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Résumé

Introduction : Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie a Gram négatif,
pathogéne, responsable d’infections graves chez les personnes immunodéprimés. Le
macrophage est cellule de la premiére ligne de défense de limmunité innée qui permet
d’éliminer P. aeruginosa par plusieurs mécanismes. |l peut produire les peptides anti-
microbiens, possédant une action bactéricide, comme les cathélicidine codées par le géne
LL-37.

Objectif : Conception d'amorces du géne LL-37 exprimé par le macrophage afin d’étudier

son rble au cours des infections a P. aeruginosa.

Matériel et méthodes : Afin de concevoir des amorces spécifiques du géne LL-37,
on a utilisé plusieurs outils : la base de données « www.ensemble.org », pour trouver des
séquences spécifiques du géene LL-37 et un outil de primer-blast fourni par le NCBI pour

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

Résultats : L'utilisation de l'outil Primer-BLAST du site « www nchi.nih.gov », a permis
d'obtenir une amorce spécifigue pour le géne LL-37 a savoir : Forward primer
GCACCCCTGGCTATGACAAT, Reverse primer GAGGGTATCTCTGCCACAGC, avec un
produit spécifique de 677 Pb, une température de fusion : directe 60.11°c, inverse 59.89°c,
une teneur en GC est de 55% pour 'amorce sens et 60% pour I'amorce anti-sens. La

longueur pour les deux amorces est de 20 nucléotides.

Conclusion : le choix d'une bonne paire d'amorces pour amplifier le gene LL-37 par PCR
(Polymérase Chain Réaction) constitue une étape primordiale dans la réussite de cette

technique et dans I'étude du role de ce géne dans l'immunité anti infectieuse.

Mots clés : P. aeruginosa, macrophage, LL-37, amorces



ABSTRACT

Introduction: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is a Gram-negative bacterium,
pathogenic, responsible for serious infections in immunocompromised people. The
macrophage is a cell of the first line defense innate immunity who eliminate P. aeruginosa by
several mechanisms. It can produce anti-microbial peptides, having a bactericidal action, like
cathelicidins encoded by the gene LL-37.

Objective: Design primers of the LL-37 gene expressed by the macrophage in order to study

his role during P. aeruginosa infections.

Material and methods: In order to design specific primers for the gene LL-37, we used
several tools: the database « www.ensemble.org », to find specific sequences of the gene
LL-37 and the Primer-blast tool provided by the NCBI to design primers. The results are

confirmed by in silico PCR.

Results: The use of the Primer-BLAST tool of the site « www nchi.nih.gov », allowed to
obtain a specific primer for the gene LL-37, namely: Forward primer
GCACCCCTGGCTATGACAAT, Reverse primer GAGGGTATCTCTGCCACAGC, with a
specific product of 677 Pb, a melting temperature: direct 60.11°c, reverse 59.89°c, a GC
content is 55% for forward primer and 60% for reverse primer. The length for both primers is
20 nucleotides.

Conclusion: the choice of a good pair of primers to amplify the LL-37 gene by PCR
(Polymérase Chain Réaction) is an essential step in the success of this technique and in the

study of the role of this gene in anti-infective immunity.

Keywords: P. aeruginosa, macrophage, LL-37, primers.
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est un pathogene opportuniste connu pour sa
résistance aux agents antimicrobiens, a la réponse immunitaire et une adaptation rapide aux
conditions environnementales changeantes (Wilson & Pandey, 2023). Cette bactérie cause

des problémes majors de santé chez les immunodéprimés avec une morbi-mortalité élevée.

Les macrophages, cellules immunitaires innées, constituent I'une des premiéres lignes de
défense de 'immunité innée face aux infections (Khan et al., 2019). Les macrophages ont
plusieurs processus qui permettent la destruction des pathogénes et I'élimination des
infections. Parmi ces processus, on note la capacité de ces cellules a produire des
médiateurs de I'inflammation et des chimiokines et des cytokines (Orecchioni et al., 2019), la
phagocytose et la sécrétion de plusieurs type d’agents antimicrobiens comme les peptides
antimicrobiens (Xu et al., 2017).

Parmi ces peptides, le LL-37 est I'unique membre connu de la famille des cathélicidines
exprimés chez I'homme. Il s’agit d’'une molécule multifonctionnelle de défense de I'hoéte,
nécessaire aux réponses immunitaires normales aux maladies infectieuses et aux lésions
tissulaires. Il a également une activité efficace contre diverses souches bactériennes,
notamment P. aeruginosa (Bucki et al., 2010). Ce peptide est codé par le géne LL-37
localisé sur le chromosome 3 et composé de 4 exons dont I'étude de son expression

permettrait d’offrir de nouvelles pistes de traitement des infections.

La réaction en chaine de la polymérase (PCR, polymerase chain reaction) est une méthode
d'amplification d'un brin d’ADN spécifique a partir d’'un échantillon complexe. Cette technique
nécessite une enzyme, I'ADN polymérase qui synthétise le brin complémentaire en ajoutant
des nucléotides et en utilisant des amorces. La conception de bonnes amorces constitue une

étape primordiale pour réussir cette technique.

Dans ce cadre, l'objectif de ce travail est de concevoir des amorces spécifigues au gene
LL37 exprimé par le macrophage afin d’étudier son implication au cours des infections par P.

aeruginosa.
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Chapitre 1. Revue de la littérature
1.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie a Gram négatif en forme de
batonnets qui se développe dans de nombreuses différentes niches environnementales, y
compris le sol, I'eau, les plantes, les animaux, les insectes et les invertébrés (Didelot et al.,
2016)(Sadikot et al., 2005).

L’organisation mondiale de la santé en 2017, a publié une liste de pathogénes prioritaires,
présentant 12 familles bactériennes qui constituent une menace imminente pour la santé
humaine en raison de leur résistance aux agents antimicrobiens. P. aeruginosa était parmi

les trois principaux micro-organismes (Reig et al., 2022).

P. aeruginosa a un génome "plastique”, qui a une taille moyenne qui varie entre 5,5 et 7 Mb.
Cela se traduit par une capacité métabolique extrémement flexible et une aptitude a la
production de métabolites secondaires et de polyméres en utilisant différentes substances
carbonées. Cette plasticité métabolique permet au P. aeruginosa d’avoir une propriété
opportuniste et d’infecter 'lhomme avec un systéme immunitaire compromis et qui a subi un

traumatisme (Mielko et al., 2019).

P. aeruginosa posséde plusieurs d’autres propriétés uniques, telles que la formation de
biofilm, I'expression de plusieurs facteurs de virulence et sa multi-résistance aux
antibiotiques (Oliver et al., 2015).

1.1.1. Caractéristiques

P. aeruginosa est un bacille a Gram-négatif, non sporulant, aérobie et non fermentant
(Wilson & Pandey, 2023). Cette bactérie peut utiliser le nitrate comme un accepteur
d'électrons. Sa température de croissance est comprise entre 30°c et 37°c (Schertzer et al.,
2010). P. aeruginosa posséde de nombreux plasmides et un seul chromosome circulaire.
Son génome séquencé en 2000 chez la souche PAO1 a une taille de 6.3 Mbp (Kung et al.,
2010).

1.1.2. Facteur de pathogénicité de P. aeruginosa
1.1.2.1. Facteurs de virulence associés a la bactérie
1.1.2.1.1. Pili

Les pili sont des longues structures filamenteuses situées sur les surfaces des bactéries a

Gram négatif. lls sont formés grace a I'empilement de monoméres de piline. PilA contient

2
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des centaines de sous-unités dans un filament hélicoidal capable de s'assembler et de se

désassembler rapidement (Leighton et al., 2015).
1.1.2.1.2. Flagelle

P. aeruginosa possede un seul flagelle qui permet la motilité et peut servir de médiateur pour

les interactions initiales avec la surface (Driscoll et al., 2007).
1.1.2.1.3. Lipopolysacharide

Le lipopolysacharide (LPS) est un glycolipide complexe et un facteur de virulence important
pour P. aeruginosa. C’est le principal composant du feuillet externe de la membrane externe
des bactéries a Gram-négatif. Il est considéré comme une barriére physique qui protége la

bactérie des défenses de I'hote (Farhana & Khan, 2023).

Le LPS contient deux domaines distincts : le lipide A et noyau l'oligosaccharide avec une
chaine polysacharide-O (Figurel.1) (Huszczynski et al., 2019). Lors d’infections causées par
P. aeruginosa, I'antigéne O-spécifique a longue chaine est un élément essentiel de la

résistance bactérienne (Kintz & Goldberg, 2008).
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Figure 1.1. Structure du LPS (Huszczynski et al.,, 2019). P : groupe phosphate, gin :
glucosamine, gal : galactose, rha : rhamnose, abe : abéquose, man : mannose.
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Le LPS est présent a la surface des cellules bactériennes sous la forme d’un mélange

hétérogéne de structures apparentées. Une grande partie de cette hétérogénéité est due a

des variations de la fraction A du lipide. Plusieurs études ont été réalisées pour caractériser

les étapes de biosynthese du lipide A chez P. aeruginosa (Figure 1.2). La squelette du lipide

A de P. aeruginosa est constituée de diglucosamine doublement phosphoryle (phosphate 14-
b-D-GIcNII-(1i6)-a-D-GIcNI-1 phosphate) (King et al., 2009).
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Figure 1.2. Structure chimique du lipide A de P. aeruginosa (King et al., 2009).

1.1.2.1.4. Biofilm

La formation de biofilm par P. aeruginosa permet de rendre les antibiotiques inefficaces sur

de nombreux environnements et de favoriser ainsi les infections chroniques. La formation du

biofilm par P. aeruginosa se fait en cing principales étapes (Figure 1.3) :

(i)

(ii)

(iif)

(iv)

(v)

Le processus débute par I'adhésion réversible des bactéries planctoniques a une
surface propice a leur croissance,

Les bactéries sont ensuite attachées de maniere irréversible, sous forme des
microcolonies dans une matrice d’exopolyssacharides (EPS),

Les microcolonies bactériennes progressivement s’étendent leurs confluences et
aboutissent a un phénotype structuré avec un espace sans colonisation,

Ensuite, les espaces non colonisés sont remplis de bactéries qui recouvrent finalement
toute la surface. Pendant ce temps, la croissance des communautés tridimensionnelles
est observées,

Finalement, les bactéries se dispersent a partir de la structure sessile et rentrent a
I'état planctonique pour se propager et coloniser d’autres surfaces (Rasamiravaka et
al., 2015).
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Figure.1.3. Les étapes de la formation biofilm de P. aeruginosa (Thi et al., 2020).
1.1.2.2. Facteurs sécrétés
1.1.2.2.1. Exotoxine A

L'exotoxine A de P. aeruginosa est une molécule hautement spécifique et toxique (Wedekind
et al., 2001). Cette protéine possede une activité enzymatique et appartient a la famille des
mono-ADP-ribosyltransférases (Michalska & Wolf, 2015).

1.1.2.2.2. Pyoverdine

P. aeruginosa produit un sidérophore important, la Pyoverdine, qui est important pour la
virulence bactérienne et le développement de biofilms (Peek et al., 2012). Les chaines
peptidiqgues des pyoverdines contiennent entre 6 et 12 acides aminées (Cornelis &

Dingemans, 2013).
1.1.2.2.3. Pyocyanine

Un métabolite secondaire bleu redox-actif c'est La pyocyanine (PCN) fabriqué par P.
aeruginosa. La PCN est récupéré en grandes quantités dans les expectorations des patients

atteints de mucoviscidose et infectés par P. aeruginosa (Lau et al., 2004).

Il permet Une augmentation de la sécrétion d'interleukine-8 (IL-8) donc Il accroit le stress
oxydant (Ortiz-Castro et al., 2014).
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1.1.2.2.4. Phospholipase

P. aeruginosa exprime une ou plusieurs phospholipases C (PLC) extracellulaires
homologues, sécrétées a travers la membrane interne. Cette enzyme a une activité
hémolytique ( PIcN et PIcH) (Barker et al., 2004).

1.1.2.2.5. Exoenzymes S, T,UetY

P. aeruginosa utilise un systeme de sécrétion spécialisé de type 3 qui libére des toxines

directement dans le cytoplasme des cellules hétes (Vance et al., 2005).

L’exoenzymes Y(ExoY) posséde une activit¢ adénylyl cyclase qui dépend de son
association avec un cofacteur de la cellule héte, et aboutit a 'augmentation de la

concentration de 'AMPc (Adenosine 3’, 5> monophosphate cyclique) (Morrow et al., 2016).

L’ExoU est une phospholipase hautement cytotoxique (Morrow et al., 2016). La protéine
adaptatrice CrK assure la médiation de I'apoptose induite par 'ExoT. L’activité de 'ExoT
/ADPRT, en ADP-ribosylant Crk, transforme cette protéine cellulaire inoffensive en une
cytotoxine qui provoque une anoikis atypique en interférant avec la signalisation de survie

médiée par l'intégrine (Wood et al., 2015).

L’ExoS et ExoT sont a 75% identiques au niveau des acides aminés. Elles possedent une
protéine activant la GTPase (GAP) et une activité ADP ribosyl transférase (ADPRT). De plus,
elles ont affecté de maniere similaire la voie Lim Kinase-cofiline, favorisant ainsi la
séparation des filaments d’actine. L’activation de la cofiline a été également observée dans

un modéle murin de pneumonie aigue induite par P. aeruginosa (Huber et al., 2014).
1.1.2.2.6. Protéases

P. aeruginosa peut produire deux principales protéases qui sont la protéase IV et la protéase
alcaline. L’expression de la protéase IV au cours des infections oculaires contribue de
maniére significative aux dommages tissulaires. La protéase IV est une endoprotéase
spécifigue de la lysine et un facteur de virulence important pour la pathogenese de P.
aeruginosa dans I'ceil et le poumon. La protéase IV mature dégrade d'importantes protéines
immunologiques de I'hbte, telles que le complément et les IgG et elle compromet l'intégrité
des protéines structurelles telles que I'élastine. Elle provoque également des lésions
tissulaires, facilite l'infection bactérienne et dégrade les protéines de liaison au fer (la

lactoferrine et la transferrine) (Conibear et al., 2012).

Protéase alcaline (AprA) permet d’inhiber I'opsonisation des bactéries par le C3b et la

formation de I'agent chimiotactique C5a. Elle bloque également le dépbét de C3b par les
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voies classiques et lectines, alors la voie alternative n'a pas été affectée. Les essais de
dégradation du sérum ont révélé que L’AprA dégrade a la fois les protéines Cl et C2
humaines. Cependant, les essais de réplétion ont démontré que le mécanisme d’action de
l'inhibition du complément est le clivage du C2. Enfin, 'AprA de P. aeruginosa interfere avec
I'activation du complément par la voie classique et la voie des lectines via le clivage de C2
(Laarman et al., 2012).

1.2.4. Epidémiologique

P. aeruginosa cause des infections nosocomiales, représentant 11 a 13,8 % de toutes les
infections lorsqu'un isolat microbiologique est identifiable. Dans les unités de soins intensifs
(USI), P. aeruginosa est généralement responsable d'un pourcentage plus élevé, avec des
taux de 13,2 a 22,6 % rapportés (Angeletti et al., 2018).

De nombreuses études ont identifié P. aeruginosa comme un pathogéne important chez les
brilés. La surveillance microbiologique a montré qu’une fréquence de la colonisation des
plaies par P. aeruginosa augmente de maniere significative au cours de la premiére semaine
d'hospitalisation. P. aeruginosa est souvent identifi€ comme l'isolat infectieux le plus fréquent
dans les unités de soins représentant environ 9 % des infections urinaires dans I'ensemble
de I'hépital et jusqu'a 16,3 % des infections urinaires chez les patients des unités de soins
intensifs. Cette bactérie est souvent responsable d'infections urinaires nosocomiales chez
les patients porteurs de sondes urinaires. D’autre part, elle a été identifiée comme la cause
la plus fréquente de bronchopneumonie bactérienne, représentant 16 cas sur 98. Lorsque
les transplantés pulmonaires développent une bronchiolite oblitérant, P. aeruginosa devient

une cause importante de pneumonie tardive (Driscoll et al., 2007).
1.2.5. Résistance de P. aeruginosa

P. aeruginosa est intrinséquement résistante a de nombreux agents antibactériens, y
compris de nombreuses B-lactamines, les macrolides, les tétracyclines, les Co-trimoxazoles,
et la plupart des fluoroquinolones (Lee et al., 2010). Par contre, elle sont sensibles aux
carboxypénicillines (ticarcilline), aux uréi-dopénicillines (pipéracilline), aux combinaisons B-
lactamines /B-lactamases (pipéracilline /acide clavulanique), aux céphalosporines de
quatrieme génération et a certaines céphalosporines de troisieme génération (céfépime), les
aminosides (tobramycine), les monobac-tams (aztréonam), certaines fluoroquinolones
(ciprofloxacine), les carbapénémes ( cilastatine,méropénéme) et les polymyxines(colistine)
(Bialvaei & Samadi Kafil, 2015).

Suite a une exposition antérieure aux antituberculeux, P. aeruginosa peux développer une

résistance a plusieurs classes d’antibiotiques. Le risque d’émergence d’une résistance a la
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suite d’'une exposition antibactérienne varie selon le médicament utilisé, mais il a été

particulierement associé a la ciprofloxacine et a I'imipenéme (El Kary et al., 2016).

La résistance aux fluoroquinolones est due a un effet d’efflux actif et a des mutations dans
les cibles de I'antibiotique (principalement 'ADN gyrase). De plus, la résistance aux
carbapénémes est principalement liée a une diminution de I'expression de I'OprDporine.
Enfin, les pompes defflux et les B-lactamases jouent souvent des rbles secondaires
importants, en particulier dans la médiation de la résistance au mérpénem (Driscoll et al.,
2007).

1.2. Macrophage

Le macrophage a été découvert pour la premiére fois a la fin du 19™ siécle par Elie
Metchnikoff en 1882. Il a été aussi le premier a décrire un processus d’ingestion des cellules
par le macrophage, appelée phagocytose (Epelman et al., 2014). Le macrophage est cellule
multifonctionnelle du systéme immunitaire innée qui joue un réle important dans I'élimination

des infections et ’'homéostasie tissulaire (Verschoor et al., 2012).
1.2.2. Origine

L'origine des macrophages tissulaires résidents sont en fait établis au cours du
développement embryonnaire et persistent a I'age adulte indépendamment de l'apport de

monocytes sanguins a I'état d'équilibre (Epelman et al., 2014).

Trois sources principales peuvent étre a l'origine des macrophages tissulaires : (i) Le sac
vitellin qui se trouve dans l'embryon en tant que source de cellules progénitrices par
hématopoiése primitive, (i) Le foie foetal ou I'hématopoiése a lieu s'est déplacée du sac
vitellin (Sreejit et al., 2020), le premier et le deuxiéme cas se produisent durant la période de
développement de I'embryon (Wynn et al., 2013). Des capacités d'auto-renouvellement sont
présentes dans ces macrophages (Orecchioni et al., 2019). Et enfin (iii) la moelle osseuse
qui devient le centre hématopoiétique induit chez adultes et les embryons tardifs. Dans ce
dernier, les monocytes dérivés de progéniteurs hématopoiétiques de la moelle osseuse sont
libérés dans la circulation sanguine et recrutés vers divers tissus du corps (Parisi et al.,
2018).

Le terme macrophages englobe un groupe important et hétérogéne de phagocytes résidants
dans les tissus. Les macrophages au niveau du cerveau (systéme nerveux central (SNC))
sont appelées microglie, dans le foie : les cellules de Kupffer, dans la peau : les cellules de
Langerhans, dans 'os : les ostéoclastes, dans les poumons : les macrophages alvéolaires et

dans la rate et tissu conjonctif : les histiocytes (Gordon et al., 2014).
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Les macrophages dérivés des monocytes contribuent principalement a la défense de I'hote,
alors que les macrophages résidents favorisent 'hnoméostasie tissulaire. Par ailleurs, il a été
observé que les macrophages embryonnaires et adultes coexistent dans différents organes
(Figure 1.4) (Nelson et al., 2020).
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Figure 1.4. Origine des macrophages (Hettinger et al., 2013).
1.2.3. Morphologie

Les monocytes sont des cellules de 12 a 15 ym tandis que les macrophages mesurent entre
25 et 50 pum. Les deux types de cellules ont un noyau rond, ou avoir la forme d’un rein. Le
cytoplasme des macrophages est riche en particules azurophiles et vacuoles de différentes
tailles. Ce sont des cellules qui possédent de nombreuses mitochondries et plusieurs
lysosomes situés preés de la membrane plasmique qui peuvent avoir une liaison avec les
phagosomes. Le cytosquelette des macrophages composées de microtubules et de
microfilaments d’actine est bien développé et permet son mouvement ainsi que la formation

du pseudopodes lors de la phagocytose (Sivridis et al., 2002).

1.2.4. Polarisation des macrophages
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La polarisation a été utilisée pour la premiére fois en 1986 par Mosmann pour décrire deux
populations des lymphocytes T helper. Deux principales sous-populations lymphocytaires,
sont classé selon I'environnement cytokinique en cellules T helper de type 1 (Thl) et de type

2 (Th2) en fonction de stimulus rencontré (Mantovani et al., 2004).

Les macrophages sont une population de cellules trés hétérogénes. En répondant a des
stimuli externes, et sont polarisés vers le phénotype M1 et M2 (Figure 1.5) (Feito et al.,
2019).

Les macrophages M1, ont été induits par les cytokines pro-inflammatoires telles que
l'interféron-gamma (IFN-y) et les composants bactériens comme le LPS. Ce qui signifie qu'ils
répondent aux infections bactériennes a travers une régulation positive des géenes codants
les chemiokines comme CCL2 et CCL5 (chemokine (C-C motif) ligand) et les cytokines
comme l'IL-6, I'lL-12, 'IL-1B. lls peuvent aussi produisent de I'oxyde nitrique (NO) a partir de
l'activation de iINOS (inductible nitric oxide synthase) (Ruytinx et al., 2018).

L’IL-4 et PIL-13 induit les macrophages M2 par un une activation alternative. Ces
macrophages produisent des chimiokines telles que CCL1, CCL13, CCL18, CCL22 et
CCL24 et des niveaux élevés de cytokines anti-inflammatoires comme I'IL-10, le facteur de
croissance tumorale TGF-B (transforming growth factor —B) (Atri et al., 2018). Ce phénotype

joue un role antiinflammatoire et est impliqué dans la réparation tissulaire et la cicatrisation.
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Figure 1.5. marqueurs et sous populations de macrophages (Pérez & Rius-Pérez, 2022).
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Les macrophages M2 peuvent étre divisés en trois sous classes : M2a, M2b et M2c. Les
M2a sont stimuli par I'lL-4 et I'lL-13 et ils sécretent des facteurs pro-fibrotiques tels que la
fibronectine, le facteur de croissance insulin-like (IGF) et le facteur de croissance
transformateur B (TGF-B). Les M2b sont activés par 'activation des complexes immunitaires
et les M2c par I'lL10 (Yao et al., 2019).

1.2.5. Rdles dans les réponses innées
1.2.5.1. Production d’agents microbicides
1.2.5.1.1. Métabolites de I'oxygéne

la NADPH (nicotinamide-adenine-dinucleotide phosphate) oxydase produisent des
métabolites de I'oxygéne qui est impliquée dans la formation du seperoxyde (02-) (Chuong
Nguyen et al., 2015).

Le radical hydroxyle (OH) et Le peroxyde d’hydrogéne (H.O;) des oxydants extrémement
puissants sécrétés dans les phagosomes et impliqués dans la dégradation des agents
pathogénes. L’'H.O, permet également d’induire la production de NO en augmentant
I'expression de I'INOS par le LPS (Prolo et al., 2014).

1.2.5.1.2. Monoxyde d’azote

Oxyde nitrique ou, Le NO est une molécule de signalisation générée a partir de I'acide aminé
I'arginine par 'enzyme iINOS exprimée par les macrophages (Soufli et al., 2016). L’INOS, un
médiateur clé des réponses immunitaires et de l'inflammation, synthétise le NO en deux
étapes catalytiques. L’arginine est d’abord hydroxylée par I'oxygéne (O.) et du NADPH en
Nw-hydroxy-L-arginine, puis ce dernier est oxydée en L-citrulline, H.O et NO (Figure 1.6)
(Szulc-Kielbik et al., 2019). Il est responsable des réponses immunitaires antimicrobiennes et
tumoricides et impliqué dans des fonctions de régulation et la protection cellulaire (Jaffrey &
Snyder, 1995).
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Figure 1.6. Biosynthése de NO (Bosca et al., 2005).
1.2.5.1.3. Enzymes lysosomales

Au cours de la phagocytose, les macrophages produisent certaines enzymes qui digérent les
particules ingérées. Ces enzymes, contenues dans les lysosomes comprennent des
hydrolases acides et des protéases neutres (Lackman et al., 2007). Les macrophages
sécrétent également des peptides tels que les cathélicidines, et régulent les réponses
immunitaires adaptatives en augmentent la production d’anticorps de type IgG exercent une

activité antibactérienne directe (Hakala et al., 2003).
1.2.5.1.4. Métabolites de pyruvate et cycle de Krebs

L’activation des macrophages par le LPS entraine une augmentation de la production de
lactate et une production accrue de produits intermédiaires du cycle de Krebs tels que le
succinate, le malate ou le citrate. Le pyruvate formé lors de la glycolyse est dicarbonylé en
acétyle coA par le pyruvate déshydrogénase, qui constitue le point de départ de cycle de
Krebs. Le cycle de Krebs produit directement une seule molécule d’ATP (Diskin & Palsson-
McDermott, 2018).

1.2.6. Phagocytoses

Les macrophages pour éliminer les microbes, les cellules sénescentes et tumorales et les
débris par un mécanisme appelé phagocytose. Il s’agit d'un mécanisme essentiel pour
'homéostasie tissulaire et les défenses anti-infectieuses. Ce processus débute par la
reconnaissance la liaison du récepteur de surface du phagocyte a un antigene (Hirayama et
al.,, 2017). Les macrophages expriment un nombre restreint de récepteurs phagocytaires,
PRR (Pattern recognition receptor) qui reconnaissent des motifs conservés sur les agents
pathogenes appelés PRR (Moretti & Blander, 2014).
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Le processus de phagocytose se déroule en 4 étapes (Martinet et al., 2009). D’abord, Le
macrophage, grace a ces récepteur PRR, reconnait les PAMPs de la bactérie et y adhére.
Ensuite, des extensions de la membrane cytoplasmique forment des pseudopodes et
entoure la bactérie. Une fois la bactérie est a l'intérieur d’'un phagosome, les macrophages
sécrétent les enzymes digestives qui permettent la digestion de la bactérie. Et enfin, les
résidus issus de la digestion de la bactérie sont rejetés a I'extérieur de la cellule par

exocytose (Maxfield et al., 2020).
1.2.8. Réle du macrophage dans I’élimination de P. aeruginosa

P. aeruginosa peut induire une réponse autophagique chez les macrophages. En plus de
linduction de cytokines inflammatoires et de l'autophagie, l'infection conduit également a
'assemblage d’un complexe intracellulaire appelé inflammasome, qui est un grand complexe
composé de plusieurs molécules, dont un certain type de récepteurs de type NLR (NOD like
Receptors) appartenant a I'une ou l'autre des familles NLR (par exemple, NLRP1, NLRP3 ou
IPAF). L'inflammasome NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3) a été
activé lors d'une infection a P. aeruginsa. Plus important encore, sa disparition a réduit la
sécrétion d'IL-1B/IL-18 et a diminué l'autophagie, ce qui a altéré I'élimination de P. aeruginsa
dans les macrophages. Dans l'ensemble, linflammasome NLRP3 peut jouer un réle
important dans la modulation de l'autophagie et de la clairance bactérienne dans les
macrophages, ce qui pourrait permettre de mieux comprendre la relation héte-pathogéne au

cours de l'infection (Deng et al., 2016).

Processus apoptotique P. aeruginosa. Nos résultats montrent que face a ce pathogéne, les
macrophages répondent par une réponse pro-inflammatoire et une action microbicide pour
détruire I'agent infectieux. Cependant, dans le méme temps, l'augmentation d'une réponse
pro-inflammatoire suite au traitement bactérien favorise la clairance des cellules
apoptotiques par ces macrophages et contribue a la résolution de linflammation locale
(Jager et al., 2021).

1.3. Cathélicidines
1.3.1. Généralités

Il existe chez 'homme deux catégories principales de peptide antimicrobiens (PAM) de
'hote, les défensines et les cathélicidines. Les cathélicidines sont une famille des PAM
cationiques qui jouent un réle dans l'inflammation et la réparation des tissus, affectent la
composition du microbiote intestinal et présentent des propriétés protectrices contre la colite
induite chez la souris (Ridyard & Overhage, 2021). Les cathélicidines se caractérisent par un

domaine N-terminal hautement de type cathéline conservé composé d'environ 100 résidus
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d'acides aminés et d'une zone peptidigue antimicrobienne a son extrémité C-terminale
(Figure 1.7) (Durr et al., 2006).
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Figure 1.7. Structure des cathélicidines (Durr et al., 2006). (A) présentation schématique du géne
de la cathélicidine et du pro-peptide. De plus, des couleurs équivalentes aux régions pro-peptidiques montrent
que l'exon code pour cette région est spécifique. (B) présentation de diagramme pour la structure secondaire de
la cathélicidine, y compris la feuille b, I'hélice a, I'nélice étendue et la structure en boucle.

Chez I'hnomme, le seul peptide découvert de cette famille est LL-37. C’est un peptide
cationique codé par le gene CAMP, est produit par de nombreux types de cellules, telles que
les cellules épithéliales de surface et glandulaires, des cellules lymphocytaires, des cellules
neutrophiles et des cellules macrophages résidant dans les voies respiratoires (Bals &
Wilson, 2003). Le LL37 est également connu par sa possibilité de ['utiliser en tant
gu’alternative aux l'antibiotiques pour les infections bactériennes. Il peut modifier et stimuler
les réponses immunitaires en permettant le recrutement de cellules immunitaires et en
stimulent la réponse inflammatoire (Ahmed et al., 2019). De plus, il a été montré que ce
peptide peut éliminer plusieurs infections virales par des virus sensibles, enveloppés et non
enveloppés (Bals & Wilson, 2003). Il posséde une activité étendue contre les bactéries a
Gram négatives, a Gram positives, ainsi contre les champignons (Ridyard & Overhage,
2021).

1.3.2. Classification

Selon les séquences d'acides aminés, les cathélicidines matures peuvent étre classées en

trois groupes :

- Groupe | - peptides linéaires, a-hélicoidaux, par exemple LL-37/hCAP-18 de I'hnomme.
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- Groupe Il - peptides avec un nombre pair de cystéines reliées par des ponts disulfures,
par exemple les protégrines peptides de la cathélicidine porcine.
- Groupe lll - peptides présentant une proportion anormalement élevée d'une ou de deux

cystéines, par exemple PR-39 provenant de leucocytes porcins (Bals & Wilson, 2003).

1.3.3. Géne LL37.

Les auteurs ont utilisé la technique de I'hybridation fluorescente in situ et 'ADN hybride
appliqué a des cellules somatiques de hamsters. Au cours de cette période, le géne situé sur
le chromosome 3 est organisé en 4 exons (Daprés NCBI), & un emplacement de 3g21.31.
(Figure 1.8) (Moreno-Angarita et al., 2020). Ce géne est un peptide c-terminal libéré a partir
de la protéine cathélicidine humaine de 18 kDa (Nagaoka et al., 2006).
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Figure 1.8. Localisation du géne LL37 sur le chromosome 3 humain (D’aprés NCBI).

1.3.4. Roles du LL-37

Le peptide LL-37 a un role essentiel dans la réponse précoce de I'héte face aux pathogénes,
grace a son activité antibactérienne a large spectre (Kusaka et al., 2017). Il s’agit est une
molécule multifonctionnelle de défense de I'h6te est un puissant tueur de divers micro-
organismes. Il a la capacité de prévenir les effets immunostimulants des molécules de la
paroi bactérienne notamment le LPS et peut donc protéger contre I'endotoxémie létale (Bucki
et al, 2010). Le LL-37 élimine la pyroptose provoquée par le LPS/ATP chez les
macrophages en neutralisant les actions du LPS sur CD14/TLR4 et en empéchant la
réponse P2X7 (purinergic recepteur) a I'ATP in vitro (Hu et al., 2016).

Le LL-37 présente une activité puissante contre différentes bactéries, y compris P.
aeruginosa. Il peut inhiber la production de biofims de la bactérie P. aeruginosa en
diminuant la fixation des cellules bactériennes (Bucki et al., 2010).

Le LL-37 peut également stimuler la production de chimiokines, en particulier I'lL-8 par les

cellules myéloides et épithéliales. Il augmente le niveau d'’ARNm (acide ribonucléique
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messager) de TLR4 et de la protéine TLR4 et induit la libération d'IL-4, d'IL-5 et d'IL-1b par

les mastocytes au niveau de la peau (Bucki et al., 2010).
1.4. PCR (Polymérase Chain Réaction)
1.4.1. Définition

La techniqgue PCR (Polymérase chain Réaction) a été inventée dans les années 1980 par
Kary Mullis, qui a obtenu le prix Nobel en 1994 (Valones et al., 2009). La PCR peut étre
pratiquée a l‘aide d'ADN (acide désoxyribonucléigue) source d'une variété de tissus et
d'organismes y compris le sang périphérique, la peau, les cheveux, la salive et les microbes
(Garibyan & Avashia, 2013). Une méthode excellente permet de détecter les agents

pathogénes plus rapidement, surtout ceux difficiles a cultiver (Stanék, 2013).
1.4.2. Composants de la PCR
La méthode PCR est basée sur :

- L'ADN matrice est la séquence cible a amplifier et sa longueur varie de 100 a 1000
paires de bases ;

- La Taq Polymérase (Taq Pol) est utilisée pour lier les différents nucléotides : dGTP,
dATP, dCTP pour la synthése du brin complémentaire.

- Paires d'amorces comprenant des amorces sens et anti-sens, d'une longueur de 16 a 20

paires de bases (Maheaswari et al., 2016).
1.4.3. Les étapes de la PCR

La PCR est une technique qui consiste a répéter des cycles de 3 étapes consécutives qui

nécessitent des conditions de températures distinctes (Ishmael & Stellato, 2008).

Les thermocycleurs PCR chauffent et rafraichissent, rapidement, le mélange de réaction,
permettant la dénaturation induite (la séparation de I'ADN doubles brins en deux brins). Une

réaction typique commence par une dénaturation d'une minute a 94 °C) (Lorenz, 2012).

un recuit primaire a une température comprise entre 50 et 58 °C, quand la paire d'amorces
est mélangée a I'ADN cible dénaturé, I'amorce directe s'hybride a un site particulier a une
extrémité opposée de l'autre brin cible, et 'amorce inverse s'hybride a un site particulier a

I'extrémité opposée de l'autre brin cible complémentaire (Valones et al., 2009) .

Prolongation de la séquence d'ADN amorcée : I'enzyme ADN polymérase permet de

synthétiser de nouveaux brins complémentaires en prolongeant les amorces jusqu'a 72. La
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Taq Pol est généralement utilisée en raison de sa capacité a fonctionner efficacement a des

températures élevées (Figure 1.9) (Lorenz, 2012).

En cas d'échec de la PCR, il peut en résulter de nombreux produits d'/ADN non spécifiques
de taille différente qui apparaissent sous la forme d'une échelle ou d'un étalement de bandes
sur les gels d'agarose (Wittmeier & Hummel, 2022).
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Figure 1.9. Réaction de polymértion en chaine (PCR) (Ishmael & Stellato, 2008). un cycle
de PCR se déroulen en Trois étapes : Dans la premiere étape, a 95°C, les deux brins d’ADN sont dénaturés et
séparés. Dans la deuxieme étape a 50° a 60°C, les deux amorces sens et anti sens s'hybrident a leurs
séqguences d'ADNsb complémentaires. Dans la troisieme étape, a 72°C, la polymérase Taq réalise une réaction
de polymérisation afin de générer un nouveau brin complémentaire d'ADN. Ces 3 étapes se répéetent 20 a 40 fois
afin d'amplifier le géne d'intérét.

1.4.4. Acteurs de la PCR

Chaque test PCR requiert la présence d'ADN matrice, d’amorces, de nucléotides et d'ADN
polymérase. Les nucléotides incluent les quatre bases: adénine, thymine, cytosine et
guanine (A, T, C, G) qui se situent dans I'ADN. Ces bases sont les éléments constitutifs de
I'ADN. L'ADN polymérase est I'enzyme principale qui relie les nucléotides individuels pour
former le produit de la PCR. Les amorces de la réaction spécifient le produit d'ADN exact a
amplifier. Les amorces sont de courts fragments d’ADN avec une séquence définie
complémentaire & I'ADN cible qui doit étre détecté et amplifié. Elles servent de point

d'extension a I'ADN polymérase (Garibyan & Avashia, 2013).
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Chapitre 1. Revue de la littérature

1.5. Problématique et objectifs
1.5.1. Problématique

Les macrophages sont des cellules mononuclées phagocytées et un composant clé du
systéme immunitaire. lls représentent la premiéere ligne de défense face aux agents
pathogénes et sont aussi impliqués dans I'élimination des infections bactériennes. Ces
cellules sécrétent plusieurs cytokines impliquées dans [linduction de la réaction
inflammatoire et également des substances antimicrobiennes, nommés peptides
antimicrobiens qui participent dans I'élimination des pathogénes. Parmi ces peptides, les
cathélicidines sont des antibiotiques a large spectre qui permettent de tuer les bactéries et
présenter des nouveaux agents thérapeutiques. L’étude de leur expression au niveau des

macrophages en cas d’infection par P. aeruginosa semblerai étre importante.
1.5.2. Objectif

L’objectif de ce travail consiste a concevoir des amorces spécifiques au géne LL37 exprimé

par les macrophages au cours de l'infection.
1.5.3. But

Le but est d’étudier I'implication du géne LL37 dans 'immunité anti-infectieuse.
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Chapitre 2. Matériel et méthodes

2.2. Conception des amorces pour le géne LL37

2.2.1. Recherche de la séquence du géne LL37

La Conception des amorces encadrant le géne LL37 débute par la recherche de la séquence
de référence du gene LL37, au sein d'une base de données de génomes. Dans notre travalil,
on a utilisé la base de données « Ensembl » a partir du site (www.ensembl.org) (Figure 2.1,
2.2,2.3, 2.4).

[ e Ensembl genome browser 108 % | =+ - o x

« O () hinpsy//www.ensembl.org/indeshtml A a7 ) Q@ = @ & - (b

Tocls | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog €] - Search all species. Q

Tools BioMart > BLAST/BLAT > Variant Effect Predictor >

BioMart and t

Ensembl Releasa 109 (Feb 2023)

Search
1
Human v |for
2 LL37 [ Go |
.9, BRCAZ or rat 5:62707383-63627669 or rs699 or coronary hear]

All genomes Favourite genomes # E bl Rapid Rel
= Soloct & spacies - - Human
Pl GRonsspd New assemblies with gene and protein annotation every
two weeks

11:48 AM

B O Taperici pour rechercher =} c e' ol u J* Pluie dans laprés-mici  ~ @ G w0 7 49 22/05/2023 ‘

Figure 2.1. La plateforme de base de données Ensembl. (1) Choisir I'espéce humaine et (2)
entré le nom du géne LL37, puis (3) appuyé sur le bouton GO pour obtenir les réponses.

[ & L137-Search - Homo_sapiens - X | =+ = a X

& E () https;//www.ensembl.org/Human/Search/Results?q=LL37;site=ensemblface Human Aas vy B Gl @ & - (b
Login/Register |

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog B - Search Human. Q
New Search
<l Spath T LL37 ()
Only searching Human 3 results match LL37 when restricted to | species Human 3¢
EMICLCRMGONY tu | CAMP (Human Gene
ENSG00000164047 3 482

description:
L PROTEIN, 18-KD
E ANTIBIOTIC, PR-39,

Standar Tal
You

appear

order to function. By using the site you are agreeing to this as outlined in our Privacy P

. = y ; . o 1149 AM
B8 O Taperici pour rechercher {={ ~| e " v ¥ Pluie dans lapres-midi = ~ © & ™ 7 9) 22/05/2023 L3

Figure 2.2. Résultats de larecherche du géne LL37. Cliquez sur le premier résultat de la recherche
en vérifiant le gene et qu’il correspond a I'espéce humaine.
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[ & Gene: CAMP (ENSGODOO0164047 X | =+ - o x
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Sequence

Second. Location Chromosome 3: 48,223,347-48,225 491 forward strand
& Comn Sequence
P s GRCh38:CM000B65.2

alignments

e About this gene This gene has 2 transcripts (splice variants) and 246 orthologues.
ainfloss tree
Transcripts N
Orthologues P Show transcript table
Paralogues
H Ontologies
GO: Biclogical process Summary @
GC lular component
GO: Molecular function Name CAMP & (HGNC Symbol)
MANE This gene contains MANE Select ENST00000652295, ENSP00 425

Variation
ant table UniProtkB This gene has proteins that carrespond to the following UniProtKB identifiers: P49913
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transcripts available they will be in the External references table
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Figure 2.3. Les caractéristiques du géne LL37. La base de données présente les diverses
fonctionnalités du géne LL37, ensuite cliquez sur <séquence< pour visualiser la séquence du gene.

La séquence du géene LL37 est indiquée dans la figure 2.4.

[ & Gene: CAMP (ENSGOD000164047 X | = = a

(3 https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?db=core;g=ENSG00000164047;r=3:48223347-4822.. A a& g 2 o = @ :

Exons CAMPexons All exons in this region
ctural variants

Gene expression Markup  loaded

Pathway
I~ Molecular interactions
| Regulation
|- External references
Supporting evidence
= ID History
Gene history

Q Configure this page
AN Custom tracks
th Download sequence
GTCCTGTGAAGCAATAGCCAGGGGCTAAAGCAAACCCCAGCCCACACCCTGGCAGGCAGT
cl TTTTGCAT
« Share this page = ]
[+ Bookmark this page T TGTGCTTCETGC GGT
CCTCTACCGCC c AGGCCC

GTGAGCTTCACAGTGARGGAGACAGTGTGCCCCAGGACGACACAGT

g & = 151 AM
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Figure 2.4. La séquence du gene LL37 selon « ensembl ». Les séquences codantes (4 exons)
sont représentées en rouge et les séquences non codantes (introns) sont représentées en noir.

Une séquence du gene incluant les introns et les exons a été copiée sur un fichier Word, on

a choisi la séquence incluant I'exon 1.
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TAGECETGAGCCACCGTGCCCTGCCTCATTCATCAATTCTTARTCGATGC CTACAGGETGCCAGGCART GCCTAGAGT
TEGAGATTTAGCAGTCCATCATACTGACTCCT GAGGAGTAGARGGATGTAGRATAGGCACCTGGCTCTCTTCCTCTCT
GETTGTCAGAGATGALGRR

GGAGGGATTTAACGCTCTTGAGCACCCCTEEGC TATGACARAT CTCCGETCAGETCTGEEA
RCCACTTCCTCATCTTGCACACRRGGRAGGCCTCACTCACT GCCCAGCAAGTCCTGTGAAGCAATAGCCAGGGGCTAA
AGCAAACCCCAGC CCACACCCTGGCAGGCAGC CAGGGATGGGTGGATCAGGAAGGCTCCTGGTTGGGCT TTTGCATCA)
GGCTCAGGCTGGGCATARAGGAGGCTCCTGTGGGCTAGAGGGAGGCAGACATGGGGACCATGAAGACCCARAAGGGATG
GCCACTCCCTGGGGCGGTGGTCACTGGTGCTCCTGCTGCTGGGLCTGGTGATGCCTCTGGCCATCATTGCCCAGGTCC
TCAGCTACARGGAAGCTGTGCTT CGTGCTATAGATGGCATCAACCAGCGGTCCTCGGATGCTAACCTCTACCGCCTCC
TGGACCTGGACCCCAGGCCCACGATGETGAGC TTTGEEEGACATTCTGCT CTGCTCTEGC TGEGCTTGECCACGTETT
GTTCCTTCTGCTCCTGCTECACT GCCTGCCAGGAGGGCATC TCCCCCTTTARATGTGETCCCEGTETTTT CCAGGGART
CTTCTAGAGCTCGTGTCTCCTCCCAGCTCGAGAGCTTCCTGCCTTATART TCCTGCTETGGCAGAGATACCCTCACCC
CGACCCCACGCAGGTTTTGGGACTTCTGCGAGCTCCAGECA NTAGRATGGEETCATTGGC TCTGEGGCAGTEACCTCCT

CTGCTTTRAGTC. ’

Figure 2.5. La séquence de I'exon 1 du géene LL37.

2.2.2. Outil Primer-Blast

Les étapes de conception des amorces du géne LL37 a partir de I'outil primer blast sont
présentées dans les figures ci-dessous (Figure 2.6, 2.7 et 2.8). Cet outil se trouve dans la
base de données (National Center for Biotechnology Information NCBI)

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

o \ €] Gene: CAMP (ENSG0000016404 X | e (2729 non lus) - nouariwafa@y: X ) All Resources - Site Guide - NCBI X | == - (u] X
G @) https://www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/al A as g 2 & = :' = ()
B An official website of the United States government know v -

National Center for Biotechnology Information

m National Library of Medicine

All Databases V||| w
3-cliquer
NCBI Home All Resources v
Sovourelal A2 All D Downloads Submissions Tools How To

Chemicals & Bioassa 2-cli q uer [|eses

Data & Software bly
DNA & RNA Adalal?ase providing information on the structure of assembled genomes, assembly names and other meta-data, statistical reports, and links to
genomic sequence data.
Domains & Structures
Genes & Expression BioCollections )
A curated set of metadata for culture collections, museums, herbaria and other natural history collections. The records display collection codes,
Genetics & Medicine information about the collections' home institutions, and links to relevant data at NCBI.

Genomes & Maps

BioProject (formerly Genome Project)

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

Homology

Proteins
Sequence Analysis BioSample
Taxonomy The BioSample database contains descriptions of biological source materials used in experimental assays.
R T i
B O Taperici pour rechercher g pa @ & i & 18°C Cielcowvert ~ O G m0 7 4 2P -1
i _L — e—— il i 22/05/2023

Figure 2.6. Plateforme de la base de données NCBI.
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| € Gene: CAMP (ENSG00000164041 X | Bl (2729 non lus) - nouariwafa@y: X | B) Al Resources - Site Guide - NCBI X | + - o X
&< O 3 https//www.ncbi.nlm.nih.gov/quide/all/ A a5 g B G = @ z.
NCBI Toolbox

A set of software and data exchange specifications used by NCBI to produce portable, modular software for molecular biology. The software in the
Toolbox is primarily designed to read records in Abstract Syntax Notation 1 (ASN.1) format, an International Standards Organization (ISO) data
representation format.

OSIRIS

A public domain quality assurance software package that facilitates the assessment of multiplex short tandem repeat (STR) DNA profiles based on

laboratory-specific protocols. OSIRIS evaluates the raw electrophoresis data using an ir ly derived matr { based sizing ithm. It

offers two new peak quality measures - fit level and sizing residual. It can be customized to accommodate laboratory-specific signatures such as
noise settings, ized naming conventions and additional internal laboratory controls.

Open Reading Frame Finder (ORF Finder)

Agraphical analysis tool that finds all open reading frames in a user's orina already in the Sixteen different genetic

codes can be used. The deduced amino acid sequence can be saved in various formats and searched against protein databases using BLAST.

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

Phenotype-Genolype Integrator (PheGenl)
Supports finding human phenotype/genotype relationships with queries by phenotype, chromosome location, gene, and SNP identifiers. Currently
includes information from dbGaP, the NHGRI GWAS Catalog, and GTeX. Displays results on the genome, on or in tables for .

Repérer le

Primer-BLAST
Pri m er‘B L A S-I- et > The Primer-BLAST tool uses Primer3 to design PCR primers to a sequence template. The potential products are then automatically analyzed with a
BLAST search against user specified databases, to check the specificity to the target intended.

cliguer dessus Prosplign
A utlllly for computing alignment of proteins to genomic nucleotide sequence. It is based on a variation of the Needleman Wunsch global alignment
and if accounts for introns and splice signals. Due to this algorithm, ProSplign is accurate in determining splice sites and tolerant to
sequencing errors.
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2.7. L’outil Primer-BLAST.

| ! Gene: CAMP (ENSGOD000164047 X | B (2729 non lus) - novariwafa@y: X [B) Primer designing tool x |+ = [u] x
&< G 3 https//www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ A as  vg ] T @ :' A
EE An official website of the United States government Here's how you know P

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information
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202 b
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AAG 4
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Pl d’intérét encadrer ici 6- écrire le nombre de

Use 7] A\

(5->3' on plus strand) 10 o caractéres (From) de la
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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 séquence), puis (3) supprimer les espaces entre les
lignes, ensuite (4, 5, 6,7) on détermine les amorces sens et anti sens (For Ward et Reverse

primers).
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Pour optimiser les résultats, quelques paramétres doivent étre pris en considération lors de la
Conception d'amorces (Figure 1.9).

[ | @ Gene: CAMP (ENSG0000016404. X | e (2729 non lus) - nouariwafa@y: X | ) Primer designing tool x | 4 — o
&« C () https//www.nebinlm.nih.gov/tools/primer-blast A a5 T a o= @ 3' b
YT e e et x
1000 10000 | @

Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template @ , .
Search mode Aomaiic v]e 1-Sélectionner cette case en
Dtsbase Refseq mRNA v& _ choisissant (Genoms for
Exclusion :G:"q mMRNA o fe .
efseq representative genomes
Organism Genomes for selected eukaryotic organisms (primary assembly only)  Sr Lk selected o rg anism S)
nr fents), taxon
Refseq RNA (refseq_rna)
Entrez query (optional) Custom
Primer specificity stringency Primer must have at least| 2 v |total to d targets,
atleast| 2 v |mismatches withinthe last| 5 v |bps atthe 3'end. @
Ignore targets that have| 6 v |or more mismatches to the primer. (2]
Max target amplicon size 14000 (%}
Allow splice variants Aliow primer to amplify mRNA splice variants (requires refseq mRNA sequence as PCR template input) @

m wrmn.mmunmawme

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

: - . 5 e 1221 PM
B O Taperici pour rechercher it a e " ﬂ Q- % 21°C Cielcowert ~ & G ™ 7 ¢ 22/05/2023 *
[im} | €/ Gene: CAMP (ENSG0000016404° X | W (2729 non lus) - nouariwafa@y: X~ [B) Primer designing tool x 4+ = o X
<
& © 3 https//www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast A ab g SOt @ z‘ b)
T ey -
[ 1000 10000 | @
Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Primer Pair Specificity Checking Parameters
Specificity check Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template (2]
Search mode Automatic v @
Database v @
Exclusion (7] Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) [ Exclude uncultured/en
- , .
Organism Homoisapiena | (Redorsanom) & 2- vérifier que c’est bien

Enter an organism name (o organism group name such as enterobacteriaceae, rodents), taxonomy|

I’espéce voulue.
Entrez query (optional) (2]

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

atleast| 2 v jmismatches within the last LS v bps at the 3'end. @
Ignore targets that have| 6 v ior more mismatches to the primer. (2]

Max target amplicon size 12000 [>)

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

I Get Primers I Show results In a new wlnq: Use new graphic view ©

3- cocher ce carré, pour qu’une nouvelle

4- cliquer

fenétre s’affichera contenant les résultats =

ur ) = 12:20 PM
= % 21°C Ciel couvert ~ O & m Z ) 22/05/2023

Figure 2.9. Primer Pair Specificity Checking Parameters. Défiler vers le bas de la page,
puis (1) vérifier 'espéce que c’est bien (Homo sapiens), ensuite (2) sélectionner la case ou
c’est écrit (RefSeq mRNA) et choisir (Genomes for selected organisms), puis (3) cocher la
case (Show results in a new window) afin que les résultats s'afficheront sur une nouvelle écran

et ensuite (4) cliquez sur (Get Primers) pour afficher les résultats.
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2.2.3. Confirmation des résultats : in silico PCR

La validation des résultats est la derniére étape de notre travail. Elle se fait en utilisant le
programme in silico PCR via le site http : genome.ucsc.edu. Ce programme permet de
spécifier la localisation de notre produit spécifique sur le chromosome (Figure 1.10).

UNIVERSITY OF CALIFORNIA .

SHNTH EH”Z Genomics jy 'Q‘z: G 3
Institute eng -

. ; Q Genomes Genome Browser e 2-0 l ! q uer Projects Help About Us

Blat

3- Cliquer sur

Table Browser

LiftOver

Gene Sorter

Variant Annotation
Integrator

Genome Graphs
® Genome Browser - Interactively vist May 04, 2023 - EVA SNP release 4 for 36 assemblies

Gene Interactions
m BLAT - Rapidly align sequences to tf Apr. 24, 2023 - New DGV Gold Standard track for hg38

Other Tools
m In-Silico PCR - Rapidly align PCR prmerpamsoregenorne" Apr. 14, 2023 - Problematic Regions for hg38 and a new public hub
m Table Browser - Download and filter data from the Genome Browser Apr. 10, 2023 - New Cross Tissue Nuclei track for hg3s

m LiftOver - Convert genome coordinates between assemblies
m RESTAPI - Returns data requested in JSON format

m Variant Annotation Integrator - Annotate genomic variants

Figure 2.10. Validation des résultats par la plateforme (UCSC génome browser). (1) aller
sur la plateforme (UCSC genome browser), ensuite (2) cliquer sur (Tools), puis sur (in silico
PCR).

Mar. 29, 2023 - Updated DGV tracks for hg19/hg38
Mar. 08, 2023 - TOGA Gene Predictien tracks for 41 assemblies
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Chapitre 3. Résultats
3.1. Résultats de la conception des amorces
3.1.1. Résultats du Primer-BLAST

Pour la conception de notre amorce spécifique du gene LL37, nous avons d'abord consulté le
site Ensembl afin d'obtenir I'intégrité du géne 1137. Dans cette étude, notre choix s'est porté
sur I'exon 1. Nous avons ensuite utilisé le logiciel Primer-BLAST sur la base de données NCBI.
Cela nous a permis d'obtenir 10 paires d'amorces spécifiques du géne LL37 dans I'exon 1.

Les résultats obtenus sont représentés dans la figure 3.1.

m | &! Gene: CAMP (ENSGODOOD X | (2729 non lus) - nouariw: X \ B Primer designing tool X B Primer-Blast results x B https/fwwwncbinimaib. x | 4 = [u] x
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Primer-BLAST Results @ ]

Input PCR template Icl|Query_1
Range 1-948
Specificity of primers Primers may not be specific to the Input PCR template as targets were found In selected database:Eukaryotic genomes
(Refs_re_q representative primary assembliy + mitochondrion + plastid ) (Organism limited to Homo sapiens)...help on
specific primers
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= —
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ici =i : e % 21°C Cielcouvert ~ D & ® Z 49
M P Taperici pour rechercher = (o] m |$ R 1% 22/05/2023 !

Figure 3.1. Les paires d’amorces. La page des résultats est affichée comme en haut, en rouge c'est la

séquence compléte et les fleches en bleu représentent les différentes amorces.

Parmi les 10 paires d’amorces, on a choisi la paire d’'amorces (1) car elle répond aux critéres

de bonnes amorces :

La température de fusion : directe 60.11°C, inverse 59.89°C.
- Longueur : directe 20 nucléotides, inverse 20 nucléotides.

- Teneur en GC : directe 55, inverse 60.

- Amorces spécifiques : moins de 1000 paires de base (677).

- Produit aspécifique : tous plus de 1000 paires de base.
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m | ! Gene: CAMP (ENSGOD000164047 X | B (2729 non lus) - nouariwafa@y: X | B Primer designing tool

& C 3 https//www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cg

Primer pair 1 I

ctg_time=1684754670&job_key=GxHFFx_DE.. A 8% g

X | B Primer-Blast results x  + = [u]

Sequence (5'->3") Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self ity Self 3'

Forward primer GCACCCCTGGCTATGACAAT Plus 20 178 197 60.11 5500 3.00 2.00

Reverse primer GAGGGTATCTCTGCCACAGC Minus 20 854 835 5£9.89 60.00 5.00 3.00

Product length 677

ducts on p ially unintended
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Figure 3.3. Résultats du Primer-BLAST. (1) le contréle de la longueur des amorces, de leurs
températures d'hybridation et du rapport GC, puis (2) la confirmation que c'est bien I'espéce et le chromosome du
géne voulu, ensuite (3) la confirmation de la longueur du produit spécifique inférieur a 1000pb et (4) le contrble
que tous les produits aspécifiques ont une longueur supérieure a 1000pb.

3.1.3. Résultats de la confirmation par in-silico PCR

Les résultats obtenus nous ont confirmé la taille du produit spécifique obtenu 604pb de méme

gue la spécificité des amorces congues. Les informations obtenues confirment aussi le
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chromosome 3 porteur du géne LL37. Ce résultat nous confirme donc la fiabilité des amorces
gue nous avons choisies (Figure 3.4).
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Figure 3.4. Résultats de la confirmation. Un seul résultat est affiché comme en haut, vérifier si la taille
et le chromosome sont les méme que ceux de notre géne.
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives

Les macrophages sont des cellules de l'immunité innée qui agissent comme une des
premiéres lignes de défense contre les infections par la production de plusieurs cytokines
qui favorise I'inflammation, la phagocytose et aussi la productions des agents antimicrobiens

et des enzymes destructives.

Le LL-37 est un agent antimicrobien puissant contre les infections bactériennes et peut
également avoir un potentiel clinique significatif pour traiter les biofilms de P. aeruginosa.
L'étude de son expression par le macrophage 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 LL37.

Nous avons congcu des amorces, a partir d'outils bio-informatiques, afin de pouvoir ensuite
réaliser une PCR et amplifier le géne LL37. Cette étape est importante dans la
connaissance du devenir des maladies anti-infectieuses. La paire d'amorces choisie répond
a tous les critéres de choix de bonnes amorces. Ce résultat a été confirmé par une PCR

virtuelle.

La réalisation de ce mémoire de fin d’étude m’a permis d’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 une PCR réussie.
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Résumé

Introduction : Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est une bactérie a Gram négatif, pathogéne,
responsable d’infections graves chez les personnes immunodéprimés. Le macrophage est cellule de
la premiére ligne de défense de I'immunité innée qui permet d’éliminer P. aeruginosa par plusieurs
mécanismes. Il peut produire les peptides anti-microbiens, possédant une action bactéricide, comme
les cathélicidine codées par le géne LL-37.

Objectif : Conception d'amorces du géne LL-37 exprimé par le macrophage afin d’étudier son réle au
cours des infections a P. aeruginosa.

Matériel et méthodes : Afin de concevoir des amorces spécifiques du géne LL-37, on a utilisé
plusieurs outils : la base de données « www.ensemble.org », pour trouver des séquences spécifiques
du gene LL-37 et un outil de primer-blast fourni par le NCBI pour concevoir des amorces. Les résultats
sont confirmés par in silico PCR.

Résultats : L'utilisation de I'outil Primer-BLAST du site « www ncbi.nih.gov », a permis d'obtenir une
amorce spécifique pour le géne LL-37 a savoir : Forward primer GCACCCCTGGCTATGACAAT,
Reverse primer GAGGGTATCTCTGCCACAGC, avec un produit spécifique de 677 Pb, une
température de fusion : directe 60.11°c, inverse 59.89°c, une teneur en GC est de 55% pour I'amorce
sens et 60% pour 'amorce anti-sens. La longueur pour les deux amorces est de 20 nucléotides.
Conclusion : le choix d'une bonne paire d'amorces pour amplifier le géne LL-37 par PCR
(Polymérase Chain Réaction) constitue une étape primordiale dans la réussite de cette technique et
dans I'étude du role de ce géne dans lI'immunité anti infectieuse.

Mots clés : P. aeruginosa, macrophage, LL-37, amorces

ABSTRACT

Introduction: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is a Gram-negative bacterium, pathogenic,
responsible for serious infections in immunocompromised people. The macrophage is a cell of the first
line defense innate immunity who eliminate P. aeruginosa by several mechanisms. It can produce anti-
microbial peptides, having a bactericidal action, like cathelicidins encoded by the gene LL-37.
Objective: Design primers of the LL-37 gene expressed by the macrophage in order to study his role
during P. aeruginosa infections.

Material and methods: In order to design specific primers for the gene LL-37, we used several tools:
the database « www.ensemble.org », to find specific sequences of the gene LL-37 and the Primer-
blast tool provided by the NCBI to design primers. The results are confirmed by in silico PCR.

Results: The use of the Primer-BLAST tool of the site « www ncbi.nih.gov », allowed to obtain a
specific primer for the gene LL-37, namely: Forward primer GCACCCCTGGCTATGACAAT, Reverse
primer GAGGGTATCTCTGCCACAGC, with a specific product of 677 Pb, a melting temperature:
direct 60.11°c, reverse 59.89°c, a GC content is 55% for forward primer and 60% for reverse primer.
The length for both primers is 20 nucleotides.

Conclusion: the choice of a good pair of primers to amplify the LL-37 gene by PCR (Polymérase
Chain Réaction) is an essential step in the success of this technique and in the study of the role of this
gene in anti-infective immunity.

Keywords: P. aeruginosa, macrophage, LL-37, primers.
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