonspecific products superior to 1000Pb.

Conclusion :

The choice of a good pair of primers to amplify the IFNG gene by PCR (Polymerase Chain Reaction) constitutes an essential step in the
success of this technique and in the study of the role of this gene in anti-infectious immunity.

Keywords :P. aeruginosa, ILC1, ILC3, IFNG, primers
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