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Résumé

Introduction : Les cellules lymphoides innées (ILC, Innate lymphoide cells) sont des cellules
qui font partie de la premiére ligne de défense contre les infections notamment les infections
bactériennes. Ces cellules présentent une grande diversité de facteurs de transcription et
produisent une gamme de cytokines impliquées dans certaines réponses immunitaires anti-
inflammatoires et anti-infectieuses. L’IL-17 est une cytokine pro-inflammatoire produites
principalement par les ILC3s et joue un réle important dans les défenses contre les infections

bactériennes.

Objectif : concevoir des séquences d’oligonucléotides qui serviront d’'amorces pour amplifier
le géne IL-17A par PCR.

Matériel et méthodes : nous avons utilisé la bio-informatique pour élaborer des amorces
spécifiques du gene IL-17A. La séguence du géne IL-17A a été obtenue grace a la base de
données « Ensembl », tandis que les amorces ont été congues a l'aide de l'outil « Primer-

BLAST » du site NCBI. Les résultats ont été confirmés par PCR in silico.

Résultats : plusieurs paires d’amorces spécifiques présentent des caractéristiques optimales

pour le bon déroulement d’'une PCR ont été choisies.

Conclusion : La conception de bonnes d'amorces permet de réussir la technique PCR et par

la suite amplifier le gene IL-17A et étudier son réle lors de l'infection par P. aeruginosa.

Mots clé : ILC3, IL-17A, P. aeruginosa, Primer-BLAST, amorces.



Abstract

Introduction: Innate lymphoid cells (ILC) are cells that are part of the first line of defence
against infections, particularly bacterial infections. These cells display a wide diversity of
transcription factors and produce a range of cytokines involved in certain anti-inflammatory
and anti-infectious immune responses. IL-17 is a pro-inflammatory cytokine produced mainly

by ILC3s and plays an important role in defences against bacterial infections.

Objective: design oligonucleotide sequences that will serve as primers to amplify the IL-17A
gene by PCR.

Material and methods: we used bioinformatics to develop specific primers for the IL-17A
gene. The IL-17A gene sequence was obtained using the “Ensembl” database, while the
primers were designed using the “Primer-BLAST” tool on the NCBI website. The results were
confirmed by in silico PCR.

Results: several pairs of specific primers presenting optimal characteristics for the smooth

running of a PCR were chosen.

Conclusion: The design of good primers allows the PCR technique to be successful and

subsequently to amplify the IL-17A gene and study its role during P. aeruginosa infection.

Key words: ILC3, IL-17A, P. aeruginosa, Primer-BLAST, primers.
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Abréviations

A
ADN : ADN : acide désoxyribonucléique

ADPRT : Adénosine diphosphate ribosyl
transférase

AMPc : adenosine 3’, 5 monophosphate
cyclique

APC : cellules présentatrices d'antigéne
AREG : I'amphireguline

ARNmM : Acide ribonucléique messager

C
C° : Celsius
C : Cytosine

CSH: cellule souche hématopoiétique
CMP : précurseur myéloide commun

CLP : précurseur lymphoide commun
CILP : common innate lymphoid progenitor
CHILP : common helper innate lymphoid
Progenitor

cDC :cellules dendritiques
conventionnelles

CC20 : CC chemokine ligand
CD127 : cluster of differentiation
CXCR6: motif chemokine receptor 6

E

Eomes : Eomesodermin

EILP : progéniteurs lymphoides innés
précoces

ETSL1 : v-ets erythroblastosis virus E26
oncogene homolog 1

F

FLI1 : Friend leukemia integration 1
G

GATA3 : GATA binding protein 3

GM-CSF : Granulocyte Macrophage
colony-stimulating factor

I

ILCs : cellules lymphoides innées

ILCP : cellule lymphoide innée précurseur
iILC : ILC intra-épithéliale

IL : Interleukine
IEN : Interféron
iINOS : inductible nitric oxide synthase

IgA : Immunoglobuline A
Id2: inhibiteur de la liaison a 'ADN2

L

LTi: inducteurs des tissus lymphoides
LPS : Lipopolysaccharide

M

Mg 2+ : Magnésium

N

NCBI : National Center for Biotechnology
Information

NK : Natural killer

NKP : progéniteurs NK

NFIL3 : facteur nucléaire interleukine 3-
Régulée

NF-kB : Facteur nucléaire kappa B
(Nuclear factor-kappa B)
Nt : Nucléotide

=]
PLZF : promyelocytic leukaemia zinc fin
ger

PCR : Polymerase chain reaction

PLA 2 : phospholipase Az

PLP :précurseurs lymphoides communs

R
RORyt : Récepteur gamma orphelin lié
aux récepteurs de l'acide rétinoique

STAT : Transducteur de signal et
activateur de transcription
T

Thl : Lymphocyte T helper de type 1

Th2 : Lymphocyte T helper de type 2

Tm : Température de fusion (Melting
Temperature)

TNF : Facteur de nécrose tumorale
(Tumor necrosis factor)

TGF-B : Transforming Growth Factor-beta
T-bet : T-box-expressed-in-T -cells

Treg : cellule T régulatrice

TLR5 :Toll-like recepteur
TCF : T cell factor
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Introduction

Introduction

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa ) est un pathogene a Gram négatif
opportuniste multirésistante qui provoque des infections aigues ou chroniques chez les
patients immunodéprimés (Qin et al. 2022). Cette bactérie posséde divers facteurs de
virulence responsables a sa pathogénése et de son échappement aux réponses immunitaires
(Ben Haj Khalifa et al. 2011).

Les cellules lymphoides innées (ILC) (Innate lymphoide cells) font partie de la premiere
linge de défense contre les infections (Van De Pavert et Vivier 2016). Ces cellules sont
identifiées dans de nombreux organes, tels que le sang, les amygdales, le thymus, le foie,
l'intestin, les poumons, la peau, I'utérus et la moelle osseuse et particulierement abondantes
dans les tissus muqueux. Elles caractérise par I'absence de récepteurs antigéniques (Forkel
et Mjosberg 2016). En fonction de I'expression des facteurs de transcription et les cytokines
gu’elles sécrétent, ces cellules se devise en 3 sous populations: ILC1s, ILC2s et ILC3s (Simoni
et Newell 2018). Les ILC du groupe 1 dépendent du facteur de transcription T-box expressed-
in-T (T-bet) et produisent de l'interféron gamma (IFN-y) et le facteur de nécrose tumorale alpha
(TNF-a) en réponse a la stimulation de I'lL-12 et de I'lL-18. Les ILC2 sécrétent des cytokines
de type 2, telles que I'lL-4, I'lL-5, I'lL-9 et I'lL-13 en réponse a I'lL-33, I'lL-25 et la lymphopoiétine
stromale thymique (TSLP) et nécessite les facteurs de transcription GATA binding protein 3
(GATAZ3) et related orphan receptor (ROR) pour leur développement (Konya et Mjosberg
2015). Enfin, les ILCs du groupe 3 se ressemblent aux cellules Th17/Th 22 par leur sécrétion
de linteleukine-17 (IL-17) et I'IL-22 et se caractérisent par I'expression du facteur de
transcription RORyt (RAR-related orphan receptor gamma t (Van De Pavert et Vivier 2016).
L’IL-17 est une cytokine pro-inflammatoire qui comprend six membres (A-F) et produites par
différentes cellules principalement les ILC3s. Plusieurs études ont montré que le gene IL-17A
qui code pour cette cytokine est fortement exprimé par ces cellules dans les défenses aigués

contre les infections bactériennes(Valeri et Raffatellu 2016).

BN

A ce propos, ce travail consiste a élaborer des amorces qui serviront a amplifier la
séquence d'oligonucléotide par PCR contenant le géne IL-17A exprimé par les ILC3S qui

contribue a la lutte contre les infections bactériennes.



Chapitre 1. Revue de la littérature

Chapitre 1. Revue de littérature

1.1. Pseudomonas aeruginosa

La découverte de Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) remonte a I'année 1850 ou
Sédillot a remarqué pour la premiére fois que la décoloration des pansements chirurgicals a
été associée a un agent transmissible. En 1860, Fordos a extrait le pigment responsable de la
coloration bleue et en 1862 Lucke a associé ce pigment a des organismes en forme de béaton.
Entre 1889 et 1894 a décrit que P. aeruginosa est I'agent responsable de la coloration bleu-
vert dans les plaies des patients (Lister, Wolter, et Hanson 2009). En 1894, Migula a décrit le
genre Pseudomonas comme I'un des genres bactériens les plus diversifiés et présents dans
les sédiments, les échantillons cliniques, les plantes et les champignons (Peix, Ramirez-
Bahena, et Veldzquez 2009). P. aeruginosa est un agent pathogéne opportuniste a Gram
négatif et une bactérie de référence pour étudier la virulence et les traits sociaux bactériens
(Diggle et Whiteley 2020a).

1.1.1. Caractéristiques
P. aeruginosa est un batonnet a Gram négatif, non sporulé, et non capsulé qui appartient a la
famille des Pseudomonadaceae. Ce germe est capable de provoquer diverses infections
notamment, les infections nosocomiales chez les hbétes immunocompétents et
immunodéprimés (Reynolds et Kollef 2021a). L'infection a P. aeruginosa s'associe a la
synthése de plusieurs facteurs de virulence, tels que et I'élastase, I'exotoxine A, ainsi que de
I'exopolysaccharide (Van Alst et al. 2009).

P. aeruginosa, ainsi appelé « bacille pyocyanique », est un bacille pigmenté de 1 a
3 um de longueur et de 0,5 & 1 ym de largueur, producteur de cytochrome oxydase, mobile
grace a un flagelle polaire. Cette bactérie est ubiquitaire et comprend I'un des grandes et
complexe génomes bactériens (Morand et Morand 2017). Sa température optimale de
croissance 37°C, mais elle est capable de se développer dans des températures allant de
+4°C a + 45°C (Diggle et Whiteley 2020b).

P. aeruginosa est une bactérie non fermentative et aérobie qui utilise la voie
glycolytique pour la dégradation du glucose avec I'oxygéne comme accepteur final d'électrons
(De Sousa et al. 2021a). Ce germe est présent dans divers contextes environnementaux, et
peut étre issu de différentes sources vivantes notamment les plantes, les animaux et les
humains (Lister, Wolter, et Hanson 2009). Ainsi, il se caractérise par sa capacité a survivre et
a coloniser avec des besoins minimaux des nutriments et a supporter différentes conditions
physiques. Il peut utiliser une variété de sources de carbone, d'azote et d'énergie (Lister,
Wolter, et Hanson 2009). Cette bacterie est caractérisée par la formation de biofilms et par
la production de colorants fluorescents et de sidérophore (Mielko et al. 2019).
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via son Pili et son flagelle, elle attaque les cellules épithéliales respiratoires et utilise un
systeme de sécrétion de type lll pour augmenter sa virulence (Reynolds et Kollef 2021b).
Les souches PAOL et PA14 sont les souches les plus utilisées pour créer des ressources
génomiques, et la souche PAO1 est lorigine du premier génome de P. aeruginosa
séquenceé. La taille du génome est de 6,3 Mbp (6,3millions de paires de bases codant 5570
cadres de lecture) et code pour de multiples déterminants intrinséques. De plus, ce génome
représente une grande plasticité ce qui permet a P. aeruginosa de s’adapter et de se

développer dans diverses conditions environnementales (Diggle et Whiteley 2020b) .

P. aeruginosa présente une grande capacité a acquérir une résistance supplémentaire aux
antibiotiques et une faible sensibilité aux plusieurs antibiotiques (Laborda, Martinez, et
Hernando-Amado 2022). En générale, sa résistance antimicrobienne est acquise, soit par une
mutation de génes endogénes, ou par acquisition de génes de résistance exogéne (Poole
2011).

P. aeruginosa peut former différents types de colonies :
- « Large » (L) : colonies bombées a contours irréguliers.

- « Small colony variant » (SCV) : petites colonies a bords réguliers, largement décrites durant
les infections pulmonaires chez les patients atteints de mucoviscidose (Malone 2015 ; HauRler
2004).

- Mucoides (M) : colonies bombées et visqueuses.

Les colonies peuvent étre pigmentées et les pigments les plus courants sont la pyocyanine
(Pigment bleu-vert, spécifique de I'espéce P. aeruginosa) et la pyoverdine (pigment jaune-vert
fluorescent) (Ben Haj Khalifa et al. 2011).

1.1.2. Habitat

P. aeruginosa est un microorganisme ubiquitaire qui se trouve dans de trés nombreux les
milieux environnementaux, des milieux animale, végétale ou humain. Il peut étre isolé de
diverses sources médicales. Il vit en tant qu'organisme commensal et peut coloniser plusieurs
organes et tissus de 'lhomme et de I'animal, notamment la peau, le tractus gastro-intestinal et

le tractus respiratoire et urinaire (Lister, Wolter, et Hanson 2009).
1.1.3. Facteurs de pathogénicité

P. aeruginosa est un pathogéne opportuniste qui cause des infections pulmonaires
mortelles. Ce potentiel d'infection de découle en partie de la présence de facteurs de virulence
associés a la cellule ou extracellulaires sécrétés par l'intermédiaire de systémes de sécrétion

et de sa capacité a métaboliser de nombreux antibiotiques (Laborda, Martinez, et Hernando-
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Amado 2022). Ces facteurs de virulence sont nécessaires a sa pathogenése et a son infection
et jouent un réle important dans la colonisation, la survie de la bactérie et I'invasion des tissus
(Ben Haj Khalifa et al. 2011).

1.1.3.1. Facteurs de virulence associés a la bactérie

1.1.3.1.1. Pili ou fimbriae

P. aeruginosa génere des pili polaires qui sont des filaments flexibles de plusieurs
micromeétres de longueur et composés d'une petite sous-unité. Les pili favorisent 'adhésion
aux cellules phagocytaires (Mattick, Whitchurch, et Alm 1996) et aux épithéliums et participent
a de nombreuses fonctions, notamment a la matilité, 'organisation de microcolonies, la
régulation des facteurs de virulence et la résistance aux antibiotiques, la formation de biofilm
et a I'absorption d'ADN (Liao et al. 2022a).

1.1.3.1.2. Flagelle

Les flagelles sont des appendices filamenteux qui assurent la mobilité de la bactérie et la
chimiotaxie et facilitent I'attachement et I'adhésion de la bactérie aux cellules épithéliales et la
maturation de biofilm (Liao et al. 2022a). P. aeruginosa possede un seul flagelle composé d'un
crochet proximal court dans la partie externe et d'un long filament hélice constitué de sous-
unités de flagelline (Garcia et al. 2018). Via le récepteur Toll-like 5 (TLR5), les flagelles peuvent
déclencher l'activation de la réponse immunitaire de I'hdte et provoquent une réaction

inflammatoire dépendante de la voie NF-kB (Liao et al. 2022a).

1.1.3.1.3. Lipopolysaccharide

Le Lipopolysaccharide (LPS) est un élément constitutif important de la membrane

externe (MO) de la majorité des bactéries a Gram négatif. Il contribue a I'intégrité du structure
de la bactérie et protége la membrane contre les attaques chimiques et augmente la charge
négative de la membrane cellulaire (Qin et al. 2022a). De plus, il joue un réle important dans
les interactions du pathogéne avec le systéme immunitaire inné.
Le LPS contient un fragment lipidique A, des oligosaccharides des noyaux interne et externe
(le ceeur oligosaccharidique) et un antigéne O dans I'extrémité (figure 1.1) (Maldonado, Sé&-
Correia, et Valvano 2016). Il permet d'induire la production de cytokines pro-inflammatoires de
maniere dépendante du TLR4 (Qin et al. 2022a).

Le lipide A (endotoxine) est une région hydrophobe composée d’un disaccharide de
glucosamine. Il forme une couche externe de la membrane externe et ces glucosamines donne
la caractéristiqgue hexa-acylé des lipides A et qui rend ces lipides hautement immunogénes et
aident les bactéries a résister aux antibiotiques ,au systéme du complément et a d’autres

stress environnementaux (Rhee 2014).
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L’antigéne O est composé de monosaccharides organisés en unités répétitives,
présentants une grande diversité dans la composition des sucres. Il représente la partie la plus

variable du LPS qui donne une spécificité antigénique a la molécule (Garcia-Vello et al. 2022).

(man )
(ma)—(0)

|
(ea)

Polysaccharides
centraux

om } Disaccharides

O HN O HN diphosphates

Acides gras

Figure 1.1. Structure du LPS (Mazgaeen et Gurung 2020). man : mannose, rha : rhamnose, abe:
abéquose, gal : galactose, gIn : glucosamine, P : groupe phosphate.

1.1.3.1.5. Biofilm

Le biofilm est 'un des mécanismes de survie des espéces bactériennes définie comme
un ensemble des micro-colonies enveloppées d’'une matrice de polymeéres extracellulaires
constituée d’exopolysaccharides. La matrice de biofilm est responsable de I'adhérence aux
surface biotique et abiotique et facilite la communication entre les cellules (Thi, Wibowo, et
Rehm 2020a). Les biofilms jouent un role dans la protection des cellules bactériennes contre
le systtme immunitaire de I'héte. ils affaiblissent l'activité phagocytaire et le systéme de
complément et rendent les bactéries plus résistantes aux antibiotiques (Asma et al. 2022)
La formation d’un biofilm se fait en plusieurs étapes (figure 1.2) :
- Etapel : se caractérise par une adhérence réversible des bactéries a une surface biotique
ou abiotique grace a leur flagelle (Filloux et Vallet 2003).
- Etape?2 : constitue I'adhésion irréversible des bactéries, la formation forment micro-colonies
et l'expression des génes responsables de la synthése des substances polymériques
extracellulaires telles que l'alginate. A ce stade, les pili de type IV permettent de maintenir la
motilité de contraction (De Sousa et al. 2021a)
- Etape 3 : correspond au développement des microcolonies en structures de champignons
tridimensionnelles
- Etape 4: se traduit par la perturbation de la cavité matricielle au centre de la micro-colonie

par autolyse cellulaire pour la libération de cellules dispersées (Thi, Wibowo, et Rehm 2020b).



Chapitre 1. Revue de la littérature

Et enfin, dans 'étape 5, les bactéries se dispersent de la structure sessile et retournent a I'état

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

e Planktonic cells

e e Biofilm cells
Dispersed to planktonic phenotype
it L s typ e Dispersed cells

=~ 2 h transition e Dead cells

"increased attachment Extracellular polymeric substances (EPS)

*Enhanced virulence

=

@ initial Adhesion @ Early Attachment © Young Biofilm © mature Biofilm © pispersal

=Bacteria-surface
association =Irreversible adherence =Microcolony formation =Mushroom shaped structures =Matrix cavity formation
| - o -
=EPS biosynthesis Bacterial division Cell-to-cell interaction =Increased antibiotic tolerance =Release of dispersed cells

Figure 1.2. Les étapes de la formation de biofilm chez P. aeruginosa (Thi, Wibowo, et
Rehm 2020a).

1.1.3.2. Facteurs sécrétés
1.1.3.2.1. Exotoxine A

L’exotoxine A est le facteur de virulence le plus toxique sécrété par P. aeruginosa qui
exécre une activité enzymatique et appartient a la famille mono-ADP-ribosyltransférase
(Michalska et Wolf 2015). L'exotoxine A est sécrétée par le systeme de sécrétion de type lll
(T3SS) sous la régulation par les métabolismes de fer et du glycose. Elle joue un réle dans
linhibition de la synthése protéique de I'h6te en catalysant la ribosylation de I'ADP du facteur
d'élongation cellulaire 2 (EF-2) et déclenche une mort cellulaire programmée. Elle est
également responsable de dommage tissulaire au site inflammatoire (Liao et al. 2022a).
1.1.3.2.2. Toxines

P. aeruginosa posséde un ensemble de systemes de sécrétion complexes, qui donnent
des facteurs de virulence notamment des toxines. Le T3SS produit quatre protéines effectrices
ExoS, ExoT, ExoU et ExoY qui affectent I'environnement intracellulaire et bloguent la
phagocytose en provoquant une cytotoxicité qui permet la mort rapide des cellules de I'héte
via l'injection de cytotoxines (Qin et al. 2022b).

L’exotoxine S partage une analogie de séquence de 76 % avec I'enzyme exotoxine T.
Ce sont a la fois des cytotoxines difonctionnelles possédant une fonction activatrice de la
protéine GTPase (GAP) et une activité de l'adénosine diphosphate ribosyl transférase

(ADPRT). Elles peuvent jouer un role dans l'induction de I'apoptose des cellules hotes (Liao
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et al. 2022a). ExoU l'effecteur, la plus virulente, est une enzyme de type phospholipase A:
(PLA 2) qui est injectée dans le cytosol de I'h6te par le T3SS. Elle provoque une mort
neuronale et une destruction tissulaire. Enfin, ExoY est une adenylate cyclase qui induit
'accumulation d'AMP cyclique intracellulaire et perturbe l'actine de cytosquelette pour

favoriser l'arrondissement des cellules (De Sousa et al. 2021a).

1.1.3.2.3. Protéase

Les protéases jouent un rdle important dans les dommages tissulaires pendant
l'infection. Il existe plusieurs protéases secrétées telles que la protéase alcaline, I'élastase A
(LasA), I'élastase B (LasB) et la protéase IV (Kida et al. 2008). La production de certaines
protéases nécessitent des ions zinc et calcium et pour favoriser la survie de la bactérie, elles
hydrolysent les peptides pour 'acquisition des nutriments en dégradant les enzymes hétes, ou
en provoquant des lésions tissulaires (Wilderman et al. 2001) . LasA et LasB détruisent
I'élastine et perturbent la fonction pulmonaire en provoquant des hémorragies (Liao et al.
2022a). La protéase alcaline produite par le systéme de sécrétion T1SS est impliquée dans
diverses infections provoquées par P. aeruginosa et peut dégrader de nombreux composants
du systeme immunitaire (De Sousa et al. 2021b). enfin, la protéase IV peut endommager les
tissus de I'hdte et améliorer l'infection bactérienne par la dégradation du fibrinogéne, de la
lactoferrine, de la transferrine et de I'élaminine (Liao et al. 2022a).
1.1.3.2.4. Pyocyanine

P. aeruginosa utilise un ensemble de métabolites secondaires qui affectent les cellules
par inhibition de la croissance ou mort cellulaire et qui donnent la caractéristique de virulence
dans les environnements différents. L'un des principaux de ces métabolites, la pyocyanine qui
est responsable de la couleur verte fluorescente du P. aeruginosa et qui déclenche un stress
oxydatif nuisible aux cellules hétes en générant des espéces réactives de I'oxygéne (ROS), le
superoxyde et le peroxyde d'hydrogéne (H»O;) et endommage le tissu hbte et la fonction des
organes (De Sousa et al . 2021b).
1.1.3.2.5. Lalipase A

Le systéme de sécrétion de type Il sécréte la principale lipase extracellulaire de P.
aeruginosa : la Lipase A (LipA) qui s’ accumule dans la matrice de biofilm sur des tissus
infectés ol elle interagit avec l'alginate d'exopolysaccharides bactérienne et facilite la
libération des meédiateurs inflammatoires en communication avec la phospholipase C
(Papadopoulos et al. 2022) .
1.1.3.2.6. Phospholipase C (PLC)

La Phospholipase C est une enzyme extracellulaire thermolabile, synthétisée dans des
conditions de carence en phosphate. elle joue un rbéle dans la dégradation des

phospholipidique ce qui endommage les cellules hotes (Qin et al . 2022b).
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D’autres facteurs de virulences sont listés dans le tableau 1.1 ci-dessous.

Tableau 1.1. Facteurs de pathogénicité de P. aeruginosa d’aprés (Liao et al. 2022b)

Facteur de virulences Fonctions

Protéines de la membrane | Adhésion bactérienne, la sécrétion de virulence et la reconnaissance de
extérieure I'hote.

Systeme de sécrétion de
type 1 (T1SS)

Systeme de sécrétion de
type 2 (T2SS)

Saisie des protéases alcalines, utilisation du fer, captation de I'hnéme

Sécrétion de diverses enzymes lytiques

Systeme de sécrétion du

type 3 (T3SS) Injection d'effecteurs virulents dans les cellules hétes

Systeme de sécrétion de

type 5 (T5SS) Sécrétion de protéines liées a la formation et a I'adhésion du biofilm

Systeme de sécrétion du | Livraison de toxines aux bactéries voisines, translocation d'effecteurs
type 6 (T6SS) aux cellules hétes, formation de biofilm

Exopolysaccharides

) Formation de biofilm, évasion immunitaire, adhérence bactérienne
(Alginate, Pel, Psl)

Interférer avec la signalisation lipidique de I'héte et réguler le processus

Lipoxygenase (LoxA) d'invasion bactérienne

Leucocidine Inhibition des fonctions immunitaires de I'hbte
Sidérophores Chélater les fers, promouvoir la croissance des bactéries, contribuer a
(Pyoverdine, Pyochelin) la virulence bactérienne

1.4. Aspect épidémiologique

La nature multifactorielle de la pathogénicité de P. aeruginosa est la cause principale
de sa capacité a provoquer des infections aigues et chroniques. Ce pathogéne représente
l'une des causes les plus fréquentes d’infection nosocomiale chez les patients hospitalisés,
notamment dans les services de soins intensifs. Ces infections sont fréquentes et constituent
la principale cause de décés chez les personnes immunodéprimées et chez les patients
atteints de pathologies chroniques telles que la mucoviscidose (FC), la bronchopneumopathie
telles que la fibrose kystique, la bronchectasie et la neutropénie (Rossi, Ghoul, et La Rosa
2022).

1.5. Résistance de P. aeruginosa

P. aeruginosa est une bactérie qui présente des probléemes thérapeutiques a cause de
sa résistance intrinseque élevée due a sa tres faible perméabilité et & la réduction de

I'expression de la protéine membranaire externe. P. aeruginosa est caractérisée par sa
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résistance a plusieurs classes d'antibiotiques, notamment les pénicillines/céphalosporines, les
aminosides et les fluoroquinolones (Barbier et Wolff 2010). Plusieurs mécanismes de
résistance ont été décrits chez cette bactérie (Rossi, Ghoul, et La Rosa 2022). Ces
mécanismes comprennent des mécanismes innés comme la faible perméabilité de la
membrane externe et des pompes a efflux, ou acquis comme des mutations génétiques
chromosomiques ou un transfert horizontal (B-lactamases). L’action combinée de ces
mécanismes rend le traitement des infections a P. aeruginosa particulierement difficile (Pina-
Sanchez,Rua,etDelP0z02023).
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1.2. Les cellules lymphoides innées

1.2.1. Historique

La premiére observation des leucocytes sanguins (incluant les lymphocytes, les
granulocytes et les monocytes) a été faite en 1843 et la premiére population de cellules
lymphocytaires innées mises en évidence par R. Kiessling, R.B. Herberman et leurs
collaborateurs en 1975 est les cellules Natural killer (NK). Par la suite, en 1997, Mebius et ses
collaborateurs ont montré I'existence d’une deuxiéme population de cellules lymphocytaires
innées, les cellules inductrices du tissu lymphatique (LTi) et ont été mises en évidence par leur
implication dans la formation des ganglions lymphatiques pendant I'embryogenése. La
découverte d’autres populations des cellules lymphoides innées (ILCs) a été faite a partir de
2008. En 2013, une premiére homenclature a fait état de trois sous-groupes d’'ILCs classifiés
selon les facteurs de transcription qu’ils exprimaient et les cytokines qu'ils produisaient aprés
activation. Nouvellement, ces cellules ont été classées en trois catégories : les ILC de type 1,
les ILC de type 2 et les ILC de type 3 (Crinier et al. 2017a).

1.2.2. Développement des ILCs

Dans la moelle osseuse, les cellules souches hématopoiétiques (CSH) se différencient
en précurseurs lymphoides communs (PLP), qui donnent ensuite la naissance a des
progéniteurs lymphoides communs (CLP), et qui sont a l'origine des ILCs (Xie et al. 2022). La
différenciation des CLP en sous-ensembles des ILCs matures est contrblée par
I'expression des facteurs de transcription, tels que TCF (T cell factor 1), GATA3, TOX
(hymocyte selectionassociated high mobility group box protein), ID2 (inhibitor of dna
binding 2), PZLF(promyelocytic leukaemia zinc finger) et ROR (Xie et al. 2022). Les ILCs se
caractérisent par 'absence des marqueurs de lignage (Lin-) associés aux cellules B et T et les
récepteurs spécifiques aux antigénes. lls expriment la sous-unité a du récepteur de I'lL-7
(CD127), du proto-oncogéne c-Kit (CD117), et leur développement est indépendant des
recombinases (RAG= Recombination Activating Gene) (Crinier et al. 2017a).

L'expression des facteurs de transcription ID2 inhibe 'engagement vers le lignage B et
T et la différenciation du CLP vers la voie ILC déclenche par le facteur nucléaire NFIL 3
(nuclear factor il-3 induced) qui induit par I'lL3 et le GATA-3 (Cypowyj et Vivier 2016). Sous
I'action des facteurs de transcription NFIL3 et TOX, les CLP se différencient en précurseurs
lymphoides a (aLP) qui se caractérisent par I'expression de l'intégrine a437, le récepteur de
chimiokine (C-X-C motif chemokine receptor 6), CXCR6 (Elemam, Hannawi, et Maghazachi
2017). A ce stade, les précurseurs lymphoides a (aLP) tardifs ou les précurseurs lymphoides

innés de type assistant représentent le premier embranchement au sein de la lignée cellulaire
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ILC. La population aLP a également été stratifiée dés le début (Lin—, CD127+, FLT3+, a4[3+)
et tard (Lin—, CD127+, FLT304p+) (Michieletto et Henao-Mejia 2021).

Les progénitures lymphoides innés précoces (EILP, Early Innate Lymphoid
Progenitors), sont les cellules engagées dans la lignée pour les ILC et les cellules NK et qui
proviennent de I'lL-7Ra exprimant des progéniteurs tels que I'ALP, commence leur
différenciation par I'expression facteur de transcription TCF1 (T cell factor 1)(Harly et al. 2018)
Ensuite, les EILP (essentiellement des CD127- ou IL-7R-) se différencient en deux sous-
populations : les SEILP spécifiés (specified EILP) qui peuvent donner tous les types de cellules
lymphoides innées et des cellules dendritiques conventionnelles de type 1 (cDC1) et les cEILP
engagé (committed EILP) qui se différencient a partir des sEILP et génerent que les ILCs
(figure 1.3) (Simoni et Newell 2018)

L’origine du premier embranchement dans la différenciation des ILC est les CILP qui
se différencient soit en progéniteurs NK (NKP), soit en CILP “helper” (CHILP) via I'expression
du facteur de transcription GATA3 et le ID2. Les CHILP se différencient en LTi (lymphoid tissue
inducer cells), et en ILCP (ILC precursor) sous l'action de facteur de transcription PLZF. La
cellule progénitrice LTi donne naissance aux cellules LTi qui présentes dés le stade foetal pour
initier 'organogenése des tissus lymphoides secondaires, et les ILCP donne naissance a des
sous-ensembles ILC1, ILC2 et ILC3 (Crinier et al. 2017a).

Au cours du développement de 'lLCs, les progénitures des cellules NK se ramifient et
se développent indépendamment des populations CHILP (Diefenbach, Colonna, et Koyasu
2014). L'expression de CD122 (IL-2R) marque la décision de devenir des CLP dans la lignée
NK. L'apparition de CD56 indique la transition finale des cellules NK immatures (iNK) aux
cellules NK matures (Abel et al. 2018).
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Figure 1.3. Développement des cellules lymphoides innées (Crinier et al. 2017). Famille
ILC. La CLP donne naissance a toutes les populations lymphoides et est poussée vers la différenciation ILC par
I'expression de Id2, devenant ainsi un progéniteur lymphoide inné commun (CILP). Les cellules LTi et LTi se
différencient de ces précurseurs, sous I'impulsion de RORVyt. La différenciation vers la lignée auxiliaire ILC se
produit via I'expression de GATA3 et PZLF dans CILP, aprés quoi ces cellules sont nommées progéniteur auxiliaire
inné commun (CHILP). A partir de CHILP, les lignées ILC sont différenciées en fonction de leurs facteurs de
transcription respectifs. NFIL3 (nuclear factor il-3 induced), ID2 (inhibitor of dna binding 2), TOX (thymocyte
selectionassociated high mobility group box protein), TCF-1 (T cell factor 1), ETS1 (avian erythroblastosis virus E26
homolog-1), GATA3 (GATA binding protein 3), PLZF (promyelocytic leukaemia zinc finger), T-bet (T-box
transcription factor), Eomes (Eomesodermin), RUNX3 (runtrelated transcription factor 3), ROR a (RAR-related
orphan receptor a)), RORyt (RARrelated orphan receptor gt), AhR (Aryl hydrocarbon receptor)

1.2.3. Sous populations
Les ILC sont subdivisées en trois groupes distincts en fonction de leur expression de

cytokines et de facteurs de transcription spécifiques (figure 1.4).

1.2.3.1. ILCs du groupe 1

Les ILCs du groupe 1 (ILC1s) sont définis en fonction de leur capacité a produire des
cytokines effectrices dépendantes de T-bet et comprennent deux types de cellules, les cellules
NK conventionnelles et I'lLC1 (Cortez et Colonna 2016). Les ILC1s produisent I'IFN-y et le
TNF sous l'effet de I'lL-12, I'lL-15 et I'lL-18. Ces cellules sont impliquées dans la surveillance
immunitaire de certaines tumeurs (Crinier et al. 2017a). Elles expriment le CD200R chez la
souris, le CD127 chez ’'homme et le NKp46 chez 'homme et la souris (Bal, Golebski, et Spits
2020).
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1.2.3.1.1. Cellules NK

Les cellules NK sont des ILC conventionnelles qui constituent un ensemble hétérogene
caractérisé par l'absence de récepteurs CD3 et jouent un réle dans le contrdle précoce des
tumeurs malignes et |'élimination des cellules infectées et transformées par le virus. Les deux
principale fonctions de ces cellules est la production de cytokines et la cytotoxicité (Seillet et
Belz 2016; Rouzaire et al. 2012). Les progéniteurs NK générent des cellules NK immatures
qui expriment CD3~CD122 *NK1.1 " CD49b ~et n'ont pas acquises les fonctions effectrices.
Leur développement et leur maturation fonctionnelle nécessitent des eomesodermin (Eomes)
et le facteur T-bet. Les NK matures se caractérisent par I'expression de Nkrp1c (NK1.1),
CD49b (DX5) et NKp46 et sécrétent I'lFN-y (Seillet et Belz 2016).
1.2.3.1.2. ILC1 intra-épithéliale

Il existe une autre sous-population des ILC1s appelée les I'|CL1 intra-épithéliale (ilLC1)
qui expriment le facteur de transcription T-bet et Eomes. Ces cellules peuvent produire des
cytokines de type Th1l et sont cytotoxiques. Elles sont caractérisées par I'expression de CD103
et se sont établie seulement dans les muqueuses et les tissus enflammés (Simoni et Newell
2018).
1.2.3.2. ILC de type 2

Les ILC de type 2 sont considérées comme les homologues innés de cellules Th2. Ces
cellules produisent des cytokines de type Th2 telles que I'IL5, IL-13, I'IL-6, I'lL-9 en réponse
des facteurs environnementaux tels que les médiateurs lipidiques, les neurotransmetteurs, les
hormones et les nutriments (Kiniwa et Moro 2021). Leur maturation dépend du facteur de
transcription GATA-3 et leur développement dépend du facteur de transcription RORa
(Cypowyj et Vivier 2016; Crinier et al. 2017a). De plus, les ILC2 ont été décrites par leur role
dans la réparation des barrieres épithéliales et dans la lutte contre les pathogénes
extracellulaires (Crinier et al. 2017a). Enfin, ces cellules ont été identifiées dans divers tissus
humains notamment les tissus lymphoides (la rate, les ganglions lymphatiques) et non
lymphoides (le foi, les poumons, lintestin gréle, gros intestin) et sont impliquées dans de
nombreuses maladies selon soit une activation excessive (inflammation), soit un

dysfonctionnement (homéostasie tissulaire perturbée) (Kiniwa et Moro 2021).

1.2.3.3. ILC de type 3

Le groupe 3 des ILCs est formé par trois populations principales : LTi, NKp44 - ILC3 et
NKp44 +ILC3 (Simoni et Newell 2018). Ces cellules sécrétent I'lL17 et I'lL-22 en réponse a
lIL1-B et IL-23 et se caractérisent par I'expression du facteur de transcription RORyt (RAR-
related orphan receptor gammat) (Cherrier 2014). Les ILC 3 jouent un role dans I'organisation

de développement des organes lymphoides et contribuent a la pathogénése inflammatoire
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et la protection de la muqueuse contre les entérobactéries pathogenes en maintenant la flore
commensale sous contrble (Diefenbach, Colonna, et Koyasu 2014).

ILC Group Stimulation Sous populations Production
ILC Group1 T-bet
NK
IFN-gamma
Perforin
ILC1
IL-12 CD1274LCH T-bet s
IL-15
IL-18
CD127+ILC1
Ty IFN-gamma
ILC Group2
L33 IL-13
IL-25 ILC3 m’ :tj
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Figure 1.4. Sous-populations de cellules lymphoides innées (ILCs)(Forkel et Mjésberg
2016). Les cellules lymphoides innées humaines (ILC) peuvent étre divisées en trois principaux groupes : les ILC
du groupe 1 contenant des cellules tueuses naturelles (NK), les ILC du groupe 2 et les ILC du groupe 3. Chaque
groupe est composé de sous-ensembles distincts sur la base de I'expression des facteurs de transcription et de la
production de cytokines.ILC, innate lymphoid cells; IFN, interferon; NCR, natural cytotoxicity receptor; TNF, tumor
necrosis factor; TSLP, thymic stromal lymphopoietin.

1.2.4. Plasticité des ILCs

En 1985 Helen Blau a proposé pour la premiére fois le concept de plasticité cellulaire
qui désignent la capacité d’'une cellule a changer d’identité (Bal, Golebski, et Spits 2020). La
plasticité est définie par la capacité d’'une cellule a s’adapter phénotypiquement et
fonctionnellement en réponse a des facteurs environnementaux qui permettent a la cellule
d'acquérir des fonctions convenables aux changements de son microenvironnement (Crinier
et al. 2017b). Chaque sous-ensemble d'ILC détecte les cytokines inductives qui déclenchent
leur principal programme transcriptionnel et entrainent la sécrétion de cytokines de signature
(Nagasawa, Spits, et Ros 2018).

La transition d'ILC3 a ILC1 exprimant CD127 se fait sous l'influence d’IL12 qui favorise

I'expression de T-bet et d’IL-15 sécrétées par les cellules dendritiques conventionnelles (cDC)
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et les monocytes (Almeida et Belz 2016). A 'inverse, les ILC1 se différencient en ILC3 sous
laction dI'lL-2, I'IL-23 et I'lL1-B sécrétées par les DC qui expriment le CD103 (Crinier et al.
2017b). L’IL-12 produit par les CD14+ intestinales transforme les ILC3 en ILC1 productrices
d'IFN-y (Nagasawa, Spits, et Ros 2018).

Les ILC2 sont également capables de se reconvertir en un phénotype sécrétant de
'IFN-Y. L'induction de T-bet et d'IL-12Rb2 déclenche la conversion des ILC2 vers un
phénotype ILC1 (Almeida et Belz 2016). Il est a noter que I'lL-1B joue un rdle clé dans la
transdifférenciation des ILC2. En réponse a I'lL-12, il induit des modifications du transcriptome,
entrainant une induction de la transcription de TBX1 et IL12RB2 dans les ILC2, qui ouvrant la
voie a la conversion en ILC1 (Nagasawa, Spits, et Ros 2018). De plus, I'lL-4 dérivé des
éosinophiles inhibe la différenciation des ILC2 et favorise le retour a une ILC du groupe 2
(Almeida et Belz 2016). La différenciation des ILC2 inflammatoire en ILC3-like se fait sous
I'action de I'IL-2 et de I'lL-7 et aprés costimulation IL-2-TLR2. Les ILC3 peuvent produire des
cytokines spécifiques des ILC2, notamment I'lL-13 et de I'IL-5 (Crinier et al. 2017b). La
combinaison de I'lL1B et de I'lL-12 favorise les modifications épigénétiques qui améliorent
I'expression de I'IL12RB2 dans les ILC2 et maintiennent l'acquisition du caractére ILC1
(Nagasawa, Spits, et Ros 2018).

Les ILC3 NCR- peuvent se différencier in vivo en ILC3 NCR+ indépendamment du
facteur de transcription T-bet. La transformation des ILC3 NCR- en ILC3 NCR+ est induite in
vitro par la voie de signalisation NOTCH et cette voie de différenciation est inhibée par le TGF-
B (Crinier et al. 2017b). En présence d'IL-18 et/ou d'IL-18, I'lL-12 entraine la conversion des
NCR+ ILC3 en ILC1 en régulant a la baisse le RORVyt et en régulant a la hausse le T-bet. L'IL-
7 stabilise I'expression de RORyt, tandis que I'IL-12 et I'lL15 accélérent la perte de RORyt et
'acquisition de T-bet (Nagasawa, Spits, et Ros 2018).
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Figure 1.5. Plasticité des ILCs (Mazzurana et al. 2018). Les ILC humaines sont des cellules
hautement plastiques qui, en fonction de I'environnement tissulaire, peuvent adapter leur fonction pour répondre
aux besoins du moment : GATA3, GATA binding protein 3; IFN-0, interféron-gamma; IL, interleukin ; ILC, cellule
lymphoide innée ; RA,acide rétinoique : RORUt, RAR-related orphan receptor gamma-t ; T-bet, T-box expressed-
in-T; TGF-a, Transforming Growth Factor Beta.

1.2.5. Fonctions des ILCs

Les ILC du groupe 1 contient des cellules qui possédent la capacité de produire des cytokines
inflammatoires de type 1, notamment les cellules NK (Elemam, Hannawi, et Maghazachi
2017). Aprés infection des cellules de I'héte par des virus ou des bactéries, les ILC1 produisent
les cytokines effectrices telles que IFN-y et TNF-a (Crinier et al. 2017). De plus, les ILC1
participent a la protection des barriéres intestinales contre les infections par les bactéries par
la production d’IFN-y et impliquées dans la surveillance immunitaire de certaines

tumeurs(Simoni et Newell 2018; Crinier et al. 2017).

Les ILC2 se caractérisent par leur capacité a produire des cytokines pro-inflammatoires
telles que GM-CSF, IL-3, IL-6, IL-8, IL-9 et IL-21 et des médiateurs lipidiques qui régulent la
fonction ILC2 humaine (Elemam, Hannawi, et Maghazachi 2017). De plus, les ILC2 activées
déclenchent des réponses inflammatoires via la sécrétion des cytokines de types 2 (Sunaga
et al. 2022). Ces cellules participant a la surveillance des infections parasitaires en réponses
a I'lL-4, I'lL-5, I'lL-9 et I'lL-13. Elles induisent la vasodilatation, la production de matrice
extracellulaire et de mucus et I'activation des macrophages de type 2 (M2) pour I'élimination
des parasites (Crinier et al. 2017). Les ILC2 jouent également un rdle essentiel dans
I'hnoméostasie métabolique, ou elle limitent les effets des aliments riches en graisse qui
induisent l'obésité et la résistance a l'insuline (Elemam, Hannawi, et Maghazachi 2017). A

partir de cellules B, I'lL-5 module la production d'anticorps et augmente la sécrétion d'IgA.Pour
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I'exclusion des nématodes entériques parasites, I'lL-13 favorise l'activité du muscle lisse
(Sunaga et al. 2022). Enfin, les ILC2 jouent un réle dans la réparation des tissus et la
cicatrisation des plaies et & cause de leur production de I'amphiréguline et participent a
I'hnoméostasie pulmonaire et a la réparation des tissus respiratoires endommagés (Elemam,

Hannawi, et Maghazachi 2017).

Les ILC3 et LTi réagissent de fagon semblable aux cellules Th17. Elles jouent un r6le
important dans la lutte contre les infections microbiennes extracellulaires principalement dans
le tissu intestinal. Elles produisent I'lL-17, I'lL-22 et I'lFN-Y qui contribuent dans le maintien de
la stabilité de tissu intestinal et la prolifération des cellules intestinales (Castillo-Gonzélez et
al. 2022). L'IL-22 produite par les ILC3 régule I'absorption des nutriments par l'intermédiaire
de I'épithélium intestinal, régulant ainsi le renouvellement épithélial et la maintenance des
cellules souches (Domingues et Hepworth 2020). Les LTi jouent un réle important dans la
formation de tissus lymphoides secondaires et la défense de I'héte grace a la production d’IL-
22. Elles stimulent la réparation des tissus et la protection immunitaire (Almeida et Belz 2016a).
La signalisation IL-22 provoque la production des peptides antibactériens qui régulent le
microbiote commensal et limitent I'accés a la niche épithéliale et mugueuse (Domingues et
Hepworth 2020).

Apreés l'infection par P. aeruginosa, il a été observé une expansion des cellules au sein
des ganglions, composées principalement des ILC qui secrétent généralement I'lL-17 et qui
joue un réle important dans la protection contre l'infection par P. aeruginosa. Les ILC ont la
capacité a orchestrer une réponse neutrophile. Elles peuvent également produire une variété
de peptides antimicrobiens telles que les défensines et les protéines S100 (Bayes, Ritchie, et
Evans 2016) .
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1.3. Interleukine-17
1.3.1. Généralités

L’interleukine-17 (également connue sous le nom d’'IL-17A) a été décrite pour la

premiére fois en 1993 comme le produit du géne CTLAS8 (antigéne cytotoxique du lymphocytes
T8) identifi¢ dans les génomes de la souris et de 'homme. C’est une cytokine pro-

inflammatoire qui favorise le maintien de 'immunité innée et adaptative et innée et joue un role
essentiel a la défense aigué contre les infections bactériennes et fongiques. Cette cytokine est
aussi impliquée dans le développement des maladies inflammatoires telles que les maladies
auto-immunes, les troubles métaboliques et le cancer (Miossec 2017). En réponse a des
agents pathogénes ou a des Iésions tissulaires, une diversité de cellules innées, y compris les
macrophages, les DC, les cellules NK, les LTi, les ILCs ,les cellules yd-T sécrétent I'lL-17
(Onishi et Gaffen 2010). Enfin, L’IL-17 est également produite par les lymphocytes T CD8+ et
les cellules Th17 (Miossec 2017).

1.3.2. Membre de la famille

Chez les mammiféres la famille de cytokines IL-17 est composée 6 protéines (IL-17A
a IL17F) et 5 récepteurs polypeptides (IL-17RA- RB, RC, RD et IL-17RE)(Ge, Huang, et Yao
2020). Différents types de cellules immunitaires sécrétent 'lL-17A et I'L-17F. L'IL-17B, I'lL17C
et I'lL-17D sont produits spécialement par les cellules épithéliale (Ruiz De Morales et al. 2020).
L’IL-17F présente une homologie de 50% avec I'lL-17A et I'lL-17A et I'lL-17F ont une affinité
de liaison privilégiée pour I'hétérorécepteur (Miossec 2017). IL-17B et IL-17D sont moins
homologues et L'IL-17E partage moins de 17 % d'homologie avec I'lL-17A (Zhang et al.
2011). Tous les members de la famille des cytokines IL-17sont des homodiméres a I'exception
d’'IL-17A et IL-17F (IL-17A/F) qui ont été décrits comme un hétérodimére mais pourraient

exister en tant homodimeéres et sont co-exprimés par des génes liés (Nies et Panzer 2020).

1.3.3. Récepteur et signalisation d’IL-17

Le récepteur de la liaison a I'lL-17 (IL-17RA) a été décrit pour la premiére fois en 1995
et la famille des récepteurs de I'lL-17 comprend cing membres (IL-17RA, RB, RC, RD et IL-
17RE). Les IL-17R sont des récepteurs transmembranaires caractérisés par un motif
cytoplasmique commun appelé SEF/IL-17R (SEFIR) dans le domaine intracellulaire et une

région de type fibronectine type Ill dans la région extracellulaire (Ge, Huang, et Yao 2020).

Les récepteurs de I'lL-17 sont largement présents dans divers types de cellules, ce qui

conduit a la capacité de la plupart des cellules de répondre a cette cytokine et l'interaction
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entre une IL-17 et son récepteur primaire présente une affinité élevée pour permettre la liaison
(Ruiz De Morales et al. 2020).

IL-17RA est un récepteur commun a diverses isoformes de I'lL-17 et peut exercer un
réle multiples en réagissant avec d'autres récepteurs de I'lL17(RC,RB, RD ,RE)(Loré, Chen,
et Bulek 2021).

La liaison de I'L-17A a I'lL-17RA induit le recrutement de I'lL-17RC pour former le
complexe IL-17RA-IL-17RC (les ligands IL-17 ont un domaine de nceud de cystine C-terminal
pour se lier aux IL-17R)(S. Chen et al. 2024). Le complexe de récepteurs est composé d’'une
sous-unités IL-17RA exprimée de maniere ubiquitaire et d'une seconde sous-unité spécifique
au ligand (IL-17RB-RE) (Nies et Panzer 2020).

L’'IL-17 avec leur récepteur apparenté (IL-17R) forme une voie de signalisation
essentielle pour diverses fonctions notamment la défense de héte, la réparation tissulaire et la
pathogenése du cancer, de l'inflammation, et l'auto-immunité (S. Chen et al. 2024). Lors de
la ligation des cytokines, le complexe de récepteur de I'lL-17 subit un changement de
conformation permettant l'interactions entre les domaines SEFIR du récepteur et I'adaptateur
de signalisation Act1l(CIKS)(Chen, Liu, et Zhong 2020). Cette interaction entre les domaines
SEFIR et CIKS entrainant le recrutement de TRAF6 et TAK1 pour activer NF-kB les voies
canonique de la protéine kinase activée par le facteur nucléaire (NF-kB) et de la protéine
kinase activée par la mitogéne (MAPK), qui incluent la kinase régulée par signal extracellulaire
(ERK), la p38 et la kinase amino-terminale (JNK) de la CCAAT-enhancer-binding protein
(C/EBPsS)(S. Chen et al. 2024)(Zhu et al., 2010).L'activation de TRAF4 en complexe avec
MEKK3 et MEK5 active ERK5.La stabilité de 'ARNm des génes contrdlés par I'lL-17 est
contrlée TRAF2 activée par I'lL-17 et TRAF5 ce qui entrainent I'activation transcriptionnelle
des génes cibles de I'lL-17A, qui jouent des rdles clés dans linflammation (figurel.6)
(Milovanovic et al. 2020).
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Figure 1.6. Voie de signalisation de linterleukine-17A (Ge, Huang, et Yao 2020).
Initialement, la signalisation de I'lL-17R est couplée a I'Actl, qui inclut un domaine SEFIR et est nécessaire a la
stabilisation de I'lL-17R-Actl. Actl peut inclure I'ubiquitine ligase TRAF6 et E3. Lorsque la liaison ligand, TRAF2/5,
TRAF4 et TRAF6 sont activés par Actl et stabilisent '’ARNm en activant les protéines de liaison dans I'ARN Arid5a,
HuR et DDX3X. L'IL-17A active AP1 et MAPK, ainsi que ses facteurs de transcription & et C/EBPB (CBAD). L'IL-
17A aide a réduire I'lkBa et a activer I'IKK, stimulant ainsi la signalisation NF-kB. Le NF-«kB, en tournée, protége
contre les maladies infectieuses et antimicrobiennes provoquées par I'lL-17A. La transmission du signal IL-17A/NF-
kB peut augmenter le temps de réaction pour contréler I'activation excessive de la cascade NF-kB. TRAF, opérateur
associé au bénéficiaire du TNF ; SEFIR, expression similaire au passage des fibroblastes et de I'lL-17R ; Extension
SEFEX, SEFIR ; TLR, récepteurs de type Toll ; C/EBPB, CCAAT/protéine activatrice § ; Domaine d'activation
CBAD, C/EBPg ; AP1, protéine activatrice 1 ; MAPK, protéine kinase activée par un mitogéne ; NF-kB, facteur
nucléaire kB ; Dégradation des kinases IKK, IkBa et IkB ; JNK, Janus Kinase. HUR, antigéne R humain.

1.3.4. Structure et localisation de Géne IL-17

Le géne IL17A est situé sur le chromosome 6pl2chez 'homme (figurel.7) (chez la
souris sur le chromosome 1A4). Il comprend trois exons et deux introns et code pour six
protéines (IL-17A-F)) de poids moléculaire 20 a 30 kDa(Ge, Huang, et Yao 2020) (Thiam et al.
2024).
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Figure 1.7. Localisation du gene IL-17A sur le chromosome 6 humain(Thiam et al . 2024).

La structure d’IL-7 présente quatre résidus de cystéine formant des ponts disulfures

intramoléculaires, deux inter liaisons disulfures en chaine qui lient de maniére covalente deux
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monomeres et une terminaison C conservée (S. Liu et al. 2013). L'IL-17A est composée de
177 acides aminés, contenant le N peptide signal terminal, le site de glycosylation lié a N et
résidus de cystéine conservés parmi la famille IL-17(Zhang et al. 2011). Les structures des
parties C-terminales de ces cytokines sont trés similaires et les séquences dans les extrémités
N-terminales de I'lL-17 sont trés variables (Jin et Yin 2019).

1.3.5. Fonctions d’IL-17

Les membres de la famille des cytokines de [I'IL-17 ont différentes fonctions
biologiques. Elles favorisent les réponses immunes protectrices contre de nombreux agents
pathogenes et sont impliqgués dans la pathologie inflammatoire lors de l'infection et l'auto-
immunité (Mills 2023). De plus, IL-17 peut déclencher une puissante réponse inflammatoire
comprenant la production de ligands de chimiokine (motif C-C)-20 et de facteur de stimulation
de la lignée (G-CSF), qui agissent en synergie avec d'autres cytokines pro-inflammatoires (par
exemple, le TNF-, I'lL-6 et I'lL-1) pour induire le recrutement de neutrophiles (Zenobia et
Hajishengallis 2015). Les cellules présentatrices de I'antigene (CPA) produisent I'lL-23 et IL-
1 en réponse aux protéines de stress, les modéles moléculaires associés aux pathogénes
(PAMP), ou les métabolites microbiens pour accélérer la libération d'IL-17 dans les sites
d’infections (Ge, Huang, et Yao 2020).

En réponse a une invasion chronique des agents pathogenes, I'IL-17A stimule les
macrophages et les neutrophiles pour produire des AMP, y compris les défensines, les
lipocalines, les protéines S100, les lactoferrines et les protéines de régénération (REG), pour
aider a tuer les bactéries (Iwakura et al. 2011) et peut induire d'autres protéines, notamment
les protéines nitriques inductibles oxyde synthase (iNOS) et cyclooxygénase-2 (COX-2)(Ge,
Huang, et Yao 2020). L'IL-17 également favorise I'expression de divers génes antimicrobiens
telles que 24p3 qui joue un rdle important dans la défense de I'h6te grace a sa capacité de se
lier aux sidérophores bactériens et a l'inhiber, limite ainsi I'absorption du fer par des certaines
bactéries (Ge, Huang, et Yao 2020).

L’IL-17 est une cytokine qui réagit comme une cytokine anti- ou protumorale. Il a été
démontré que I'lL-17 inhibe I'apoptose des cellules dysplasiques et favorise I'angiogenése,
linvasion, les métastases et le recrutement des macrophages associés aux tumeurs (TAM)
(Ruiz De Morales et al. 2020). Enfin, IL-17 peut favoriser la destruction du tissu conjonctif et
du tissu sous-jacent en stimulant la production de métalloprotéinases matricielles (MMP) et

RANKL des cellules stromales (Zenobia et Hajishengallis 2015).

L'IL-17 et I'lL-22 produits par ILC3s peuvent induire des mécanismes de défense
épithélial et des réponses granulocytaires pour lutter contre les infections bactériennes et

fongiques extracellulaires (Sedgwick et al. 2020).
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Figure 1.8. Effet biologique d’IL17 (Milovanovic et al. 2020).
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1.4. Réaction de polymérisation en chaine
1.4.1. Définition

La réaction en chaine par polymérase (PCR) est une technique puissante pour
amplifier un fragment spécifigue de I'ADN dans les laboratoires. Cette technique a été
développée par Mullis et ses collegues au début des années 1980. Grace a sa capacité a
produire des résultats rapides, spécifiques et quantitatifs, la PCR est devenue un outil essentiel
dans de nombreuses applications et dans plusieurs domaines, y compris la recherche
biologique et médicale pour analyser I'expression des génes et de mutation, étudier le

génotypage et détecter les agents pathogénes (Wages 2005).
1.4.2. Principe de la PCR

La PCR est une technique qui permet de synthétise de millions de copies d'une
séquence d'ADN a partir d'un extrait d'ADN. Elle est basée sur lutilisation de I'ADN
polymérase, I'enzyme clé qui lie les nucléotides individuelles pour former le produit du PCR a
l'aide d’'un thermostable et d’'un thermobloc automatisé qui permet des changements rapides
de température (Wages 2005). Chaque test PCR nécessite la présence d'ADN matrice,

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

La PCR permet d'amplifier des séquences dont la taille est inférieure a 6 kb. La réaction
PCR est extrémement rapide et elle ne dure que quelques heures (2 a 3 heures pour une PCR
de 30 cycles) (Garibyan et Avashia 2013).

La PCR comprend trois étapes principales : dénaturation de I'ADN cible, hybridation avec les
amorces, et élongation. Aprés le premier cycle, chaque molécule de matrice a été amplifiée
en deux molécules et a chaque fois ces trois étapes sont répétées plusieurs fois (Shafeeq
2021).

1.4.3. Composants de la PCR
1.4.3.1. L’ADN

L’échantillon d'ADN contient la séquence cible et qui est extrait a partir de I'échantillon
que I'on veut analyser (salive, cheveux, cellules, le sang périphérique ...). Cette séquence doit
étre amplifiée avant d'étre analysée. Au début de la réaction, une température élevée est

appliquée a la molécule d'ADN double brin pour séparer les brins (Garibyan et Avashia 2013)
4.1.3.2. Les amorces

Les amorces représentent des petits fragments d'’ADN (oligonucléotides) nécessaires
a l'accrochage de la polymérase avec un arrangement pour compléter et amplifier la cible

ADN. La taille de ces amorces est comprise entre 10 et 30 nucléotides pour assurer une
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hybridation suffisamment spécifigue sur la séquence souhaitée d'ADN matrice (Shafeeq
2021). L’une des amorces est créée pour reconnaitre par complémentarité une séquence du
brin sens 5°-3’ du fragment d’ADN, I'autre pour reconnaitre par complémentarité brin antisens
(3’-5’) du méme fragment d’ADN (Lorenz 2012). Les amorces sont des ADN simple brin dont
I'hybridation sur les séquences encadrent la séquence d’intérét va permettre sa réplication de
maniere sélective (Kadri 2020) .

Plusieurs caractéristiques doivent étre prises en considération lors de la conception

des amorces :

» Lalongueur de I'amorce doit étre de 15 a 30 résidus nucléotidiques (bases).

Y

La teneur optimale en G-C devrait situer entre 40 et 60%.

» L’extrémité 3' des amorces doit contenir un G ou un C afin d’enserrer I'amorce et
d'empécher la "respiration" des extrémités. La « respiration » de I'ADN se produit
lorsque les fins ne restent pas recuites mais se délaite ol se détachent. Les trois
liaisons hydrogene par paires GC aident a empécher la respiration et a augmenter la
température de fusion des amorces.

» Les extrémités 3' d'un ensemble d'amorces contenant des amorces a brins positif et
négatif ne doivent pas étre complémentaires les unes des autres, et les extrémités 3'
d'une seule amorce doivent étre complémentaires des autres séquences de I'amorce.
Ces deux scénarios conduisent respectivement a la formation de structures amorce-
dimére et boucle en épingle a cheveux.

» Les températures optimales de fusion (T m) pour les amorces devraient étre comprises
entre 52 et 58 degrés Celsius, mais la plage peut étre étendue a 45-65 degrés Celsius.
La différence entre les Tm finales des deux amorces ne doit pas dépasser 5 degrés
Celsius.

> Les répétitions de dinucléotide (par exemple, GCGCGCGCGCGCGC ou

ATATATATAT) ou des séries a une seule base (par exemple, AAAAA ou CCCCCQC)

doivent étre évitées car elles peuvent provoquer un glissement le long du segment

amorcé de I'ADN et de la boucle en épingle a cheveux. S'il est inévitable en raison de
la nature de la matrice d'ADN, n'incluent que les répétitions ou séquences d’'une seule

base avec un maximum de 4 bases(Lorenz 2012).
1.4.3.3. Les nucléotides

Les nucléotides comprennent les quatre bases adénine, thymine, cytosine et guanine
(A, T, C, G) présentes dans I'ADN. Elles agissent comme des éléments de base utilisés par

I’ADN polymérase pour créer le produit PCR résultant (Garibyan et Avashia 2013).
1.4.3.4. L’enzyme, Taq polymérase
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L’utilisation d’'une ADN polymérase purifiée ou clonée a partir d’'une bactérie Thermus
aquaticus, qui vit dans les sources chaudes et résiste a des températures élevées est
indispensable. L’ADN polymérase Taq est un type d'enzyme qui synthétise de nouveaux brins
d'ADN complémentaires de la séquence cible et une enzyme clé qui joue un réle important en
garantissant la fidélité de la réplication de 'ADN et assurer des résultats précis et fiables. Cette
polymérase a la caractéristique de résister a des températures avoisinant les 100°C,
généralement suffisantes pour dénaturer la plupart des protéines ADN polymérase permet la
réplication (Kadri 2020)

1.4.3.5. lons de Mga2+

L'ion Mg?* agit comme un cofacteur essentiel de I'activité la Taq Polymérase. Ces ions
permettent l'incorporation des dNTPs pendant la polymérisation et facilitent I'nybridation entre
I'amorce et la matrice d'/ADN en stabilisant la charge négative du groupe phosphate. Les ions
Mg2+ se lient au site actif de I'enzyme et catalysent la formation d'une liaison phosphodiester

entre le groupe 3'-OH d'un dNTP et le groupe phosphate d'un autre dNTP(Lorenz 2012).
1.4.3.6. Le thermocycleur

Le thermocycleur est un appareil thermigue qui effectue la réaction PCR. Cette
machine chauffe et refroidit les tubes réactionnels a la température requise pour chaque étape
de réaction (Shafeeq 2021).

1.4.4. Etapes de la PCR

Il excite 3 étapes essentielles dans la technique I'amplification par PCR : la
dénaturation, I'hybridation et I'élongation (figure 1.9).
1.4.4.1. La dénaturation

C'est la séparation des deux brins d'/ADN, obtenue par I'élévation de la température.
La premiére période s’effectue a une température de 94°C, appelée température de
dénaturation. A cette température, 'ADN matriciel, qui sert de matrice lors de la réplication,
est dénaturé : les liaisons hydrogéne ne peuvent étre maintenues a une température
supérieure a 80°C et I'ADN double brin est dénaturé en ADN simple brin (Kadri 2020) .

1.4.4.2. L’hybridation

La deuxieme étape est I'’hybridation dans cette étape, la température de réaction est
abaissée pour permettre I'hybridation des amorces sur I'ADN cible. Elle est réalisée a une

température généralement comprise entre 40 et 70°C, appelée température d'hybridation des
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amorces. La diminution de la température permet aux liaisons hydrogene de se reformer et de
s'hybrider les brins complémentaires. Les amorces s‘hybrident plus facilement que I'ADN
matriciel long brin. Plus la température d'hybridation est élevée, plus I'hybridation est sélective
et spécifiqgue (Wages 2005).

1.4.4.3. L’élongation

La phase finale comporte une période d'allongement prolongée réalisée a une
température de 72°C, appelée température d'allongement et une durée dépend de la longueur
et de la composition de lI'amplicon. Cette derniére étape permet la synthése du brin
complémentaire (Lorenz 2012). A 72°C, la Taq polymérase se lie aux ADN simple brin
amorceés et catalyse la réplication en utilisant les désoxyribonucléoside triphosphates présents
dans le mélange réactionnel. Les régions de I'ADN matrice en aval des amorces sont ainsi
synthétisées sélectivement. Au cycle suivant, les fragments synthétisés au cycle précédent
sont a leur tour matriciels et apres quelques cycles, I'espece prédominante correspond a la
séquence d'ADN entre les régions ou les amorces s'hybrident. Il faut 20 & 40 cycles pour
synthétiser une quantité analysable d'ADN. Chaque cycle double théoriquement la quantité
d’ADN présente dans le cycle précédent (Kadri 2020).
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L’amplification de fragments d’ADN in vitro:la P
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Figure 1.9. Représentation schématique de la réaction de polymérisation en
chaine(Garibyan et Avashia 2013)
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1.5. Problématique et Objectif
1.5.1. Problématique

Au cours des derniéres années, une nouvelle population de cellules immunitaire qui
jouent un role important dans le développement et le maintien de 'immunité a été identifié.
Ces cellules sont les ILCs. A la base des capacités fonctionnelles, des profils cytokiniques et
de l'expression des facteurs de transcriptions, ces cellules se différencient en 3 sous-
populations ILC1s, ILC2s et ILC3s. Les ILC3s jouent un réle important dans la protection
contre l'infection bacterienne et la défense de I'n6te. Elles réagissent de fagcon semblable aux
cellules Th17 par I'expression du facteur de transcription ROR-t et la sécrétion de I'lL-17 et
I'lL-22 en réponse a la stimulation de I'lL-23 et de I'lL-1. De plus, Il a été montré que I'lL-17
induit la sécrétion des chimiokines, telles que CCLX8 qui favorise le recrutement des

neutrophiles vers le site d’infection.

La conception des amorces est une étape essentielle pour la réussite de la réaction de
la PCR, une technique qui permet I'amplification du géne IL-17A pour examiner son expression

dans les ILC3s au cours d’infection bactérienne par P. aeruginosa.

1.5.2. Objectif

L’objectif est de concevoir des séquences d’oligonucléotides qui seront utilisé des
amorces a I'amplification du géne IL-17A par PCR.
1.5.3. But

Ce travail consiste a la création des amorces spécifiques au géne IL-17A pour identifier

son taux d’expression par les ILC3s au cours des infections bactériennes.
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2.1. Conception des amorces

La conception d'amorces représente une étape essentielle pour la réalisation d’'une
bonne PCR. Elle est utilisée pour amplifier spécifiquement une séquence cible et nécessite de
nombreux parametres, notamment une température de fusion (Tm) similaires, teneur en GC
équilibrée, et doivent éviter I'auto-complémentarité et la formation en épingle a cheveux
(Rahman et al. 2020).

Afin d’amplifier une région spécifique de I'ADN, la paire d'amorces utilisée doit étre
complémentaire au brin d’ADN et orientée dans le bon sens 5—3’ pour permettre a 'ADN

polymérase la synthése du brin complémentaire (Lorenz 2012).

Lors de la conception des amorces pour la PCR, plusieurs critéres doivent étre

respectés, a savoir :
eLa longueur de I’'amorce

Les amorces doivent avoir une longueur de 18 a 24 bases et coder uniqguement pour
les sites spécifiques de la séquence a amplifier. La longueur de 'amorce affecte la réussite de
la PCR en influencant la spécificité, la température de fusion et le temps de recuit (Apte et
Daniel 2009).

eTempérature de fusion (Tm)

Les paires d’amorces doivent avoir des températures de fusion similaires situe entre

56 et 62°C, et ne doivent pas différer de plus de 5°C pour les deux amorces (Lorenz 2012) .
el a spécificité

La caractéristique essentielle de 'amorce est la spécificité de la cible. Les amorces doivent
étre spécifiques de la région a amplifie. Cette spécificité dépend partiellement de la longueur
de I'amorce. De ce fait, les amorces doivent étre sélectionné de maniére a ce qu'elles
présentent une séquence unique dans I'ADN matrice qui doit étre amplifiée. De plus, une

température de fusion de 55 a 72 °C offre les meilleurs résultats (O’Halloran 2016).
eLateneur en GC

La teneur optimale en G-C doit étre situer entre 40 et 60 %(Lorenz 2012).
eSéquence a I'extrémité 3

Au cours d’'une technique PCR, Il est démontré que la position terminale 3’ est

essentielle pour éviter le désamorgage, et l'inclusion d'un résidu G ou C a I'extrémité 3 'des
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amorces augmente I'efficacité de I'amorcage (Bustin, Mueller, et Nolan 2020). L'utilisation des
extrémités 3' des amorces PCR afin de prévenir les homologies au sein d'une paire d'amorces
qui pourraient conduire a un faux amorgage et a la production d'amplicons non spécifiques
(Apte et Daniel 2009).

e Séguences d'amorces complémentaires

Les amorces doivent étre congues absolument sans aucune homologie intra-amorce
au-dela de 3 paires de bases. Si une amorce possede une telle région d'auto-homologie, des
structures partiellement doubles brin en « épingles a cheveux » peuvent se former et

perturberont I'hybridation avec la matrice.

Un autre risque similaire est I'nomologie inter-amorce. L'hybridation peut étre perturbée

par 'hnomologie partielle dans les régions centrales de deux amorces.

Les extrémités 3' d'un ensemble d'amorces ne doivent pas étre complémentaires les
unes des autres, et la complémentarité entre les amorces entrainent la formation de dimeres

d'amorce (Lorenz 2012).

2.2. Conception des amorces pour amplifier le géne IL-17A
2.2.1. Détermination de la séquence du géne IL-17A
La conception des amorces commence par la recherche de la séquence de référence

du géne IL-17A, en utilisant la base de données Ensembl dans le site _www.ensembl.org

(figures 2.1, 2.2, 2.3 et 2.4). Lors de la recherche la séguence du géne IL-17A, il faut spécifier

d’espéce humaine.

www ensomblorg . ) h B
EMBL-EBI User Survey 2024
DO duta rwsources manngod by EMOLED! and our cosabombors make & dfumnce 1o your work?

Piarsn take 10 munisies 0 B 0 00 MANA! SOf SUrvey. A DK Us MONE th Cau0 Jor ity SUSHINING Open data rscurces s Critcn for i sCiices (mearch
Sutvey ink.

DIASTAUAT | VEP | Tooks | IoMard | Downoads | Hotp & Docs | filog

Search

1-Chomir Pespace Human i

el 3ceuerswGo |

Figure 2.1. Plateforme de la base de données Ensembl. (1) spécifier 'espéce Humaine. (2) écrire
le nom du gene IL17A ensuite. (3) cliquer sur GO pour afficher les résultats de la recherche (tous est encadrer en
rouge).

30



Chapitre 2. Matériel et méthodes
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W °
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Human Phanceype

Human Phanceype

Figure 2.2. Résultats de la recherche du géene IL-17A. Cliquer sur le premier résultat et vérifier le
géne désiré et qui correspond a I'espéce humaine (Human Gene) (encadrer en rouge).
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Figure 2.3. Caractéristiques du géene IL-17A. La plateforme Primer-BLAST montre les
différentes caractéristiques du géne IL-17A. Il faut cliquer sur Séquence pour afficher la séquence du géne
IL-17A (en rouge).
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Marked-up sequence @
| & 0 d sequonce | s soquecce |

Exoos  [L17Aexoes

AT TCATAGCAGOCACAMETCATCCATCCOCAGTT cwccar) e et la colle sur un hicheer
ACTCCTORANNT AT Word

i

Figure 2.4. La séquence du géne IL-17A par la plateforme Ensembl. Sélectionner une partie
de la séquence et la copier dans un document Word.

Pour faciliter notre recherche, on utilise des amorces spécifiques du géne IL-17A, qui
contient des séquences codantes —les exons- (caractéres en rouge) et séguences non
codantes-les introns- (caractéres en noir), puis notre séquence est copiée dans un fichier Word
et la séquence d'intérét est encadrée comme montré dans cette figure. Dans ce travail, jai

choisi la séquence comportant I'exon 1 (figure 2.5).

CGTAAGTGACCACAGAAGGAGAAAAGCCCTATAAAAAGAGAGACGATAGCGCTACATTTT
GTCCATCTCATAGCAGGCACAAACTCATCCATCCCCAGTTGATTGGAAGAAACAACGATG
ACTCCTGGGAAGACCTCATTGGTGGTGAGTCCTGCACTAACGTGCGATGCTCTTGCTGAT EXON 1

TTGGACCAGATAGTATTTCTGGACCGTGGGCATGAAACGCTGGGTTCTGACTATGGAGAT

Figure 2.5. La séquence de I’exon 1 du géne IL-17A.
2.2.2. Design des Primers : L’outil Primer-BLAST

A l'aide la base de données du National Center For Biotechnologie Information (NCBI)

nous avons utilisé le logiciel Primer blast sur le site www.nchi.nlm.nih.gov afin de concevoir

les bonnes paires d’amorces (figure 2.6). Le Primer-BLAST un outil de conception d'amorces
populaire pour amplifier spécifiguement une séquence modéle ou un ensemble de modéles

associés a partir d’'une population d’acides nucléiques.

Les figures 2.6, 2.7 et 2.8 représentent les différentes étapes a suivre pour I'utilisation
de cette plateforme.
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Figure 2.8. L’outil Primer-BLAST. (1) La page du logiciel s’affichera comme dans la figure dessus, (2)
copier la région d’intérét encadrer dans document Word et la coller dans la case « Enter accession, gi, or FASTA
sequence » (encadrer en rouge), puis supprimer les espaces entre les lignes (indiquer par la fleche rouge et
I'espace en bleu), ensuite (3,4,5,6) on détermine les amorces sens et anti -sens (Forward et Reverse Primers).

Ensuite, nous avons sélectionné certaines caractéristiques afin d’obtenir nos
résultats.
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Note: Parameter values that differ from the default are highlighted in yellow
Primer Pair Specificity Checking Parameters

Specificity check (2 Enable search for primer pairs specific to the intended PCR template @
Search mode Automatic v @
Database Genomes for selected eukaryotic organisms fptmaryasmiyonlyﬁ 1-Séecionner celle case en choise = for

Exclusion transeripts face th XM, XR prefin) || Exc = 52
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Show results in a new wow B2 Use new graphic view ©
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= Advanced parameters

Figure 2.9. Paramétres de vérification de la spécificité des paires d’amorces (Primer

Pair Specificity Checking Parameters). Faite défiler la page en bas, puis (1) sélectionner la case ou
c’est écrit « RefSeq mRNA » et choisir « Genomes for selected oraganisms », (2) vérifier 'espece que c’est bien
« Homo sapiens », (3) cocher la case « Show results in a new window » pour que les résultats s’afficheront dans
une nouvelle fenétre et aprés (4) cliquer sur « Get Primers » pour afficher les résultats.
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Les amorces choisies doivent répondre aux critéres de choix de bonnes amorces.
2.2.3. Confirmation des résultats par In-Silico PCR

Afin de vérifier la fiabilité des amorces, nous avons réalisé une analyse de confirmation
de nos résultats de primer Blast grace a une réalisation d’'une PCR in silico (PCR virtuelle) au

site «génome.ucsc.edu» (figures 2.10 et 2.11).

(B B XCSCGenome Browses Home % | ) Primer cesigning tool x B v - o X

ttps//genome uescedu % &:Allex =y 1 phalicfivme s spginoma ucic th » powr; conkirmar, s nésil s & 9 L @ 8

« > C o}
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ﬁ
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Figure 2.10. Plateforme du site « genome.ucsc.edu». Confirmation des résultats par la plateforme
« UCSC genome browser ». (1) Aller sur la plateforme « UCSC genome browser », (2) cliquer sur « Tools », (3)
cliquer sur « in Silico PCR ».

B B uCsCinsilco PCR X | B) Primer designing tool X D) Primer-Blast results X 4+ v - a8 x
< (¢] QO 8 https//genome ucscedu/cgi-t B % ® & @ O =
Genomes  Genome Browser  Tools Mirrors Downloads My Data Projects Help About Us
UCSC In-Silico PCR
Genome: Assembly: Target: Forward Primer: Reverse Primer:
Human v Dec, 2013 (GRCh38/hg38) & genome assembly v submit
Max Product Size: |4000 Min Perfect Match: 15 Min Good Match: 15 Flip Reverse Primer: Append to existing PCR result:

About In-Silico PCR

In-Silico PCR searches a sequence database with a pair of PCR primers, using an indexing strategy for fast performance. See an example 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 fo 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 and in . Here is an example from human:

>chr22:31000551431001000  TAACAGATTGATGATGCATGAAATGGG CCCATGAGTGGCTCCTAAMGEAGCTGE
TEACAGATTGATGATGC

R 26!

t

tatc

Figure 2.11. Le site In-Silico PCR.
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3.1. Résultats de la conception des amorces
3.1.1. Résultats du Primer-BLAST

La conception des amorces spécifiques du géne IL17A a passé par plusieurs étapes.
Tout d'abord, on a utilisé le site Ensembl pour avoir la séquence du gene IL-17A. Ce géne est
constitué de 3 exons. Dans ce travail, nous avons choisi I'exon 1. Ensuite, nous avons utilisé
loutil Primer-blast de la base de données NCBI pour la conception de nos amorces. Ce

dernier, nous a permis d’avoir 5 paires d’amorces propres au géne IL-17A de I'exon 1.

Les résultats obtenus sont représentés dans les figures 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5 et 3.6.

« C oG . M o ¢ e R - O
W A oficial webiite of e Uinied States governvment Here s b v boow Al
4
]
v
o=
Primer-BLAST» so8 i
Primer-BLAST Results © (<}
Input PCR template i |Query_1 &
Range 1 - 900 w
Specificity of primers  Primecs may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database Fularyotic genomes (Refseq representative
primary assemblly + mitochondrion + plastid ) (Organism limited to Momo sapieas)...holp o specific primers
Other reports  »Sasech Summeny
= Graphical view of primer pairs La séquence complide - Les dillézentes amorces -
CrSa e a a®e I / T Y
V) Frimer paire for fob TEARovimaahll oMy S ystEIYONIAANC o
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. —‘. = S
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Figure 3.1. Résultats du Primer-BLAST. La page des résultats s’affiche comme en dessus, en
rouge c’est la séquence compléte et les fleches en bleu représentent les différentes amorces.

Primer pair 1 1 l l
Sequance (5->3) Tomplate strand Length  Start Stop Tm  GC%  Self complementarity Slf 3 complementarity
Forward primer CGCCACGTAAGTGACCACAG Plus. 20 176 195 61.28 60.00 6.00 1.00
Reverse primer GCATCGCACGTTAGTGCAG Minus 19 350 332 5994 5789 500 300
Product length 175
Products on intended targets
>NC_D00006.12 Homo sapiéns chromosome 6, GRCh38.p14 Primary Assembly
I Primer pair 2 I l l
Sequence (5>3) Template strand Length  Stat Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3’ complementarity
Forward primer CGCCACGTAAGTGACCACA Plus i 176 194 6030 5789 600 200
Roverse primer CAAGAGCATCGCACGTTAGTG Minus 2 355 335 5994 5238 400 300
Product length 180
Products on intended targets
>NC_000006.12 Homo saglens chromosome 6, GRCh38,p14 Primary Assembly

Figure 3.3. Primer pair 2.
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I Primer pair 3 I l l
o
GT.

Template strand Length  Start Stop Tm GC%  Self complemaentarity Self 3 complementarity
Plus 1 200

174 192 6030 5789 600

Forward primer 2
Minus 21 a2 392 5593 47.62 500 200

Revorse primer
Product length 239

Products on intended targots
>NC_000006.12 Homo sapiens chromosome 6, GRCh38 p14 Primary Assembly

Figure 3.4. Primer pair 3.

[emacpurs ] | |

Sequence (5->3) Template strand Length  Start  Stop Tm GC%  Self complementarity Self ' complementarity
Forward primer TATGACCTCATTGGGGGCGG Plus 20 13132 67 6000 600 1.00
Reverse primer AGCATCGCACGTTAGTGCAG Minus 20 351 332 6135 5500 500 300
Product length 239

Products on intended targets
6.12 Homo saplens chromosome 6, GRCH38 p14 Primary Assembly

Figure 3.5. Primer pair 4.

— | |

Sequence (5'->3) Template strand Length Start  Stop Tm GCx Self complementarity Selt 3 complementarity
Forward primer ACGCCACGTAAGTGACCACA Pius 20 175 194 6202 5500 600 2,00
Reverse primer GTTTCATGCCCACGGTCCAG Minus 20 398 379 6159 6000 400 1.00
Product length 224

Products on intended targets
0006.12 Homo sapiens chromosome 6, GRCh38.p14 Primary Assembly

Figure 3.6. Primer pair 5.

Le tableau 3.1 regroupe les caractéristiques des 5 paires d’'amorces choisies.

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

Les critéres

Température de Teneur en Produit

Longueur (Lengh) | ¢\ &on (Tm) GC(GC%) | spécifique

. Taux optimale
Paires d

’ N o Inférieur a
4 4 0,
18 & 24 bases 56 et62" C 0 et 60% 1000 P

Amorce Amorce Amorce Amorce Amorce Amorce
sens anti-sens sens anti-sens sens anti-sens

1 20 19 61.28 59.89 60 57 175

amorce

2 19 21 60.30 59.94 57.89 52.38 180

3 19 21 60.30 59.93 57.89 47.62 239

4 20 20 61.71 61.35 60 55 239

5 20 20 62.02 61.59 55 60 224
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Les paires d’amorces choisies répondent toutes aux critéres de sélections de bonnes

paires d’amorces (figures 3.6 et 3.7) :

>

La température d'hybridation des amorces est comprise entre 56 et 62°C. Cette

température donne des meilleurs résultats.

La longueur des amorces est entre 18 et 24 bases nucléotidiques.

Le pourcentage de teneur en GC est compris entre 40 et 60% pour les amorces du brin

sens et du brin anti-sens choisies.

Query._1: 1600 (600 nit) © Tracks shown: 2/18

Template strand Length  Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3’ complementarity
Plus 2 176 195 6128 6000 600 1.00
Minus 19 350 332 5994 5789 500 3

P ] 1 11

Forward primer
Roverse primer
Product longth

I 1—\Iﬁifu'hhgmdm,mlﬂlmwnﬁmdh;pm1 GC% I

| 2 Vérifier Fespéce e le chromosome de géne #-17A |

[ 3 Vérifier la longueur de produit spécifique: # ne doit pas dépasse10000 J

Figure 3.7. Résultats du Primer-BLAST. (1) il faut vérifier la longueur des amorces, leurs
températures d’hybridation et le rapport GC%,(2) il faut vérifier que c’est bien I'espéce et le chromosome du géne
voulu,(3) vérifier la longueur du produit spécifique < 1000pb.

' 1 O Rechercher U / | 2
= . ~ = | pa
=&« v Normal o 4 (&
Aptos, 12 d ; Editeur

Forward primer

Reverse primer

ACTCCTGGGAAGACCTCATTGGTGGTGA

Figure 3.8. Les amorces encadrant la région d’intérét. La Paire d’amorces (en jaune) encadrant la partie de
la séquence de PADN qu’on veut amplifier du géne IL-17A: Forward Primer (amorce sens)
(CGCCACGTAAGTGACCACAG), Reverse Primer (amorce anti-sens)(GCATCGCACGTTAGTGCAG).

3.1.2. Résultats d’in-silico PCR

Les résultats obtenus nous ont confirmé la taille des produits spécifiques obtenus et

la spécificité des amorces concues. De plus, les informations obtenues confirment le
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chromosome 6 porteur du géne IL-17A, la séquence des amorces et la température
d’hybridation (Figures 3.7 et 3.8).

= UCSC in-Siico PCR x Primer designing tool x Primer-Blast results X = 8 X
gning

« > C O 8 hitpssia uescedy

s s My Data Projects Help

UCSC In-Silico PC
>enome Assembly: Target: Forward Primer: Reverse Primer;
[men Dec. 2013 (GRCH38/hg38) v genome assembly v [eoccacemmaronceacas | [ scatoscacsiactocas) submit
g 4-Chiquer ici
I 1-Assurer Fespéce voulue llln Perfect Match: 15 Min Good Match: 15 Flip Reverse Primer: Append to existing PCR result: L‘
~ About In-Silico PCR

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

Configuration Options

Genome and Assembly - The sequence database to search

Target - If available, choose to query transcribed sequences.

Forward Primer - Must be at least 15 bases in length,

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

Max Product Size - Maximum size of amplified region.

Min Perfect Match - Number of bases that match exactly on 3" end of primers. Minimum malch 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 resuit 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 and in k Here is an example from human:

>che22:31009551+31001000 TAACAGATTGATGATGCATGAAATGRG CCCATGAGTGGCTCCTARAGCAGETGE
THACAGATTGATGATGCATGAMTGGORERE R CCIREERt BERERRLED
EACtREagaganagEcIgERCtEEttcataacasgettgtgcgteccaa
tatgacagctgasgttttccagReqe tRat Rt gans coptRogggtang
tacacagaacateetagagasaccctcattcettanagatt asanatans

teeagaatggettacecea:

gaanagtgtgtaccgtaatetcas

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

o.ucsc.edu,

Mirrors About Us

Downloads My Data Projects Heip

I Vérifier que c’est bien le chromasome et la longueur de géne voulue

CGCCACGTAMGTGACCACAGIIREARIAIILCC LAt BIDIAEIRARACE
SUSECRCTICITIIT T Cohtctcatagcaggeacanactcatecatcee
cagttgattggasgaaacaacgatgact cctgggasgaccteattygtysy

R ETRA TN GrGATe | L'mverse de la « Reverse primer » et sa complémentarite |

Primer Melting Temperatures

Forward: 62.7 C cgccacgtoagtgaccacag

Reverse: 61.6 C gcatcgcacgttagtgeag

The ions are done ing 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3, the formula by Rychlik W, Spe
Rhoads RE NAR 1990, which can be activated in Primer3 with PRIMER_TM_FORMULA=0.

Help

 results on local machine

Figure 3.10. Résultats de la confirmation. Un seul résultat est affiché comme en dessus, vérifier si la
taille et le chromosome sont les méme que ceux du géne IL-17A.
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives

Les ILCs représentent une population de cellules immunitaires innées qui n'expriment
pas des récepteurs spécifiques a I'antigéne et jouent un réle crucial dans la régulation de la
réponse immunitaire innée et adaptative. A l'instar des cellules T auxiliaires (Th) CD4+, les ILC
ont été divisées en différents sous-ensembles en fonction de leurs profils de cytokines, des
facteurs de transcription exprimés et de leurs fonctions. Les ILC du groupe 1 comprennent des
cellules cellules cNK et ILC1s qui ont la capacité de produire des cytokines inflammatoires de
type 1 notamment I'lFN-y et le facteur de nécrose tumorale (TNF-a). Les ILC du groupe 2 sont
présentes dans la plupart de tissues barrieres. Ces cellules produisent des cytokines de type
TH2 telles que I'IL-13, I'lL-5 et L’IL-4 et dépendent du facteur de transcription GATAS pour leur
développement. Les ILCs du groupe 3 sont définis par I'expression du facteur de transcription
RORVyt et se caractérisent par la sécrétion des cytokines de type TH17 en particulier L’IL-17 qui
joue un réle important dans la protection contre les infections bactériennes. L'analyse de
I'expression de son taux par les ILC3s lors des infections bactériennes pourrait apporter des

nouvelles perspectives dans les domaines de la thérapie et du diagnostic.

Ce travail a consisté a élaborer des amorces qui vont étre utilisées pour la réalisation
de la PCR afin de caractériser les sous populations des ILCs impliquées dans la défense de
I'héte contre les infections bactériennes. Ce travail, nous a permis de s’initier dans I'utilisation

des outils de la bioinformatique et de se familiariser a plusieurs bases de données.
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Résumé

Introduction : Les cellules lymphoides innées (ILC, Innate lymphoide cells) sont des cellules qui font partie
de la premiere ligne de défense contre les infections notamment les infections bactériennes. Ces cellules
présentent une grande diversité de facteurs de transcription et produisent une gamme de cytokines
impliguées dans certaines réponses immunitaires anti-inflammatoires et anti-infectieuses. L’'IL-17 est une
cytokine pro-inflammatoire produites principalement par les ILC3s et joue un réle important dans les défenses
contre les infections bactériennes.

Objectif : concevoir des séquences d’oligonucléotides qui serviront d’amorces pour amplifier le géne IL-17A
par PCR.

Matériel et méthodes : nous avons utilisé la bio-informatique pour élaborer des amorces spécifiques du
géene IL-17A. La séquence du géne IL-17A a été obtenue grace a la base de données « Ensembl », tandis
qgue les amorces ont été congues a l'aide de l'outil « Primer-BLAST » du site NCBI. Les résultats ont été
confirmés par PCR in silico.

Résultats : plusieurs paires d’amorces spécifiques présentent des caractéristiques optimales pour le bon
déroulement d’'une PCR ont été choisies.

Conclusion : La conception de bonnes d'amorces permet de réussir la technique PCR et par la suite
amplifier le géne IL-17A et étudier son rdle lors de I'infection par P. aeruginosa.

Mots clé : ILC3, IL-17A, P. aeruginosa, Primer-BLAST, amorces.

Abstract

Introduction: Innate lymphoid cells (ILC) are cells that are part of the first line of defence against infections,
particularly bacterial infections. These cells display a wide diversity of transcription factors and produce a
range of cytokines involved in certain anti-inflammatory and anti-infectious immune responses. IL-17 is a pro-
inflammatory cytokine produced mainly by ILC3s and plays an important role in defences against bacterial
infections.

Objective: design oligonucleotide sequences that will serve as primers to amplify the IL-17A gene by PCR.
Material and methods: we used bioinformatics to develop specific primers for the IL-17A gene. The IL-17A
gene sequence was obtained using the “Ensembl” database, while the primers were designed using the
“Primer-BLAST” tool on the NCBI website. The results were confirmed by in silico PCR.

Results: several pairs of specific primers presenting optimal characteristics for the smooth running of a PCR
were chosen.

Conclusion: The design of good primers allows the PCR technique to be successful and subsequently to
amplify the IL-17A gene and study its role during P. aeruginosa infection.

Key words: ILC3, IL-17A, P. aeruginosa, Primer-BLAST, primers.
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