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Résumé 11

Résumé

Introduction : Les cellules lymphoides innées (ILCs) jouent un réle crucial dans la protection contre
les infections bactériennes. Les sous populations des ILCs se distinguent par I'expression d'une grande
variété de facteurs de transcription et la production d'une multitude de cytokines. L’eomesodermin
(EOMES) est une protéine exprimée par plusieurs cellules immunitaire et est impliquée dans la
régulation de l'immunité de type 1 et la différenciation, ainsi que dans la maturation précoce des
cellules NK.

Objectif : Elaboration des séquences d'oligonucléotides qui serviront d’amorces pour 1’amplification

du gene Eomesodermin par PCR.

Matériel et méthodes : afin de concevoir des amorces spécifiques du géne EOMES, quelques outils
de la bioinformatique ont été utilisés. D’abord, la base de données ensemble.org a été utilisé pour
rechercher des séquences spécifiques du gene Eomesodermin. Ensuite, 1'outil <> Primer-BLAST”’,
fourni par NCBI, a été utilisé pour concevoir des amorces encadrant I’exon 3 du géne Eomesodermin.
Enfin, la fiabilité des paires d’amorces répondant aux critéres de bonnes amorces a été testée grace a la

PCR insilico.

Résultats : L'utilisation de I'outil Primer-BLAST m’a permis d'obtenir une amorce spécifique pour le
géne Eomesodermin, a savoir :-Forword primer « CATCCCTCCGCTTTCTCCAT » , Révers primer «
AGGCGAGCAAACAGGTCAC » avec un produit spécifique de 317 Pb, Tm (forward primer 59,53
°C, revers primer 60,60 °C), la teneur en GC est de 55% pour I'amorce Sens et de 57,89 pour I'amorce

Anti-sens, et les deux amorces ont une longueur de 20 nucléotides.

Conclusion : La conception d'une paire d'amorces appropriée permettrait de réussir la technique PCR,
ce qui permet d'amplifier correctement le géne Eomesodermin et d'étudier son role lors d'une infection

bactérienne.

Mots clé : ILC1, Eomesodermin, Primer-BLAST, Primer.
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Abstract

Introduction: Innate lymphoid cells (ILCs) play a crucial role in protection against bacterial
infections. The subpopulations of ILCs are distinguished by the expression of a wide variety of
transcription factors and the production of a multitude of cytokines. Eomesodermin (EOMES) is a
protein expressed by several immune cells and is involved in the regulation of type 1 immunity and

differentiation, as well as in the early maturation of NK cells.

Objective: Development of oligonucleotide sequences which will serve as primers for the

amplification of the Eomesodermin gene by PCR.

Material and methods: in order to design specific primers for the Eomesodermingene, some
bioinformatics tools were used. First, the ensemble.org database was used to search for specific
sequences of the Eomesodermin gene. Then, the “Primer-BLAST” tool, provided by NCBI, was used
to design primers bordering exon 3 of the Eomesodermin gene. Finally, the reliability of the primer

pairs meeting the criteria for good primers was tested using in silico PCR.

Results: The use of the Primer-BLAST tool allowed me to obtain a specific primer for the
Eomesodermin gene, namely: -Forword primer “CATCCCTCCGCTTTCTCCAT”, Reverse primer
“AGGCGAGCAAACAGGTCAC” with a specific product of 317 Pb, Tm (forward primer 59.53 °C,
reverse primer 60.60 °C), the GC content is 55% for the Sens primer and 57.89 for the Anti-sense

primer, and the two primers have a length of 20 nucleotides.

Conclusion: The design of an appropriate pair of primers would make the PCR technique successful,
allowing the Eomesodermin gene to be correctly amplified and its role during bacterial infection to be
studied.

Key words: ILC1, Eomesodermin, Primer-BLAST, Primer.
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(Tumor necrosis factor)

TGF-B : Transforming Growth Factor-beta
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Introduction

Introduction

L'immunité innée joue un réle crucial dans I'élimination des infections bactériennes en
constituant la premiére ligne de défense du corps. Les cellules immunitaires innées, telles que les
macrophages et les neutrophiles, sont responsables de détecter et de combattre les agents pathogénes
de maniére rapide et non spécifique. Ces cellules sont impliquées dans la régulation de I'inflammation
et la réponse immunitaire contre les infections bactériennes telles que celles causées par P.aeruginosa,
une bactérie connue pour sa capacité a développer une résistance aux antibiotiques ce qui la rend
difficile a traité. D’autres cellules de I’immunité innée récemment découverte qui sont les cellules
lymphoides innées (ILCs) qui constituent une population des cellules dépourvues de récepteurs
spécifiques aux antigenes, dont la diversité fonctionnelle ressemble de celle des effecteurs
T helper (Th) de la réponse adaptative. On distingue trois principaux groupes d’ILC : ILC1, ILC2 et
ILC3. Chaque groupe a des fonctions spécifiques dans la réponse immunitaire contre les infections

bactériennes en régulant I'inflammation et en favorisant la réparation des tissus (Jacquelot et al. 2022).

Les ILCs du groupe 1 (ILC1s)forme une population cellulaire résidant dans les tissus et qui
participent a la régulation de I'inflammation et de I'hnoméostasie(Taggenbrock et VVan Gisbergen 2023).
Ce groupe est constitué les ILC1s et les cellules NK qui sont associés a une réponse « TH1-like».Ces
cellules expriment le facteur de transcription T-bet et Eomes qui sont trés similaires et qui se lient au
promoteur IFN-y(Geginat et al. 2023). Le facteur de transcription T-bet est hautement homologue a la
protéine Eomes qui est essentielle a la maturation précoce et la prolifération des cellules NK. D’autre
part, les ILC1s sont des cellules sentinelles résidantes dans les tissus, en revanche les cellules NK
peuvent étre recrutées de la circulation vers le parenchyme des tissus infectés ou cancéreux. Les ILC1s
produisent des cytokines telles que I'interféron-gamma (IFN-y) et le facteur de nécrose tumorale alpha
(TNF-a) qui jouent un réle essentiel dans la réponse immunitaire contre les virus, les bactéries et les

tumeurs.

La caractérisation moléculaire du facteur de transcription EOME se fait par plusieurs
techniques de biologie moléculaire, notamment la technique d’amplification en chaine par polymérase
(PCR, polymerase chain reaction) qui permet d'obtenir, a partir d'un échantillon complexe et peu
abondant, d'importantes quantités d'un fragment d’ADN spécifique et de longueur définie. La réussite
de cette technique nécessite la présence de plusieurs éléments notamment I’ADN matrice, la taq

polymérase et aussi des amorces qui permettent 1’initiation de 1’amplification.



Introduction

Dans cette perspective, mon travail consiste a concevoir des amorces qui seront utilisées pour
amplifier une séquence du géne Eomesoderminexprimé par les ILC1ls impliqués dans les agents

pathogénes comme P. aeruginosa.
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1.1. Pseudomonas aeruginosa
1.1.1. Généralités

Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa)est une bactérie a Gram négatifde la famille des
Pseudomonadaceae (Chaibdraa et al. 2008).P. aeruginosa, dénommeé aussi « pyocyanique », est un
bacille pigmenté (typiquement vert fluorescent grace a deux pigments la pyoverdine et la
pyocyanine.On décrit aussi des souches produisant un pigment rouge ou noir, de 1 a 3 um de longueur
et de 0,5 a 1 um de largueur (Morand et Morand 2017).

En 1850, le scientifique Sédillotaremarqué que les pansements chirurgicaux des patients dans
différents espaces ont été colorés avec une substance bleu-vert.Ensuite, en 1882, la bactérie a été
découverte par le pharmacien Francais Carle Gessard qu'il avait 1’appelé Bacillispyocyaneus en basant
sur la coloration bleue et verte des bandages. Actuellement, I'espéce P. aeruginosa est identifiée sur la
base de comparaisons d'ARNr 16S et de séquences génomiques, d'analyses des acides gras cellulaires,
de facteurs de virulence et de différenciation physiologique et biochimique (Wood, Kuzel, et
Shafikhani 2023) .

P. aeruginosa posséde un trés grand génome environ 6,3miion(M), ce qui lui permet une
grande plasticité génomique et une importante adaptabilité & son environnement. De plus, il s’agit
d’une bactérie aérobie stricte qui se développe rapidement (18-24 h) & une température de 37 °C
(croissance possible entre 10 et 42 °C)(Stover et al. 2000).

1.1.2 Habitat
P.aeruginosa est un micro-organisme ubiquitaire, saprophyte des milieux hydriques vivant
naturellement dans ’environnement. Son réservoir naturel et permanent est représenté par les sols

humides, les végétaux et surtout les eaux (Bertrand et al. 2011).

1.1.3 Facteurs de virulence

La virulence de P. aeruginosa dépend d'un grand nombre de facteurs associés aux cellules et
extracellulaires qui jouent un réle important dans la colonisation, la survie de la bactérie et I'invasion
des tissus (figure 1.1) (Ben Haj Khalifa et al. 2011).
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Figure 1.1. Morphologie de P.aeruginosareprésentant les facteurs de virulence associéea la cellule et
extracellulaires(Bhardwaj et al. 2021).

1.1.3.1. Facteurs de virulence impliqués dans I’adhérence de la bactérie

Plusieurs molécules d'adhésion associées a la surface, notamment les flagelles, les pili, les
protéines de la membrane externe, les lipopolysaccharides et les exopolysaccharides, médient
I'attachement de P. aeruginosa aux cellules épithéliales et aux surfaces abiotiques. (Beaussart et al.
2014).
1.1.3.1.1. Pili

Les pili ou fimbriae sont I'une des formes les plus courantes de structures de surface
bactériennes et archéennes, impliquées dans I'adhérence, la motilité, la compétence pour l'absorption
de I'ADN et la pathogenése(Burrows 2012). Ces structures sont également impliquées dans la
colonisation de I'h6te et a la formation de biofilm (Beaussart et al. 2014). Les pili sont composés de
milliers de molécules d'une petite protéine monomére appelée la piline majeure (PilA).PilA est formée
de trois domaines : une région d'hélice o N-terminale hydrophobe hautement conservée , une région
centrale hypervariable et une région C-terminale semi-conservée contenant le domaine de liaison a
I'néte (Jurado-Martin, Sainz-Mejias, et McClean 2021).

1.1.3.1.2. Flagelle
Le flagelle est essentiel pour assurer la mobilité de la bactérie et facilite I'acquisition de

nutriments. Il joue un rdle indirect dans I'adhésion cellulaire et dans les stades précoces du
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développement du biofilm bactérienin vitro (Q. Duan et al. 2013). Les flagelles chez P. aeruginosa
sont situés au pble de la cellule et sont ainsi appelés flagelles polaires (Bouteiller et al. 2021).
1.1.3.1.3. Lipopolysaccharide

Le principal constituant de la membrane externe des bactéries a Gram négatif est le
lipopolysaccharide (LPS) composé du lipide A, de I'oligosaccharide central et de I'antigene O (O- PS,
également appelé O-antigene), qui est une longue chaine polysaccharidique s'étendant dans
I'environnement extracellulaire (figure 1.2) (Huszczynski, Lam, et Khursigara 2019).

0
? i

Repeating unit Lipid A 0
HOW (O-antigen) HO—( o HO &
0 OH

Figure 1.2. Structure du LPS de P.aeruginos(Barkleit, Moll, et Bernhard 2008).

1.1.3.1.4. Biofilm

Le mot biofilm a été utilisé en 1978 pour désigner une communauté de microorganismes
enrobés d’une matrice hydratée, riche en polymeéres extracellulaires, et en contact avec une surface
(Lebeaux et Ghigo 2012). La formation de biofilm permet de protéger les bactéries et de survivre dans
des conditions environnementales(Tremblay, Hathroubi, et Jacques 2014). Cette formation est
généralement décrite comme une succession d’étapes : adhésion, croissance en surface, maturation

puis dispersion (figure 1.3) (Douarche et al. 2018).



Chapitre 1 : Revue de la littérature

Figure 1.3. Les étapes du développement du biofilm(Sauer et al. 2022).

1.1.3.2. Facteurs secrétés
1.1.3.2.1. Exotoxine A

L'exotoxine A est I'un des principaux facteurs de virulence de P. aeruginosa. Cette protéine
appartient au groupe des mono-ADP-ribosyltransférases (Shadman et al.. 2021). Elle est responsable
de l'inhibition de la synthése de protéines, ce qui provoque la mort cellulaire et réduit la réaction de
I'ndte a l'infection. La machinerie Sec ou Tat permet d'exporter toutes ces protéines sécrétées a travers

la membrane cytoplasmique (Sauvage et Hardouin, 2020).

1.1.3.2.2. Exoenzymes

Au cours de l'infection de I'héte, P. aeruginosarégule positivement le systeme de sécrétion de
type Ill. Elle secréte quatre facteurs connus sous les noms Exo U, S, T et Y(Wagener et al.
2020).ExoS posséde une capacité a phosphoryler I'ADP chez les protéines eucaryotes (Zago et
Chugani 2009). ExoU est une cytotoxine puissante, présente dans les souches cytotoxiques de P.
aeruginosa. Elle est dotée d'une activité phospholipase A2. ExoY est un facteur d'cedéme
nucléotidylcyclase qui perturbe l'intégrité de la barriére et provoque un cedéme tissulaire. Enfin, ExoT
modifie le cytosquelette d'actine(Kaminski et al. 2018).
1.1.3.2.3. Protéase

La protéase alcaline est un facteur de virulence sécrété par le systeme de sécrétion de type | et
contrélé par le circuit de détection du quorum (Liao et al. 2022). Les protéases sécrétées par P.
aeruginosa comprennent l'élastase A I'élastase B, la protéase alcaline (AP), la protéase IV (PIV), la
petite protéase de Pseudomonas (PASP), la grande protéase A (LepA), (Pathophysiological aspects of

proteases 2017). LasB permet de cliver l'interleukine 22 (IL-22), une cytokine essentielle au maintien
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des défenses innées de la muqueuse contre les agents pathogénes extracellulaires (Bradshaw et al.,
2018).
1.1.3.2.4. Phospholipases C

Les phospholipases C (PLC) comprennent un groupe diversifié de protéines qui ont plusieurs
effets in vivo et in vitro(N. Elleboudy, Aboulwafa, et Hassouna 2013).Ces enzymes peuvent participer
a la capture du phosphate et a la virulence des isolats producteurs, mais pas a l'autolyse (N. S.
Elleboudy, Aboulwafa, et Hassouna 2014).
1.1.3.2.5. Pyocyanine

La pyocyanine joue un role important dans la pathogenése de P. aeruginosaet est connue pour
avoir des effets inhibiteurs et bactéricides (Nowroozi, Akhavan Sepahi, et Rashnonejad 2012).
1.1.3.2.6. Pyoverdines

Les pyoverdines ont une forte affinité de liaison avec I'ion ferrique (Fe3+), ce qui permet a P.

aeruginosa de coloniser un large éventail de niches (Chen et al. 2016).

1.1.4. Résistance aux antibiotiques

Les infections a P. aeruginosa sont parmi les premiéres causes de mortalité chez le grand
bralé. Cette gravité est le résultat d’une virulence accrue sur un terrain fragilisé et d’un niveau élevé
d’antibiorésistance.L’acquisition ~ de  résistances aux  [-lactamines tels que les
pénicillines/céphalosporines/monobactames, les  carbapénémes, les aminosides et les
fluoroquinolones) (Barbier et Wolff 2010) chez P.aeruginosa entraine une surproduction de la
céphalosporine constitutive,une surexpression des systémes d’efflux, une diminution active de la
perméabilité membranaire et I’acquisition de génes exogenes (Mérens et al. 2011).

Certaines especes de Pseudomonas ont la capacité de former un biofilm qui les protége contre
les antibiotiques. Elles ont une résistance innée a divers antimicrobiens et peuvent développer une
résistance lors d'une chimiothérapie anti-pseudomonas. De plus, elles ont la capacité de résister a

diverses catégories d'antimicrobiens, notamment & plusieurs médicaments (Poole 2011).

1.2. Cellules lymphoide innés

1.2.1. Historique
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Les cellules lymphoides innées (ILC, InnateLymphoidCells) sont des effecteurs tissulaires
dont la présence dans le corps est vitale,surtout dans la modulation de I’homéostasie immunitaire qui
consiste a répondre a une blessure ou une infection et a réparer les tissus endommagés.

Grace a la découverte initiale des ILCs réalisée en 1843 par les chercheurs Andral et Addison,
I’immunité innée et les interactions des cellules immunitaires au niveau des sites de barriére épithéliale
ont vu une colossale avancée dans la compréhension du mode d’action des leucocytes (Crinier et al.
2017).

Suite & une série de recherches intensives au cours du siecle passé, une définition plus
profonde et évoluée a été établie sur le mode de fonctionnement des ILCs. Deux types de populations
ont été identifiés. La premiere population est les cellules natural killer (NK) qui fut mise en évidence
en 1975 par les scientifiques Kiessling et ces collaborateurs chez la souris et ’homme. La seconde
population est les cellules inductrices lymphocytaires innées (LTi, innate lymphoid tissue inducercells)
découverte dans les années 2000 (Shin et McNagny 2021). L’étude faite par ces chercheurs a montré
gue les NK sont semblables aux lymphocytes T cytotoxiques (CTL) mais possédent la capacité a
éliminer les cellules cibles en les détectant différemment vue le manque de récepteurs de lymphocytes
T, TCR.

Pendant longtemps, ces cellules NK et LTi sont restées les seuls types des ILCs connus, mais
au fil des années (entre 2008 et 2011), d’autres recherches parus ont montré I’existence d’autres types
de cellules, tels que NK22, ROR (retinoicacidreceptor tyrelatedorphanreceptor), NKp46+, NK'LTi,
nuocytes ou encore natural helper cells (Narni-Mancinelli et al., 2011). Tous ces types ont été classés
selon leurs caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles, en 3 grandes familles (uniformisation en
2013 par Spitz et al.):

o LesILC detype 1 (dont font partie les cellules NK),

e Les ILC de type 2,

o Etles ILC de type 3 (dont font partie les LTi).

1.2.2. Développement

Les ILC sont des cellules effectrices qui assurent la défense contre les infections. Ces cellules
se developpent dans la moelle osseuse et ont été définies par un ensemble de facteurs de transcription,
d'antigénes de surface et de cytokines (Shin et McNagny 2021b).Les ILCs constituent une famille de
cellules lymphoides homologues « innées» des lymphocytes T. Contrairement aux cellules
immunitaires adaptatives, les ILCs n’ont pas de récepteurs réarrangés spécifiques de I’antigéne, mais
réagissent rapidement a un large éventail de signaux innés. Cela veut dire que ces cellules peuvent se
développer en absence de niche thymique (figure 1.4) (Van De Pavert 2021).

Tout d’abord, le progéniteur lymphoide commun (CLP pour common lymphoid progenitor) se

distingue par I'expression de la sous-unité du récepteur de I'lL-7 (CD127), du proto-oncogeéne,c-Kit
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(CD117) et du récepteur de tyrosines kinases FIt3 (Fms-like tyrosine kinase 3).Ces deux populations
ont perdu la capacité de se différencier en lymphocytes adaptatifs:

» les EILP (early innate lymphoid progenitors), ont récemment été identifiés dans la moelle
osseuse de souris adultes en tant que population de progéniteurs multipotentiels spécifiés
vers les lignées de cellules lymphoides innées (Harly et al. 2018) qui expriment I’lL-7Ra
(Harly et al. 2018b).

» les CILP (common innate lymphoid precursors) se distinguent de leurs précurseurs par
I’absence d’expression de FIt3 et la présence a leur membrane de I’intégrine o4p7 et du
récepteur de chimiokine CXCR6 (C-X-C motif chemokine receptor 6) (Cypowyj et Vivier
2016).

Le CHILP est caractérisé par un phénotype de surface similaire a celui du CLP, avec
I'expression de I'IL-7Ro, mais sans CD93 et Flt3 (Klose et Artis 2020). De plus, il présente
I'expression du répresseur transcriptionnel ID2, qui joue un rdle crucial dans la production d'organes
lymphoides périphériques et de cellules (Yokota et al. 1999). Les progéniteurs PLZF, un géne qui a été
précédemment lié au développement des lymphocytes T et NK, des niveaux élevés d'ID2 et de
GATAS étaient également observés dans les précurseurs du PLZF (codé par Zbtb16), ce qui favorise
I'acquisition de fonctions effectrices innées dans les cellules T tueuses naturelles (NKT), ce qui
modifie le développement de plusieurs sous-ensembles d'ILC, mais pas dans les cellules LTi ou
NK(Bordon 2014).

LTi
NFIL3/Id2/TOX/ETS1 GATA3 PLZF RORyT
CLP

CILP CHILP LTip

T-bet

PLZP
Eomes

IL-17

OJ TNFa
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IFNy
Granzime
Perforine

T-bet l GATA3 RORy¢
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Figure 1.4. Développement des cellules lymphoides innés (Borger, Lau, et Hibbs 2019). Les ILC se développent a partir
des CILP  (commoninnatelymphoidprogenitor), qui elles-mémes se  différencient a partir des CLP
(commonlymphoidprogenitor). Les CILP peuvent se différencier en précurseurs de cellules NK (NKP) ou en CHILP
(common helper innatelymphoidprogenitor), qui elles-mémes donneront les LTiP (lymphoid tissue inducerprogenitor) et les
ILCP (innatelymphoidcellprecursor). Les LTip se différencient en LTi, et les ILCP en ILC1, ILC2 ou ILC3. Chaque étape de
différenciation est dépendante de 1’expression des facteurs des transcription indiqués: NFIL3 (nuclear factor il-3 induced),
1d2 (inhibitor of dna binding 2), TOX (thymocyte selection-associated high mobility group box protein), TCF-1 (T cell factor
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1), ETS1 (avianerythroblastosis virus E26 homolog-1), GATA3 (GATA binding protein 3), PLZF (promyelocyticleukaemia
zinc finger), T-bet (T-box transcription factor), Eomes (Eomesodermin), et de la variété unique de cytokines qu'elles
produisent et de la variété unique de cytokines qu'elles produisent. Cela établit les rdles distincts qu'ils jouent dans les
réponses immunitaires et le développement des organes lymphoides.

1.2.3. Sous populations

Les ILCs sont un groupe hétérogéne de cellules immunitaires classées principalement en trois
groupes en se basant sur l'expression de facteurs de transcription et la capacité a produire des
cytokines effectrices (Stosik, Tokarz-Deptuta, et Deptuta 2024).

1.2.31. ILCdetypel

Le premier groupe comprend les ILC1s et les cellules NK qui sont dépendantes du facteur de
transcriptionT-bet. Suite & leur activation par I'lL-12, I'lL-15 et I'lL-18, ces cellules produisent I'IFN-y
(Stosik, Tokarz-Deptuta, et Deptuta 2024). Les ILCs de type 1 participent aux réponses immunitaires
fonctionnelles contre les virus et les bactérie par la sécrétion des cytokines de type Thl, tels que
I’IFN-Y et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) (Jan-Abu, Kabil, et McNagny 2023). Les
cellules NK se retrouvent dansles tissus lymphoides et circulent dans le sang.Les autres populations
d’ILC1 se retrouvent en général au niveau des barriéres épithéliales muqueuses, telles que les
mugueuses intestinales, pulmonaires et glandulaires.

Les cellules NK se caractérisent par leurs propriétés cytotoxiques contre les cellules tumorales
ou infectées via la ligne germinale codée des récepteurs immunitaires tels que NKG2D (natural killer
group 2 member D) et NKP46(cellules NK exprimant le marqueur NKp46 a leur surface)(S. Duan et
al. 2019).

1.2.3.2. ILC de type 2

Les cellules ILC2s et les ILC régulateurs (ILCreg) sont des ILC de type 2. La croissance des
cellules ILC2 est principalement influencée par le facteur de transcription GATA-3. Leur particularité
réside également dans leur dépendance au facteur RORo (RAR-relatedorphanreceptor o) qui régule
leur développement et leurs fonctions, ce qui leur permet de produire des cytokines comme
I'interleukine 1L-13, IL-5 et IL-4, IL-9 (Sophie Cypowyj).

1.23.2. A ILC2

Les ILC2s cellules dépendent des facteurs de transcription RORa et produisent les cytokines
de type 2, telles que I'IL-5 et I'lL-13 suite a leur stimulation par 1’TL-25. Ces cellules se caractérisent
par I’expression de 1'TL-33R et participent dans la réponse immunitaire contre les parasites. Les ILC2
intestinales expriment I'lL-25Ret les ILC2 cutanés expriment I'lL-18R (Crinier et al. 2017).
1.2.3.2.B. ILCreg

10
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Lors d’une inflammation, ces cellules secrétent 1’IL-10 et interviennent dans les réponses

immunitaires intestinales (Stosik, Tokarz-Deptula, et Deptuta 2024).

1.2.3.3. ILC de type 3

Les ILCs de type 3comprennent les cellules ILC3 et LTi. Ces cellules sont définies comme des
cellules qui dépendent du facteur de transcription RORyt et qui secrétent I'lL-17 et d'IL-22 pour
favoriser I'inflammation intestinale et le maintien de la tumeur(Jan-Abu, Kabil, et McNagny 2023).
Elles jouent un réle clé dans I'homéostasie intestinale, les réponses antibactériennes, I'inflammation
chronique, le remodelage et la réparation grace a la production d'lL-1(Gronke, Kofoed-Nielsen, et
Diefenbach 2016).

1.2.4. Plasticité

Les ILC peuvent subir une plasticité en d'autres sous-ensembles d'ILC en réponse a des
agents pathogenes (Korchagina et al. 2023) tels que les signaux environnementaux et plusieurs
facteurs extrinséques et intrinséques de la plasticité (figure 1.5) (Pelletier et Stockmann 2022). La
plasticité des ILCs a été observée in vitro et in vivo chez la souris et I'homme (Juelke et Romagnani
2016) et elle a été montré en 1985 par le scientifique Helen Blau qui a désigné la capacité d'une
cellule a changer d'identité (Bal, Golebski, et Spits 2020).

Les ILC1 peuvent étre générées a partir de la conversion des ILC2, qui régulent négativement
GATA-3 et régulent positivement T-bet en présence d'IL-1p, d'IL-12 et d'IL-33 ou de la conversion
des ILC3, qui régulent négativement RORyt et régulent positivement T-bet en présence d'IL-12 et
d'IL-18. A I’inverse, les ILC1 peuvent étre converties en ILC3 en présenced’TL-2, d’TL-23, d’TL-1p et
d’acide rétinoique (RA) (Crinier, Vivier, et Bléry 2019).

Le sous-ensemble ILC3 : NCR-ILC3 peut se différencier en NCR+ ILC3 sous l'influence de
T-bet. Cette voie semble étre augmentée par I'lL-2, I'lL-1B, 1'L-23 et I'lL-12 tandis que le TGF-p agit
comme inhibiteur de le développement de NCR + ILC3 et conduit potentiellement & la réversion des
cellules (Almeida et Belz 2016) .

La conversion des cellules NK en ILC1 est induite par I'lL-12 et le TGF-B qui entraine une
régulation positive de T-bet et une régulation négative d'Eomes. La plasticité de I'ILC3 en ILC1 est
médiée par I'lL-12 et I'lL-1B qui conduisent & une régulation négative de RORyt et a une régulation
positive de T-bet. A I’inverse, la conversion ILC1 — ILC3 est induite par I'IL-23, I'IL-1p et 1’acide
rétinoique (RA), ce qui conduit a une régulation positive de RORyt et a une régulation négative de T-
bet. Les facteurs de transcription Zbtb46 stabilisent davantage la lignée ILC3.De la méme facon que la
transition ILC3 — ILCl, la plasticité ILC2 — ILC1 est modulée par 1'lL-12 et I'lL-1p, ce qui entraine
une régulation négative de GATAS3 et une régulation positive de T-bet. Par contre, I'IL-4 est
responsable de la plasticité inversée ILC1 — ILC2.De plus, la sécrétion d'IL-1p, d'1L-23 et de TGF-f a

un impact sur la plasticité entre ILC2 et ILC3.
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Figurel.5.Plasticité des ILC (Korchagina, Koroleva, et Tumanov 2023).

1.2.5. Fonctions des ILCs

Les ILCs sont des cellules immunitaires qui ne possédent pas de récepteur antigénique
spécifique, mais qui peuvent générer un ensemble de cytokines effectrices dont la composition est
similaire a celle des sous-ensembles de cellules T auxiliaires. Les ILC jouent un réle essentiel dans la
formation des lymphocytes, le renouvellement des tissus, l'immunité antimicrobienne et
I'inflammation, notamment au niveau des surfaces de protection. Il est fort probable que les ILC jouent
un role essentiel dans les défenses immunologiques de premiére ligne en répondant rapidement aux

insultes infligées par des microbes responsables du stress (Spits et Cupedo 2012).

1.2.5.1. ILC1s

Les ILC1 sont des cellules lymphoides innées de type 1 (ILC1) qui vivent dans les tissus et qui
produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que IFN-y et TNF-a, ainsi que des médiateurs
cytotoxiques tels que les granzymes. Ces médiateurs permettent a ces cellules de développer des
réponses immunitaires et de tuer directement les cellules cibles (Taggenbrock et van Gisbergen 2023).
Grace a la libération de I'lFN-y, les ILC1s renforce la réponse immunitaire antimicrobienne et
contribue a I'élimination de l'agent pathogene. D’autre part, les ILC1 intraépithéliaux murins ont la
capacité de réagir rapidement apres une infection. Dans le modéle de colite causée par les anti-CD40,
I'IFN-g a joué un réle dans l'inflammation intestinale (Fuchs et al. 2013).

1.2.5.2. ILC2s

12
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Les cytokines comme I'lL-5 et I'lL-13 sont produites par les ILC2, qui jouent un réle dans la
régulation de la réponse immunitaire contre les parasites et les bactéries(McKenzie 2014).Les ILC2
immatures et matures cultivés dans des milieux contenant de I'lL-7 et de I'lL-2 associés a de I'lL-33 ou
de I'IL-25 ont démontré une régulation positive de GATA3 et de KLRG1 (respectivement), une
sécrétion d'IL-5 et d'IL-13 et une prolifération(Herbert, Douglas, et Zullo 2019) .

1.2.5.3. ILCSs

Les ILC3 sont impliqués dans la régulation de la réponse immunitaire dans les muqueuses,
notamment dans la protection contre les infections bactériennes et fongiques. lls produisent des
cytokines telles que I'IL-17 et I'lL-22, qui contribuent a renforcer la barriére épithéliale et a réguler
I'équilibre entre les bonnes et les mauvaises bactéries dans le systéme digestif. Les ILC3 sont donc
importants pour maintenir I'noméostasie et la protection contre les infections dans les muqueuses. De
plus, les ILC3 sécrétent I'IL-22 au récepteur hétérodimere IL-22Ral — IL-10Rp sur I'épithélium

cellules, qui assure la médiation de la résistance aux bactéries intestinales (Klose et Artis 2016).
1.3. Protéine Eomesodermin

1.3.1. Définition

Eomesodermin (Eomes) est une protéine connue sous le nom de T-box brain 2 (TBR2)
hautement homologue a T-bet(Zhang et al. 2018a). Elle fait partie de la famille phylogénétiquement et
qui est exprimeée par les cellules NK et lymphocytes T(LT) (Knox et al. 2014),liée a des facteurs de
transcription de la famille T-box (Willmer et al. 2017). Elle est impliquée dans régulation de
I’'immunité de type 1 et la différenciation (Zhang et al. 2018a)et permet le maintien des cellules NK a
I'état mature (Gordon et al. 2012).

La famille T-box est définie comme la région minimale de la protéine qui est a la fois
nécessaire et suffisante pour la liaison a I'ADN spécifique a une séquence contenant environ 180 a 200
acides aminés. Elle se devise en cing sous-groupes TBX1, TBX2, TBX6,TBX5 et TBR1 qui sont
exprimés dans le cceur embryonnaire chez 'homme et les modéles vertébrés conservécar ils sont
importants pendant I'embryogenése et le développement et sont conservés au cours de I'évolution
(figure 1.6) (Zhu et al. 2017).
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Figure 1.6 L'arbre phylogénétique schématique de la famille des génes T-box (Zhang et al. 2018). Six génes
de la boite T exprimés dans le cceur sont représentés en rouge. Ces six génes sont inclus dans la sous-famille Thx1 ou Thx2
1.3.2. Géne Eomesodermin

Le gene Eomesodermin, membre de la famille Thrl(Sheeba et Logan 2017), est situé sur le
chromosome 9 chez la souris et sur le chromosome 3 chez I'homme (figure 1.7), dont les régions
génomiques ont été découvertes des travaux du John Gurdonsur Xenopus laevis.

Le géne Eomesodermin a été reconnu comme l'un des premiers genes exprimés aprés le début
de la transcription du gene zygotique dans les cellules caractéristiques du mésoderme. (Probst et
Arnold 2017).
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Figure 1.7. Localisation du gene eomes(NCBI).

1.3.3. Réle de la protéine Eomes dans ILC

Eomes est une protéine du systéme immunitaire qui joue réle de facteur de transcription
permettant de réguler I'immunité de type 1 et la différenciation des cellules NK. Elle favorise la
maturation précoce des cellules NK (Zhang et al. 2018a), ce qui entraine une augmentation de
I'expression des récepteurs NK et une amélioration de I'expression de CD16 (Kiekens et al. 2021).
Pendant la maturation des cellules NK, I'expression de T-bet est régulée de maniére négative, tandis
que l'expression de T-bet est régulée de maniére positive (figure 1.8). En outre, Eomes pourrait jouer
un réle crucial dans la stimulation de la prolifération des cellules NK en inhibant le CD122 (Zhang et
al. 2018b).
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Figurel.8.Mécanismes de régulation T-bet et Eomes.(Zhang et al. 2018b) Dans ce modéle, T-BET et EOMES
seraient capables de se lier au promoteur 112rb et de favoriser la transcription, mais EOMES serait plus puissant que T-BET.
Comme les deux TF seraient en compétition pour le méme site, la quantité relative de chaque TF déterminerait le niveau
d'expression de CD122. De plus, I’expression de CD122 aurait un retour positif sur sa propre expression en induisant
I’expression d’Eomes. La régulation de I’expression d’IFNy et de S1P5 par T-bet dans les cellules NK et les cellules T CD8+.
IFNy et S1P5 sont tous deux régulés par T-bet. Dans les cellules T, il a été démontré que I’expression de I’IFNy est activée en

favorisant le remodelage de la chromatine.
1.4. Réaction de polymérisation en chaine

1.4.1. Définition

La réaction de polymérisation en chaine (PCR, Polymerase-Chain-Reaction) telle que définie
dans I'Oxford Dictionary of Biochemistry and Molecular Biology, est un outil puissant de biologie
moléculaire depuis le milieu des années 1980(McKinzie et Myers 2023). La PCR est une technique
d'amplification d'acide nucléique en laboratoire utilisée pour dénaturer et renaturer de courts segments
de séquences d'acide désoxyribonucléique (ADN) ou d'acide ribonucléique (ARN) a l'aide de I'enzyme
ADN polymérase (Khehra, Padda, et Swift 2024). Cette technique repose sur l'utilisation de courts
oligonucléotides synthétiques complémentaires aux régions terminales de la séquence d'’ADN a

amplifier (Karunanathie et al. 2022).

1.4.2. Principe

La PCR consiste en une succession de réactions de réplication d'une matrice double brin
d'ADN. Chaque réaction met en ceuvre deux amorces (Jaton et Greub 2007)qui sont les principaux
déterminants de sa spécificité, de sa sensibilité et de sa robustesse (Biassoni et Raso 2020). La PCR est
une méthode itérative composée de cycles successifs, chacun comportant trois étapes de température
distinctes. En général, une PCR impligue entre 20 et 40 cycles en moyenne(Larzul 1989). La réaction
PCR est réalisée par cyclage thermique en présence d'oligonucléotides spécifiques, le I'enzyme
polymérase, les acides nucléiques libres et les sels bivalents tels que MgSO4 ou MgCI2 (Ahrberg et al.
2016).

15



Chapitre 1 : Revue de la littérature

1.4.3. Acteurs de la PCR
1.4.3.1. ADN polymérase

L’ADN polymérase joue un role essentiel dans la réplication de I'ADN et la PCR. Sa fonction
principale consiste a stimuler la formation de liaisons phosphodiester entre les nucléotides
complémentaires, ce qui permet la création de nouveaux brins d’/ADN (Lamoril et al. 2007).
1.4.3.2. Les amorces

Ce sontoligonucléotides placés a l'intérieur de la premiére paire d'amorces. Chaque amorce
doit avoir 20 — 30 de longueur et doit contenir un nombre & peu prés égal des quatre bases, avec un
équilibre de distribution des résidus G et C. Les sites de restriction peuvent étre ajoutés aux extrémités
5' des amorces pour faciliter le clonage et la manipulation ultérieure du produit amplifié (Green et
Sambrook 2019).

1.4.3.3.Les nucléotides dNTPs

Les quatre désoxynucléotides triphosphates, dGTP, dATP, dCTP et dTTP, seront assemblés
par la Tag-polymérase pour former le brin d'ADN complémentaire (Mohsen, Ji, et Kool 2019).
1.4.3.4. lon dumagnésium (Mg++)

Ce cation est un cofacteur indispensable au bon fonctionnement de la polymérase et a
I'incorporation des précurseurs. Il doit étre fourni en concentration précise sous forme de MgCI2

(seemayer,1990).

1.4.4. Etapes

La figure 1.9 représente les étapes de la PCR.
1.4.4.1. Dénaturation

Durant cette étape, le milieu réactionnel est porté a une température élevée, environ 94°C. Les
liaisons hydrogene ne peuvent étre maintenues a une température supérieure a 80°C et les deux brins
d'’ADN sont rompues, provoquant la dénaturation de I'ADN double brin en brins simples (Kadri 2020).
1.4.4.2. Hybridation

Dans cette étape, deux amorces d’ADN d’environ 20 bases s’hybrident de fagon spécifique
grace a la complémentarité des bases, sur un brin d’ADN ou son complémentaire. Cette étape est
réalisée a une température dépendante de la composition en bases puriques et pyrimidiques de ces
amorces, en général entre 45 °C et 65 °C (Vassias 2012).
1.4.4.3. Extension

L'ADN polymérase (Taq polymérase) est une enzyme qui capte les nucléotides a la chaleur et
étend I'ADN brin de la direction 3' & 5'.La répétition de ce cycle thermique pendant 25 a 30 fois
augmente le produit ADN(Dey 2018). Pendant cette phase, la température est rapidement augmentée

jusqu'a environ 72°C, la température optimale de polymérisation de la Taq polymérase. Cette enzyme
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ADN-dépendante synthétise un brin complémentaire a partir des deux amorces hybrides en lisant la

séquence du brin matriciel(Ahrberg et al . ,2016).

A) Dénaturation

e e T T T T T
|
__I_-—r-—q——[—’r—l’l'_—T‘r—
! 1 ] I I I I | i

B) Hybridation

Amorce

I T T T | I
1 1 1 1 1 1 1 1 I 1

ADN génomique cible

C) Extension

ADN polymérase
I | T T |"\::>

| 1 1 1 1 1 1 1 I 1

D) Lyse de la sonde

iy

[ 1 | 1 I I I I | I
1 | ] 1 1 I 1 1 1

<

—

\'l$_
1 1 1

Figure 1.9.Les étapes de la PCR(Jaton et Greub 2007). Les étapes de la PCR (Polymerase Chain Reaction)
comprennent généralement la dénaturation, I'nybridation et I'extension. La premiere étape consiste a chauffer I'échantillon a
une température élevée (environ 95°C) pour séparer les brins d’ADN en deux brins complémentaires. Ensuite, la température
est abaissée pour permettre aux amorces (primers) de se lier spécifiquement aux séquences d'’ADN cible. Extension: A une
température optimale, I'ADN polymérase synthétise de nouveaux brins d’ADN complémentaires a partir des amorces liées, en

allongeant la séquence cible.

1.4.5. Avantages de la PCR

Les avantages de la PCR sont nombreux :

Sensibilité : la PCR est une technique hautement sensible, capable de détecter et d'amplifier
une trés faible quantité d'acide nucléique, méme a partir de quelques copies de la séquence
cible. Cela en fait un outil puissant pour la détection des cibles moléculaires, méme a des
niveaux trés faibles (Solanki, 2012).

Rapidité : la PCR offre un important gain de temps par rapport a d'autres techniques telles que
la culture cellulaire. En éliminant les étapes de culture et d'incubation nécessaires dans d'autres
méthodes. La PCR permet d'obtenir des résultats en un temps beaucoup plus court (Wang and
Cheng, 2018).

Spécificité : la PCR est également trés spécifique. Les amorces d'ADN utilisées sont congues
pour se lier spécifiquement a la séquence cible, ce qui réduit les risques de réactions croisées
ou non spécifiques. Cela permet une identification précise et fiable de la séquence d'intérét,

méme en présence d'autres séquences d’ADN (Jiang et al., 2018).
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1.5. Problématique et objectif
1.5.1. Problématique

Les ILCs jouent un réle crucial dans la régulation de I'inflammation et la lutte contre les agents
pathogenes. Les ILCs du groupe 1 (ILC1s) associées a une réponse proche de celle de TH1 se
caractérisent par la production des cytokines pro-inflammatoires et anti-tumorales telles que I'IlFN-y et
le TNF. De plus, les cellules NK, sous type des ILC1s expriment le facteur de transcription Eomes qui
est responsable de leur formation et leur fonctionnement. L’étude de son expression par les ILCs
permet de caractériser les sous populations intervenant dans I’¢limination des infections bactériennes

notamment celles causées par P. aueruginosa.

1.5.2. Objectif

Ce travail vise a élaborer des séquences d’oligonucleotides qui seront utilisées comme
amorces pour amplifier le géne Eomesodermin par PCR.
1.5.3. But

Le but de ce travail est de concevoir des amorces spécifiques pour le géne Eomesodermin afin

déterminer son taux au niveau des ILC1s lors d’une infection bactériennepar P. aeruginosa.
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2.1. Conception des amorces

Le processus de conception des amorces pour la PCR consiste a générer des séquences courtes
d'’ADN complémentaires pour la région spécifiqgue que l'on souhaite amplifier(Tang 2013). Ces
amorces doivent étre orientées dans le bon sens 5°—3’ et étre parfaitement complémentaires au brin
d’ADN cible (Pasicet., 2014 ; Bhat and Rao, 2020). Ce processus nécessite la prise en considération de
divers parameétres afin de garantir une bonne amplification lors de la réaction en chaine par

polymérase(Elkins 2015). Ces parametres inclus :

e Lalongueur de I’amorce

La longueur des amorces fait référence au nombre de nucléotides qui composent I'amorce. Une
longueur optimale, généralement entre 15et 35 nucléotides, est cruciale pour assurer une spécificité
adéquate lors de I'amplification. Une amorce courte peut entrainer une faible spécificité, tandis que
amorce longue peut avoir un impact sur l'efficacité de I'nybridation avec la séquence cible (Lorenz
2012).

e LateneurenG/C
La teneur optimale en GC d’une amorce se situe entre 40 et 60 (Ozturk et Can 2017).
e Latempérature de fusion (Tf)

Pour un résultat fiable, la température de fusion doit étre comprise entre 55 et 75° C (Higgins
etal., 2019).

e Laspécificité d'une amorce

La spécificité d'une amorce en PCR, dépend au moins partiellement de la longueur de
I’amorce qui fait référence a sa capacité a se lier de maniere précise et exclusive a la séquence d'ADN
cible. Une amorce spécifique ne doit se lier qu'a la région spécifique de I'ADN que I'on souhaite

amplifier, évitant ainsi toute amplification non spécifique(Joshi et Deshpande 2011).
e Laséquence a I’extrémité

Les extrémités des séquences sont des régions spécifiques a chagque extrémité d'un fragment
d'’ADN que les amorces se lient pendant le processus d'amplification. C'est un élément clé du

processus de PCR pour amplifier spécifiquement la région d'intérét.
2.2. Conception de la séquence du gene EOMES
2.2.1. Recherche de la séquence du gene EOMES
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La conception des amorces encadrant le géne Eomes commence par la recherche de la séquence de
référence du géne Eomes, dans une base des données de génomes. Dans mon travail, j’ai utilisé la base

de donnes ensembl (www.ensembl.org) (Figure 2.1, 2.2 et 2.3).
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@ oo ol £ Tous les faveris
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BLAST/BLAT | VEP | T

515 a genome browser for vertebrate genomes
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) on aur blog
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Figure 2.1. Plateforme de la base de donnes Ensembl.(1) Spécifier I’espéce Humain puis (2) inscrire le nom du
géne EOMES ensuite (3) cliquer sur GO pour afficher le résultat (encadrer en rouge).
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Figure 2.2. Résultat de la recherche du géne Eomes. Cliquer sur le premier résultat de recherche en vérifiant que
c’est bien le géne désiré et qui correspond a I’espéce humaine (encadrer en rouge).
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Figure 2.3. Caractéristiques du géne EOMES.La plateforme de la base de données montre les différentes
caractéristiques du géne EOMES, ensuite il faut cliquer sur « séquence » pour afficher la séquence du géne (encadrer en

rouge).

La séquence de géne Eomes est présentée dans la figure 2.4.
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Figure 2.4. La séquence du gene EOMES depuis la plateforme « Ensembl ».11 faut sélectionner une partie de
la séquence et la copier sur un document Word. Les séquences codantes sont représentées en rouge et les séquences non

codantes (Introns) sont représentées en noir.

Pour rechercher des amorces, il faut sélectionner une partie avant 1’exon de la séquence et une

partie aprés I’exon et ensuite encadrer la région d’intérét (Figure 2.5).

22



Chapitre 2 : Matériel et méthodes
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Figure 2.5. La séquence d’intérét.
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Figure 2.6. 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 « Entrer accession, gi or FASSTA » (encadrer en
rouge), puis (3) supprimer les espaces entre les lignes, on déterminer les amorces sens et anti sens.
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Figure 2.7. Parameétre de vérification de la spécificité de la paire d’amorces (Primer Pair Specificity
Checking Parameters). Faites défiler la page en bas, puis (1) sélectionner la case ou c’est écrit « RefSegmRNA »et

choisir « Genomes for selectedoraganisms », (2) vérifier I’espéce que c’est bien « Homo sapiens »,(3) cocher la case « Show
results in new window » pour que les résultats s’afficheront dans un nouvelle fenétre et apres (4) cliquer sur « Get Primer »

pour afficher les résultats.

2.2.3. Confirmation des résultats par in-SilicoPCR

Une analyse de confirmation de la paire d’amorce qu’on a choisie a été effectuée par in-silicoPCR

(PCR virtuelle), qui se fait par un programme dans la plateforme « génome.ucsc.edu » (Figure 2.8)
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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 exacily 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 maich

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

Qutput

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 15 an example from human

Figure 2.8. L’outil in silico PCR

24



Chapitre 3: Résultats

Chapitre 3. Résultats
3.1. Résultats de la conception des amorces

3.3.2. Résultats du Primer-BLAST

Pour concevoir nos amorces spécifiques du gene EOMES, j’ai utilisé le site Ensembl pour
avoir I’intégrité du géne EOMES. Ce géne est composé de 6 exons. Dans ce travail, le troisiéme exon a
été choisi pour sa taille idéale pour 1’outil Primer. Ensuite, j’ai utilisé I’outil primer-blast. Cet outil

m’a permis d’avoir 10 paires d’amorces spécifiques de 1’exon 3du géne EOMES.
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Figure 3.1. Résultats du primer -BLAST.
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Figure 3.2. Primer pair 7.
J’ai choisi la septiéme paire d’amorces et les raisons suivantes :

» La température d’hybridation des amorces est d’environ 55 et 75 °C.
» Les longueurs des amorces sont de 15 et 35 nucléotides pour I’amorce sens et anti sens.
» Et enfin, le teneur en GC est de 55% pour I'amorce sens et de 57,89 pour I'amorce anti-

sens. le teneur en GC d’une amorce doit étre comprise ente 40 et 60%.

25



Chapitre 3: Résultats

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 3.2

~ &l Gene EOMES (ENSG00000T X | B} Primer designing tool x B Primer-Blast results x B ucscinssilico PER x | [ calcul de pourcentage (%) X | + - x
« c 23 ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=17175098608ob_key=DBf4f591NIE)Yw1tbEM_E3duDQJkcRAH m e ¥ ﬂ Nouvelle version de Chrome disponible §
@ sl pusl [ Tous les favoris
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P AG AC Linus 19 474 4s6 6060 5789 300 300

Product length a7 I ]

Products on potentially unintended templates

»NC_000003. ;Rcr-se.:ru Primary Assembly [ |

product length = 317
Features ith“his product: - c - C o - c
omolog isofort

Forward primer 1
Template 27719554

Reverse primer 1
Template 27719238

=NC_000013.11 Homo sapiens chromosome 13, GRCh3g p14 Primary Assembly

Figure 3.3. Résultats du Primer-BLAST.(1) il faut vérifier la longueur des amorces, leur températures d’hybridation
et le rapport GC%, ensuite(2) il faut vérifier que c’est bien ’espéce et le chromosome du géne voulu, puis (3) vérifier la
longueur du produit spécifique <1000pb.

v el Gene EOMES (ENSG00000163: X | [B) Primer designing tool X @) Primer-Blast results x [ UCSC In-silico PCR x |+ - X
« G 25 ncbinim.nihgov/tools/primer-blast/primertool.cgi?cty_time=17175098608job_key=DBf4f591NIE)Yw1tbEM E3duDQkeRAH & ¥ @  Nouvelleversion de Chrome disponible §
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Figure 3.4. Résultats du Primer- BLAST. Vérifier la longueur du produit spécifique< 1000pb et s’assure que
toutes les produit aspécifique ont une longueur de >1000pb.

3.1.2. Résultats de confirmation par in-silico PCR

Les résultats obtenus nous ont confirmés la taille du produit spécifique obtenus 317 pb ainsi que la
spécificité des amorces congues. Les informations obtenues confirment aussi le chromosome 3 porteur
du géne EOMES, la séquence des amorces et la température d’hybridation (Figure 3.6). Donc, ce

résultat a confirmé la fiabilité des amorces que j’ai choisies.
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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 slsewhere:
Here is an example from human:
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Figure 3.5. Confirmation des résultats sur la plateforme « UCSC genome browser ». (1) s’assurer
I’espéce voulue. (2) entre la séquence de la ForwardPrimer (I’amorce sens).(3) entrer a séquence de la Reverse
Primer(I’amorce anti-sens) et (4) Cliquer sur submit.
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Figure 3.6. Résultats de la confirmation.
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Chapitre 4 : Conclusions et perspectives

Les ILCs sont des cellules qui jouent un role essentiel dans la défense contre les agents
pathogénes. Contrairement aux lymphocytes T, les ILCs ne possédent pas de récepteurs spécifiques de
l'antigéne réarrangés, mais réagissent rapidement a une variété de signaux innés. On distingue trois
principaux groupes d’ILCs. Les ILCs du groupe 1sont composes de cellules ILC1s et de cellules NK.
Ces cellules produisent I'lFN-y et contribuent a une réponse immunitaire efficace contre les virus. Les
ILC 2s secrétent 1L-13, IL-5 et IL-4, qui jouent un role dans la réponse immunitaire contre les
parasites. Enfin, les ILC3s participent aux réponses antibactériennes par I’induction d’une
inflammation chronique, le remodelage et la réparation grace a la production d'IL-1 et a I'équilibre

intestinal.

Il est important de souligner que les ILC1s se caractérisent par I'expression du facteur de
transcription Eomes, qui joue un réle essentiel dans la régulation de I'immunité de type 1 et la
différenciation. De plus, leur maturation précoce favorise la maturation des cellules NK, ce qui
entraine une activation plus rapide des récepteurs NK et une amélioration de I'expression de CD16.
L’¢étude de son expression en utilisant des techniques de biologie moléculaire, notamment la PCR,

permet de faciliter la caractérisation des cellules impliquées dans 1’immunité anti infectieuse.

La réussite de la PCR nécessite la fiabilité de tous les éléments impliqués dans la technique.
Plus précisément, la conception des amorces fiables a I’aide de 1’outil primer-blast constitue une étape

clé.
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Résumé

Introduction : Les cellules lymphoides innées (ILCs) jouent un rdle crucial dans la protection contre les
infections bactériennes. Les sous populations des ILCs se distinguent par I'expression d'une grande variété de
facteurs de transcription et la production d'une multitude de cytokines. L’eomesodermin (EOMES) est une protéine
exprimée par plusieurs cellules immunitaire et est impliquée dans la régulation de l'immunité de type 1 et la
différenciation, ainsi que dans la maturation précoce des cellules NK.

Objectif : Elaboration des séquences d'oligonucléotides qui serviront d’'amorces pour I'amplification du géne
Eomesodermin par PCR.

Matériel et méthodes : afin de concevoir des amorces spécifiques du gene EOMES, quelques outils de la
bioinformatique ont été utilisés. D’abord, la base de données ensemble.org a été utilisé pour rechercher des
séquences spécifiques du géne Eomesodermin. Ensuite, I'outil “ Primer-BLAST”, fourni par NCBI, a été utilisé
pour concevoir des amorces encadrant 'exon 3 du géne Eomesodermin. Enfin, la fiabilité des paires d’amorces
répondant aux critéres de bonnes amorces a été testée grace a la PCR in silico.

Résultats : L'utilisation de l'outil Primer-BLAST m’a permis d'obtenir une amorce spécifique pour le géne
Eomesodermin, a savoir :-Forword primer « CATCCCTCCGCTTTCTCCAT », Révers primer «
AGGCGAGCAAACAGGTCAC » avec un produit spécifique de 317 Pb, Tm (forward primer 59,53 °C, revers primer
60,60 °C), lateneur en GC est de 55% pour 'amorce Sens et de 57,89 pour 'amorce Anti-sens, et les deux amorces
ont une longueur de 20 nucléotides.

Conclusion : La conception d'une paire d'amorces appropriée permettrait de réussir la technique PCR, ce
qui permet d'amplifier correctement le géne Eomesodermin et d'étudier son role lors d'une infection bactérienne.

Mots clé : ILC1, Eomesodermin, Primer-BLAST, Primer.
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Abstract

Introduction: Innate lymphoid cells (ILCs) play a crucial role in protection against bacterial infections. The
subpopulations of ILCs are distinguished by the expression of a wide variety of transcription factors and the
production of a multitude of cytokines. Eomesodermin (EOMES) is a protein expressed by several immune cells
and is involved in the regulation of type 1 immunity and differentiation, as well as in the early maturation of NK cells.

Objective: Development of oligonucleotide sequences which will serve as primers for the amplification of the
Eomesodermin gene by PCR.

Material and methods: in order to design specific primers for the Eomesodermin gene, some bioinformatics
tools were used. First, the ensemble.org database was used to search for specific sequences of the Eomesodermin
gene. Then, the “Primer-BLAST” tool, provided by NCBI, was used to design primers bordering exon 3 of the
Eomesodermin gene. Finally, the reliability of the primer pairs meeting the criteria for good primers was tested using
in silico PCR.

Results: The use of the Primer-BLAST tool allowed me to obtain a specific primer for the Eomesodermin gene,
namely: -Forword primer “CATCCCTCCGCTTTCTCCAT”, Reverse primer “AGGCGAGCAAACAGGTCAC” with a
specific product of 317 Pb, Tm (forward primer 59.53 °C, reverse primer 60.60 °C), the GC content is 55% for the
Sens primer and 57.89 for the Anti-sense primer, and the two primers have a length of 20 nucleoctides.

Conclusion: The design of an appropriate pair of primers would make the PCR technique successful, allowing
the Eomesodermin gene to be correctly amplified and its role during bacterial infection to be studied.

Key words: ILC1, Eomesodermin, Primer-BLAST, Primer.
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