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Devenir un scientifique pour lutter contre des maladies a été mon ambition depuis mes 

études secondaires. Dès ma première année à la Faculté de Médecine Vétérinaire en 2003, 

j’ai réalisé un stage au sein d’un laboratoire de microbiologie médicale. Cette expérience fut 

mon premier contact avec la recherche, la démarche scientifique et un laboratoire de 

recherche. En 2005 et 2006, j’ai obtenu une bourse du programme brésilien d’initiation 

scientifique du Conseil National de Développement Scientifique et Technologique (CNPq) pour 

mettre en place, avec l’aide d’enseignants-chercheurs de la faculté, des projets dans les 

domaines de la reproduction animale et de la microbiologie. Mon activité en tant qu'apprenti-

chercheur a renforcé mon goût pour la science et ma préférence pour la recherche sur les 

différents aspects de la microbiologie et de l’immunologie. En 2007, j’ai obtenu une bourse du 

Programme Santander Universidades pour étudier à l’étranger. J'ai ainsi eu l’opportunité de 

m’inscrire à l’Université d’Évora au Portugal pour mon deuxième stage de fin d’études. J’ai 

alors été formé à la médecine des animaux de compagnie à l’Hôpital Vétérinaire Universitaire 

et, parallèlement, j’ai appris les techniques de clonage moléculaire dans un laboratoire du 

Département de Biologie. Pendant ce séjour à Évora, j’ai été en contact avec un milieu 

académique international et multiculturel qui a éveillé mon intérêt pour la formation 

postuniversitaire et la recherche en Europe. 

En 2008, diplômé vétérinaire, j’ai posé ma candidature au programme de bourses de 

la Fundación Carolina (Espagne). J’ai ainsi intégré le master en santé animale de l’Université 

de Cordoue et je me suis intéressé à l’application des techniques d’imagerie et de biologie 

moléculaire pour étudier la réponse immunitaire aux infections. J’ai réalisé mon stage sous la 

direction du Pr. Juan José Garrido dans l’unité de recherche AGR231 du département de 

Génétique de l’Université de Cordoue. J’ai appris les techniques de fixation de tissus, les 

analyses histopathologiques, les extractions d’ADN et d’ARN et les analyses d’expression 

génique par PCR quantitative à partir d’échantillons de tissus provenant de porcs infectés par 

Salmonella. À la fin du master, j’ai reçu une bourse de doctorat du Ministère Espagnol de 

l’Éducation qui m’a permis de poursuivre mon doctorat dans la même équipe (2009-2013). 

Mon projet de thèse de doctorat avait pour but d’étudier le rôle du tissu lymphoïde du 

tube digestif pendant les infections par Salmonella enterica serovar Typhimurium (Salmonella 

Typhimurium). Nous avons ainsi mis en place un modèle porcin de salmonellose pour 

décrypter la réponse tissulaire aux niveaux morphologique et moléculaire. Ma thèse a été 

l'occasion de nombreuses collaborations qui m'ont donné l'opportunité de réaliser des 

expériences au sein d’autres laboratoires en Espagne (équipe du Pr. Concha Gil, Département 

de Microbiologie II, Université Complutense de Madrid), aux Etats-Unis (équipe du Pr. James 

Graham, École de Médecine, Département de Microbiologie et Immunologie, Université de 

Louisville) et en Irlande (équipe du Pr. Jarlath Nally, École Vétérinaire, University College 
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Dublin). Cela m’a permis de développer mes compétences en langues étrangères et de me 

former aux différentes techniques de la protéomique et de la transcriptomique. 

Mon doctorat a renforcé mon intérêt pour l’immunologie et j’ai fait le choix de poursuivre 

mes activités dans ce domaine de recherche sous la direction du Dr. Robin Fåhraeus (UMR 

1162 - Inserm, Université Paris Descartes-Paris Diderot-Paris 13), en collaboration avec le Dr. 

Sébastien Apcher (UMR 1015 - Inserm, Institut Gustave Roussy, Université Paris-Sud). Ainsi, 

entre avril 2014 et décembre 2018, j’ai étudié les sources de peptides antigéniques pour la 

voie du CMH-I et d’autre part, j’ai travaillé sur les stratégies établies par le virus d’Epstein-Barr 

(EBV) pour entraver la production de ces peptides.  

En 2019, j’ai intégré INRAE en tant que chargé de recherche au sein de l’UMR1282 ou 

Infectiologie et Santé Publique (ISP), dans l’équipe Infections Bactériennes et Immunité des 

Ruminants (IBIR). Dans le cadre de mes travaux, j’étudie les mécanismes de la réponse 

immunitaire à médiation cellulaire, dans le but de mettre en place des vaccins innovants pour 

les espèces de ruminants de rente. Je m’intéresse notamment au processus de présentation 

croisée d’antigènes bactériens, ainsi que l’activation et la polarisation des lymphocytes T chez 

le bovin. Un bilan de mon parcours est montré dans la Figure 1.  

 

 

 

Figure 1 – Schéma décrivant mon parcours professionnel:  
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2.1 Etat civil  
 

Nom de famille: Prado Martins   Prénom : Rodrigo         
Nationalité: Brésilienne     Date de naissance: 01-05-1984 
Téléphone: +33 782827058    E-mail: rodrigo.prado-martins@inrae.fr 
Adresse: 85 rue Marcel Cachin 37700 St. Pierre des Corps, France 
 
 

2.2 Education  
 

2009-2013 Doctorat en Biosciences. Université de Cordoue (Espagne)  

2008-2009  Master en Santé Animale. Université de Cordoue (Espagne) 

2003-2008  Doctorat Vétérinaire. Universidade F. de Mato Grosso (Brésil, Espagne) 
 
 

2.3 Expérience professionnelle 
 

Depuis 01/2019  Chargé de Recherche, Institut national de recherche pour l’agriculture, 
l’alimentation et l’environnement - INRAE UMR Infectiologie et Santé 
Publique, Nouzilly (France). 

04/2014-12/2018 Chercheur post-doctorant, Institut National de la Santé et de la Recherche 
Médicale - Inserm UMR 1162 – Equipe Robin Fahraeus, Institut de 
Génétique Moléculaire, Paris (France).  

2009-2013 Doctorant, Département de Génétique, Université de Cordoue. Équipe 
AGR-231, Cordoue (Espagne). Bourse FPU du Ministère Espagnol de 
l’Éducation. 

2008 Enseignant, Département d’Elevage Animal, Université Fédérale de Mato 
Grosso (Brésil) 

10/2007-01/2008 Stagiaire, Médecine des animaux de compagnie. Hôpital Vétérinaire, 
Université d’Évora (Portugal) 

 
04-08/2007 Stagiaire, Microbiologie, Immunologie et Biologie Moléculaire. Université 

d’État de Campinas (Brésil) 
 
2005-2007 Stagiaire d´initiation scientifique, Département d’Elevage Animal, 

Université Fédérale de Mato Grosso (Brésil). Bourse du Conseil National de 
développement scientifique et technologique (CNPq). 

 
 

2.4 Projets de recherche 
 

14- UMR ISP, INRAE, Nouzilly (France). CelBoVax: Novel comprehensive approach to shape 
cattle cell-mediated immunity. Financement ANR Jeune Chercheuse Jeune Chercheur, 
France. 2020. Coordinateur, sélectionné pour l’étape 2 d’évaluation. 
 

13- UMR ISP, INRAE, Nouzilly (France). Étude de la polarisation et plasticité des lymphocytes 
bovins. Département Santé Animale, INRAE, France. Coordinateur, depuis 01/2020. 
 

12- UMR ISP, INRAE, Nouzilly (France). Présentation croisée d’antigènes : une nouvelle piste 
pour lutter contre les infections bactériennes persistantes – PagBac. UMR ISP, INRAE, 
France. Co-coordinateur, depuis 10/2019  

mailto:q62corom@uco.es
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11- UMR ISP, INRAE, Nouzilly (France). Caractérisations phénotypiques et fonctionnelles 
des cellules somatiques du lait impliquées dans la réponse des vaches laitières aux 
mammites – Masticells. APIS-GENE, France. Depuis 10/2019. Animateur de work package 
 

10- UMR ISP, INRAE, Nouzilly (France). Réduire le nombre d’animaux en recherche : 
Développement de modèles alternatifs ex-vivo - Animalt. Région Centre-Val de Loire APR-IA, 
France. Depuis 10/2019. Animateur de work package 
 

9- UMR1162, Inserm, Paris (France) : Identification de facteurs de la cellule hôte impliqués 
dans l'échappement immunitaire de l'oncovirus d'Epstein-Barr : caractérisation des 
mécanismes et exploitation comme cibles thérapeutiques. INCa_10683. Institut National du 
Cancer, France. Septembre 2016 – Décembre 2018. 
 

8- UMR1162, Inserm, Paris (France) : Le rôle de l'exportation et de la maturation de l'ARN 
messager dans la production des produits pionniers de traduction (PTPs) dans la voie du CMH 
de classe I. ANR-12-BSV3-0016. Agence Nationale de la Recherche, France. Avril 2014 – 
Août 2016.  
 

7- AGR231, UCO, Cordoue (Espagne) : COST action FA1020: Farm animals proteomics. 
European Cooperation in Science and Technology. (EU). 2011 – 2013. 
 

6- AGR231, UCO, Cordoue (Espagne): Inmunogénomique appliquée à l’analyse moléculaire 
de la réponse intestinale aux infections chez le porc. Identification de gènes de résistance à la 
salmonellose. AGL2008-00400/GAN. Ministère Science et Technol., Espagne. 2012 – 2014. 
 

5- AGR231, UCO, Cordoue (Espagne): EADGENE. Strengthening the implementation of 
durable integration of EADGENE KBBE.2010.4-0. European Union. 2011 – 2013. 
 

4- AGR231, UCO, Cordoue (Espagne): Résistance génétique aux maladies chez les porcins. 
Analyse génomique de l’interaction hôte-pathogène et identification des gènes impliqués dans 
la réponse aux infections par Salmonella. AGL2008-00400/GAN. Ministère de la Science et 
Technologie, Espagne. 2009 – 2011. 
 

3- AGR231, UCO, Cordoue (Espagne): SABRE. Genomics and epigenetics to develop 
sustainable animal breeding strategies for improved long/term product quality and safety 
(Integrated Project). FP6.2004-FOOD.3-016250-2. European Union. 2006 – 2010.  
 

2- UFMT, Cuiabá-MT (Brésil): Étiologie de la mammite bovine dans la région Centre-Sud de 
MT. Conseil National de développement scientifique et technologique, Brésil. 2006 – 2007  
 

1- UFMT, Cuiabá-MT (Brésil): Influence du stress thermique sur la fertilité de porcs élevés 
dans la région de Cuiabá-MT. Conseil National de développement scientifique et 
technologique, Brésil. 2005 – 2006 
 

 

2.5 Activités d’enseignement  
 

4- Vacataire. Licence de Sciences de la Vie. Université de Versailles St-Quentin-en-
Yvelines - UFR de Sciences, Département de Biologie. Versailles, France.  

2018/2019, Du gène à la protéine, L1, TP, 32h 
2017/2018, Du gène à la protéine, L1, TP, 24h 
 

3- Vacataire. Licence de Sciences de la Vie. Université de Cergy-Pontoise - UFR Sciences 
et Techniques, Département de Biologie. Cergy-Pontoise, France. 

2017/2018, Structure et bases fonctionnelles des molécules du vivant, L1, TD, 19.5h 
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2- Vacataire. Diplôme de Docteur Vétérinaire. Université de Cordoue - Faculté de 
Vétérinaire, Département de Génétique. Cordoue, Espagne.  

2011/2012, Nouvelles techniques en amélioration génétique des animaux, 4 et 5ème 
année, TD, 20h 
2011/2012, Élevage et santé des animaux, 3ème année, TD, 20h 
2011/2012, Amélioration génétique des animaux, 2ème année, TP, 25h   
2010/2011, Génétique, 1ère et 2ème année, TP, 40h 
2010/2011, Nouvelles techniques en amélioration génétique des animaux, 4 et 5ème 
année, TD, 10h 
2009/2010, Génétique, 2ème année. TP, 25h 

 
1- Remplaçant. Diplôme de Docteur Vétérinaire. Université Fédérale de Mato Grosso - 
Faculté d’Agronomie et Vétérinaire, Département de Sciences Fondamentales et Production 
animale. Cuiabá-MT, Brésil.  

2008, Cytologie et histologie animale, 1ère année, CM, 60h   
2008, Physiologie animale, 1ère année, CM, 40h 
2008, Technologie des produits d’origine animale, 3ème année, CM, 20h 

 
 

2.6 Formations 
 

12- École technique Ethologie et bien-être en expérimentation animale. INRAE, France (2019) 

11- Réglementation relative à l’utilisation des animaux à des fins scientifiques. Charles River, 
France (2018) 

10- Ethique et Bien-être des rongeurs. Charles River, France (2018) 

9- Microscopie confocale et à haute résolution. Institut Curie, France (2016) 

8- Expérimentation Animale - niveau concepteur de projet. UPMC, France (2015)  

7- 1st European Ingenuity Pathway Analysis Training. Andaluzian Platform of Bioinformatics, 
Espagne (2013).    

6- Farm Animals proteomics. Centre de Recherche Public - Gabriel Lippmann, Luxembourg (2011). 

5- Infection meets immunity. University of Utrecht, Pays Bas (2011). 

4- Microarray Analysis. Andaluzian Platform of Bioinformatics, Espagne (2010). 

3- Handling of Experimental Animals. Animal Experimentation Facility. Université de Cordoue, 
Espagne (2009). 

2- How to analyse 2D gels. Université de Cordoue, Espagne (2009).  

1- Food Microbiology. University of Evora, Portugal (2008). 
 
 

2.7 Missions 
 

3- School of Veterinary Medicine, University College Dublin, Irlande (Octobre/2012). Competence en 
“Hydrophobic Antigen Tissue Triton Extraction (HATTREX)”. 

2- Department of Microbiology and Immunology, School of Medicine, University of Louisville, États-Unis 
(Février-Mars/2012). Compétence en “Selective Capture of Transcribed Sequences (SCOTS)”. 

1- Departamento de Microbiología II, Universidad Complutense de Madrid, Espagne (Mai-Juin/2010). 
Competence en “2D-DIGE and Mass Spectrometry”.  
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2.8 Langues 
 

Anglais:  Lu, écrit, parlé. 
Espagnol:  Lu, écrit, parlé. 
Français:         Lu, écrit, parlé. 
Portugais:     Maternelle. 
 
 
 
 

2.9 Prix  
 

4- Outstanding doctoral thesis award (Premio Extraordinario de Tesis Doctoral). Université de Cordoue. 
Cordoue, 2015 (Espagne). 

3- Premier de la promotion 2008 du Diplôme de Vétérinaire, Université Fédérale de Mato Grosso, 
Cuiabá (Brésil). 

2 - Best oral presentation on Proteomics and Animal Health. 3rd Meeting of Working Groups 1, 2 & 3 of 
COST Action FA1002. Kosice, 2013 (Slovaquie). 

1- Prêmio Prof. Dr. Vangi Pinto – Second prize for the Best oral presentation. I Jornada Científica do 
ENIPEC, FAMATO. Cuiabá, 2004 (Brésil) 
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3.1 Initiation scientifique et doctorat vétérinaire 
 

Pendant mon premier stage, j'ai été formé au diagnostic des mammites et aux 

techniques de collecte et d'analyse microbiologique de lait, dans le but d’étudier les 

microorganismes responsables des cas de mammite bovine dans les fermes de la microrégion 

de Cuiabá-MT, Brésil. Les mammites représentent l’une des contraintes majeures pour le 

développement durable de l’industrie laitière. En plus de son impact sur la santé des animaux 

et sur l’économie de l’exploitation laitière, les mammites engendrent des retombées négatives 

importantes sur la santé publique et le bien-être animal [1]. 

En tant qu'apprenti-chercheur du programme brésilien d’initiation scientifique du 

Conseil National de Développement Scientifique et Technologique (CNPq), j’ai eu l’opportunité 

mettre en place une étude comprenant cinq fermes laitières bovines représentatives de la 

microrégion Centre-Sud de Cuiabá. Nous avons constaté que 5,8 et 65% des quartiers 

mammaires analysés étaient atteints de mammite clinique et subclinique, respectivement ([2], 

ci-joint). Nous avons aussi identifié les bactéries des genres Staphylococcus et 

Corynebacterium comme les principaux microorganismes responsables des mammites 

subcliniques et cliniques dans la microrégion étudiée (Figure 2). 

 

 

Ces résultats ont mis en évidence une prévalence élevée des mammites contagieuses, 

malgré le fait que les mesures de prévention des mammites, comme la désinfection des 

trayons par trempage après la traite, étaient adoptées sur la totalité des exploitations 

analysées. Cependant, une analyse plus approfondie de chaque exploitation nous a permis 

de constater des défauts d’hygiène pendant la traite ainsi qu’une mauvaise prise en charge 

des mammites cliniques. En collaboration avec mes enseignants et des vétérinaires praticiens, 

nous avons ensuite mis en place des stratégies de contrôle des mammites adaptées à chaque 

ferme. Ce projet m’a permis ainsi de développer des compétences en lien avec le terrain en 

intervenant auprès des éleveurs pour expliciter le bien fondé des mesures proposées. 

Figure 2 – Microorganismes isolés de cas de mammite subclinique et clinique chez la vache, dans la 

microrégion centre Sud de Cuiabá-MT, Brésil. Adapté de Martins et al. (2010) Ci. Anim. Bras. [2].   
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Mon expérience en tant qu’apprenti-chercheur et stagiaire a donné naissance à deux 

articles de vulgarisation [3, 4] et sept articles scientifiques [2, 5-10], dont trois publiés dans des 

journaux internationaux [7-9]. 
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3.2 Doctorat en Biosciences  
 

Salmonella est la cause la plus fréquente des foyers épidémiques d’origine alimentaire 

dans l’UE. En 2018, 91.857 cas de salmonellose chez l’homme ont été rapportés par les États 

membres et entre plus de 2500 sérotypes, S. Typhimurium est le second le plus impliqué dans 

ces infections [11]. Chez le porc, les infections par S. Typhimurium entrainent une entérocolite 

localisée que souvent évolue vers un cadre de portage asymptomatique [12]. Cette 

particularité représente un risque pour la santé publique, étant donné que les infections par S. 

Typhimurium chez l’homme sont associées à la consommation de viande de porc et de volaille 

contaminée [11]. De plus, la salmonellose entraine des pertes économiques importantes pour 

la totalité de la filière porcine [13]. 

Suite à son ingestion et une fois dans la lumière de l’intestin grêle, Salmonella adhère 

et pénètre les cellules épithéliales pour ensuite coloniser la lamina propria et les plaques de 

Peyer. De l’intestin, Salmonella est sensée migrer vers les ganglions lymphatiques 

mésentériques régionaux par l’intermédiaire de phagocytes ou libre dans le milieu 

extracellulaire [14]. Il convient de noter que jusqu’aux années 2000, la plupart des informations 

concernant la physiopathologie de la salmonellose étaient issues d’observations chez la 

souris. Cependant, déjà à cette époque, il a été suggéré que les modèles murins n’étaient pas 

représentatifs des infections par S. Typhimurium chez l’homme et les animaux de rente [15, 

16]. En effet, les souris infectées par S. Typhimurium développent une maladie systémique 

comparable à la fièvre typhoïde chez l’homme, très différente des entérocolites localisées.  

Les similarités entre les systèmes immunitaires humain et porcin, ainsi que les 

manifestations cliniques communes de la salmonellose chez ces deux espèces suscitent 

l’intérêt du porc comme modèle biomédical pour cette maladie. L’étude de la salmonellose 

chez le porcin engendrerait donc des retombées significatives sur la santé animale et la 

rentabilité de la filière porcine, mais également pour la prise en charge de cette maladie chez 

l’homme.  

Pendent ma thèse j’ai utilisé une infection expérimentale chez le porc pour étudier la 

réponse du tissu lymphoïde du tube digestif aux infections par Salmonella enterica serovar 

Typhimurium (Salmonella Typhimurium). Ce modèle a été combiné à différentes approches 

de génomique fonctionnelle afin de mieux comprendre les mécanismes et les interactions 

moléculaires mis en place dans les ganglions lymphatiques mésentériques et les plaques de 

Peyer (PP) suite à l’infection.  
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3.2.1 Analyse de ganglions lymphatiques mésentériques suite à l’infection par 
Salmonella Typhimurium 
 

Dans la première étude de ma thèse ([17], ci-joint), j’ai analysé l’expression 

différentielle de gènes impliqués dans la réponse immunitaire, les altérations morphologiques 

et la charge bactérienne dans les ganglions à 1, 2 et 6 jours après l’infection (jpi). Nos résultats 

ont mis en évidence la présence de Salmonella dans ces organes, principalement à l’intérieur 

de cellules polynucléaires localisées dans la région médullaire, autour des trabécules (Figure 

3A). Une analyse par PCR quantitative en temps réel a confirmé que Salmonella est déjà 

détectée dans les ganglions 1 jour après l’infection et que sa charge tissulaire culmine au 2ème 

jour après l’infection, avant de devenir indétectable au 6ème jour (Figure 3B). 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

L’infiltration de neutrophiles et macrophages, principalement dans la région médullaire 

des ganglions, s’est avérée la modification histologique la plus remarquable suite à l’infection 

(Figure 4A-B).  La présence de ces cellules a culminé au 2ème jour après l’infection, puis leur 

nombre a baissé pour atteindre un niveau comparable à celui observé dans le groupe contrôle 

(Figure 4C-D). La même tendance a été constatée pour l’expression de gènes codant pour 

différents médiateurs de la réponse pro-inflammatoire [17]. 

Ces résultats ont démontré que d’une façon similaire aux observations chez les 

modèles murins, Salmonella est capable d’atteindre, peu de temps après l’infection, les 

ganglions lymphatiques mésentériques porcins. Cependant, la présence du pathogène à 

l’intérieur de phagocytes polynucléaires ainsi que la réduction de la charge bactérienne suite 

à l’infiltration de phagocytes indiquerait que, en plus de leur rôle comme organes lymphoïdes 

secondaires, la réponse innée mise en place dans les ganglions mésentériques leur 

A B 

Figure 3 – Détection de Salmonella Typhimurium dans les ganglions lymphatiques mésentériques de porcs 

expérimentalement infectés. A: marquage de Salmonella par immunohistochimie. B: Quantification de la charge 

bactérienne par PCR en temps réel. Les résultats sont exprimés en équivalent-génome (GE) de S. Typhimurium. 

Des lettres différentes indiquent des différences significatives (p<0.05) entre les groupes. Adaptée de Martins et 

al. (2013) Comp Immunol Microbiol Infect Dis [17]. 
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permettrait d’agir comme une barrière à la dissémination systémique de Salmonella chez le 

porc. A la différence de l’infection systémique décrite chez la souris, les porcs infectés lors de 

cette expérience ont présenté une rémission complète des symptômes au 6ème jour. 

Dans le but d’approfondir ces observations, nous avons mis en place une analyse de 

la réponse globale des ganglions par deux approches à haut débit. Lors de ma deuxième 

étude, j’ai utilisé la technologie 2D-DIGE (two dimensional difference gel-electrophoresis) pour 

étudier la réponse protéomique de ces organes à Salmonella Typhimurium ([18], ci-joint). 

L’interprétation des données protéomiques par des outils bioinformatiques a indiqué l’induction 

de processus comme la motilité cellulaire, la phagocytose et le remodelage du cytosquelette 

dans les tissus infectés, en cohérence avec les résultats de nos analyses histologiques. 

Curieusement, nos résultats ont montré une augmentation de la réponse anti-apoptotique, 

contrairement à l’induction d’apoptose décrite dans les modèles murins de salmonellose. J’ai 

Figure 4 – Analyse histologique de ganglions lymphatiques de porcs infectés par Salmonella Typhimurium. A : 

Coloration HE montre l’infiltration de neutrophiles autour de trabécules. B : Marquage de macrophages par 

immunohistochimie avec l’anticorps 4E9/11. La présence de macrophages est démontrée dans la région 

médullaires des ganglions. C-D : Comptage de neutrophiles et macrophages dans les tissus. Des lettres 

différentes indiquent des différences significatives (p<0.05) entre les groupes. D’après Martins et al. (2013) 

Comp Immunol Microbiol Infect Dis [17]. 
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également observé la surexpression de protéines impliquées dans les différentes étapes de la 

présentation d’antigènes par le CMH de classe I (CMH-I) (Figure 5).  

 

 Pendant longtemps, la présentation d’antigènes d’origine exogènes, comme ceux 

provenant des bactéries, champignons et parasites, a été attribuée à la voie du CMH-II, tandis 

que la voie du CMH-I était associée à la présentation de peptides issus de la dégradation de 

protéines endogènes d’origine tumorale et virale. Néanmoins, des travaux récents ont 

démontré que des peptides d’origine exogène peuvent aussi être présentés dans le contexte 

du CMH-I par les cellules dendritiques par un mécanisme nommé “présentation croisée 

d’antigènes” (antigen cross-presentation). Pour la première fois, notre étude protéomique a 

fourni des indices suggérant l’occurrence de ce phénomène pendant la salmonellose non-

typhique. 

Dans ma troisième étude ([19], ci-joint), j’ai analysé la réponse transcriptionnelle 

globale des ganglions par la technologie des puces à ADN et des outils bioinformatiques. Par 

ailleurs, j’ai analysé l’expression de gènes codant pour des protéines effectrices de Salmonella 

dans les tissus infectés, afin de préciser les mécanismes moléculaires déclenchés suite à 

l’infection, du point de vue de l’hôte et du pathogène.  

Figure 5 –Voies de présentation d’antigènes par le CMH-I et CMH-II. A : Schéma produit sur les plateformes 

Kegg pathways and Ingenuity Pathway Analysis. Les protéines différentiellement exprimées sont marquées en 

rouge. B : Quantité relative des protéines différentiellement exprimées à 1, 2 et 6 jours après l’infection. D’après 

Martins et al. (2012) J. Proteomics [18]. 
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Les résultats de cette analyse ont indiqué que l'apoptose des cellules infectées est 

inhibée lors de l'infection, en accord avec les résultats issus de notre analyse protéomique. De 

plus, nous avons montré l’induction de la mort cellulaire par pyroptose dans les ganglions 

(Figure 6), 1 jour après l’infection et précédant l’augmentation de la charge bactérienne, 

l’infiltration de cellules phagocytaires et le déclanchement de l’inflammation observées au 2ème 

jour dans les tissus.  

La pyroptose, comme l’apoptose, induit la fragmentation et la condensation nucléaire, 

entrainant une réaction positive au marquage TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase 

dUTP nick end labeling). Néanmoins, la pyroptose est caractérisée par la libération du contenu 

intracellulaire dans le milieu extracellulaire, ce qui provoque une importante réaction 

inflammatoire dans les tissus affectés contrairement à l’apoptose, qui est décrite comme une 

mort cellulaire programmée et « immunologiquement silencieuse » [20].  

 

 

Figure 6 – Analyse de la mort cellulaire dans les ganglions lymphatiques mésentériques de porcs 

expérimentalement infectés avec Salmonella Typhimurium. A-D : Marquage TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl 

transferase dUTP nick end labeling) à 0 (A), 1 (B), 2 (C) et 6 (D) jours après l’infection. Les noyaux des cellules 

subissant la pyroptose ou apoptose sont marqués en vert. E-H : Afin de différentier ces deux types de mort 

cellulaire, l’analyse histopathologique des mêmes échantillons sont montrés. La forte infiltration de cellules 

polynucléaires indique l’occurrence de pyroptose. I : La quantification de cellules TUNEL-positives indique 

l’augmentation de la pyroptose au 1er jour après l’infection. J-K : la surexpression du principal médiateur de la 

pyroptose (CASP1) et l’absence de régulation du principale médiateur d’apoptose (CASP3) suggère la 

prédominance de la pyroptose. D’après Martins et al. (201 3) Vet .Res. [19]. 
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Chez la souris, l’induction de l’apoptose a été rapportée comme un mécanisme 

employé par Salmonella pour éviter la réponse de l’hôte [14]. En effet, la mort des cellules 

infectées par pyroptose jouerait en défaveur du pathogène, étant donné que celui-ci se 

trouverait exposé aux médiateurs de la réponse innée dans le milieu extracellulaire et pourrait 

pourtant y être facilement éliminé. Il est important de souligner que l’observation de Salmonella 

dans les tissus par microscopie confocale a montré la présence de bactéries à l’intérieur de 

vésicules intracellulaires et a également dévoilé un marquage suggérant la présence de 

cellules bactériennes libres dans le milieu extracellulaire (Figure 7).  

 

Nous avons aussi étudié l’expression in vivo de facteurs de virulence de Salmonella 

impliqués dans la régulation de l’apoptose. Malgré le fait que le pathogène exprime ces 

médiateurs chez les ganglions porcins, la réponse immunitaire semble avoir un avantage dans 

la tension entre les mécanismes déclenchés par l’hôte et le pathogène. Chez la souris, 

Salmonella entrave l’induction de la pyroptose en supprimant l’expression de la flagelline et 

de l'effecteur de type III prgJ [21]. Curieusement, nous avons constaté l’expression des gènes 

codant pour ces deux molécules chez le porc.  

L’ensemble de ces résultats nous a mené à déduire que chez le porc, Salmonella est 

incapable d’exploiter l’apoptose des cellules infectées comme une voie d’échappement à la 

réponse immunitaire. Cela entraine sa libération dans le milieu extracellulaire par pyroptose et 

son élimination par la réponse immunitaire innée. De plus, nos observations ont suggéré que 

la présentation croisée de peptides antigéniques bactériens contribue à l’élimination des 

cellules infectées par les lymphocytes T cytotoxiques. Un schéma de ses résultats est montré 

dans la Figure 8.   

Figure 7 – Détection de Salmonella Typhimurium dans les ganglions lymphatiques mésentériques de porcins par 

microscopie confocale. A-B :  Les marquages observés suggèrent la présence du pathogène à l’intérieur de 

vésicules intracellulaires (A) et libre dans le milieu extracellulaire (B). Les bactéries et les noyaux sont marqués 

en vert et bleu, respectivement. Barres d’echèle = 10μm. Adapté de Martins et al. (201 3) Vet .Res. [19]. 
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3.2.2 Réponse des follicules lymphoïdes des plaques de Peyer à l’infection par 
Salmonella Typhimurium 

 

Lors de mes quatrième ([22], ci-joint) et cinquième études (manuscrit, ci-joint), j’ai 

analysé les altérations morphologiques et la réponse transcriptionnelle des follicules 

lymphoïdes des PP suite à l’infection par Salmonella. Ces organes, situés majoritairement 

dans la partie terminale de l’iléon, sont des amas de follicules lymphoïdes séparés de la 

lumière intestinale par un épithélium spécialisé dans la capture d’antigènes. Chaque follicule 

est à son tour composé d’un agrégat de lymphocytes B, lymphocytes T et cellules dendritiques 

folliculaires [23]. Les PP jouent un rôle majeur dans la physiopathologie des salmonelloses 

non-typhiques en tant que porte d’entrée pour le pathogène. Avant ma thèse, ces organes 

avaient été étudiés dans le cadre de la salmonellose chez le porc par des approches 

chirurgicales consistant à injecter le pathogène directement dans les anses intestinales 

d’animaux sous anesthésie [24]. Cependant, cette technique ne reproduit que partiellement 

l’infection, étant donné que l’influence du tractus gastro-intestinal sur le pathogène avant son 

arrivée à l’iléon n’est pas prise en compte.  

Nous avons ainsi mise en place une stratégie innovante, basée sur la microdissection 

laser, pour étudier les mécanismes mis en place par les PP en réponse à Salmonella. La 

Figure 8 – Différences entre les mécanismes mis en place dans les ganglions lymphatiques mésentériques suite à 

l’infection par Salmonella Typhimurium chez la souris et chez le porc.   



 3. Activité scientifique 

23 
 

microdissection laser a été traditionnellement appliquée à l’oncologie pour caractériser avec 

précision des populations tumorales d’intérêt. Dans nos analyses, nous avons utilisé cette 

technique pour prélever exclusivement les cellules composant les follicules lymphoïdes des 

PP et ensuite étudier leur transcriptome (Figure 9A-C). 

 

Le marquage in situ du pathogène a confirmé que chez porc Salmonella traverse 

l’épithélium associé aux PP afin d’envahir la muqueuse intestinale et atteindre les follicules 

lymphoïdes (Figure 9D-F).  

L’analyse préliminaire du transcriptome des cellules folliculaires par PCR quantitative  

a mis en évidence la surexpression de gènes codant pour des récepteurs de reconnaissance 

de motifs moléculaires (Pattern Recognition Receptors - PRR), cytokines pro-inflammatoires 

et molécules impliquées dans l’activation de cellules dendritiques [22]. L’activation de la 

réponse Th1 au détriment des voies Th2 et Th17 a été également observée, en accord avec 

les observations chez les modèles murins de salmonellose. 

Dans ma dernière étude, j’ai élargi notre analyse transcriptionnelle en utilisant la 

technique de puces à ADN combinée à des outils bioinformatiques. Cette approche a montré 

l’activation des PP en tant qu’organes secondaires suite à l’infection, traduite par la formation 

de centres germinatifs et l’induction de mécanismes de l’immunité humorale. Curieusement, 

nos analyses ont dévoilé, de la même façon que dans les ganglions lymphatiques 

mésentériques, la surexpression de gènes codant pour des molécules impliquées dans 

diverses étapes du processus de présentation antigénique par la voie du CHM-I. Ce processus 

serait majoritairement régulé par le récepteur NLRC5 (Figure 10).  

Figure 9 – Analyse des plaques de Peyer de porcs expérimentalement infectés avec Salmonella Typhimurium 

par microsdissection laser. A-C: Identification (A), selection (B) et prélèvement des follicules lymphoides par 

Auto-Laser pressure catapulting mode (C). D-F: Marquage de Salmonella par immunohistochimie dans les 

tissus du groupe contrôle (D) et infecté (E, F). Adapté de Martins et al. (2013) Dev Comp Immunol [22].  
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L’analyse des tissus par western-blot (Figure 11) a confirmé que la surexpression des 

ARNm de NLRC5 et CMH-I entraine leur augmentation au niveau protéique. Il est important 

de souligner que des niveaux élevés de NLRC5 ont été constaté dans le cytoplasme de 

phagocytes polynucléaires (Figure 12). Cette observation et le lien entre NLRC5 et la 

présentation d’antigènes nous a mené à déduire que les neutrophiles, en plus de contribuer à 

élimination du pathogène, pourraient jouer un rôle important dans la régulation de la réponse 

à médiation cellulaire contre Salmonella.  

 

Figure 10 – Réseau moléculaire généré par le logiciel Ingenuity Pathway Analysis (IPA). L’activation de la voie du 

CMH-I suite à l’infection par Salmonella Typhimurium serait régulée par la surexpresion du récepteur NLRC5. 

Figure 11 – Quantification par western-blot de NLRC5 et CMH-I (MHC-I) dans les follicules lymphoides de plaques 

de Peyer porcines suite à l’infection (2 days post-infection: dpi) par Salmonella Typhimurium.   
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L’activation de lymphocytes T suite à leur interaction avec des cellules dendritiques 

ayant acquis des antigènes transportés et transférés par des polynucléaires neutrophiles a été 

rapporté dans le cadre des infections par Mycobacterium bovis chez la souris et chez l’homme 

[25].     

Ces résultats ont ainsi démontré que Salmonella utilise les PP pour franchir la barrière 

épithéliale intestinal porcine et qu’une réponse inflammatoire a lieu dans ces organes suite à 

l’infection. Cependant, la présence de Salmonella dans les ganglions lymphatiques 

mésentériques a montré que, chez le porc, cette réponse est insuffisante pour éliminer le 

pathogène et empêcher sa dissémination par la voie lymphatique, comme décrit chez la souris. 

Fait intéressant, cette absence de différences remarquables au niveau des PP renforce 

l’hypothèse que l’espèce porcine a développé des mécanismes spécifiques lui permettant 

d’utiliser les ganglions lymphatiques mésentériques comme une dernière barrière contre la 

dissémination de Salmonella Typhimurium. Les différents mécanismes mis en place dans les 

follicules lymphoïdes joueraient ainsi un rôle crucial dans la coordination de la réponse 

humorale et à médiation cellulaire. Il est à souligner que les observations indiquant la 

présentation d’antigènes par le CMH-I dans deux organes lymphoïdes différents suggèrent un 

rôle majeur de la réponse cytotoxique dans le contrôle des infections par Salmonella. 

Cependant, ce mécanisme reste très peu étudié dans le cadre de la salmonellose et d’autres 

infections bactériennes.  

 

 

Figure 12 – Marquage de NLRC5 dans les plaques de Peyer de porcs expérimentalement infectés avec Salmonella 

Typhimurium. A: la présence de NLRC5 (vert) a été observée à l’intérieur de phagocytes polynucléaires. B: NLRC5 

n’a pas été réperé chez les macrophages (4E9/11, rouge). Bleu: DAPI. Barres d’échèlle: blanche (10 μm), jaune 

(50 μm). 

A B 
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En résumé, ma thèse de doctorat a permis de mettre en évidence un rôle majeur du 

tissu lymphoïde dans le contrôle des infections par Salmonella chez le porc. Mes résultats sont 

relatés dans quatre articles scientifiques [17-19, 22] qui font l’objet de plus de 100 citations et 

contribuent ainsi à la lutte contre une problématique importante de santé animale et publique. 

Un dernier manuscrit (ci-joint) sera complémenté avec des observations résultantes d’une 

collaboration effectuée pendant mon post-doc qui sera détaillée dans la prochaine section de 

ce mémoire. J’ai également participé à deux articles scientifiques [26, 27] dans le domaine de 

l’infectiologie en tant que co-auteur.   
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Salmonella Typhimurium elicits specific humoral and cell-mediated 

immune responses in porcine Peyer’s patches. 
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ABSTRACT 

Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) is a broad-host-range pathogen 

that causes self-limiting gastroenteritis in farm animals and human. We coupled a swine model 

of non-typhoid salmonellosis to laser capture microdissection and microarray analysis to gain 

new insights into the immune mechanisms underlying response to Salmonella in the follicles 

of Peyer’s patches, the main portal of bacterial entry. Our analysis pointed out the 

overexpression of genes involved in the formation of germinal centers, confirming that infection 

leads to humoral responses by assembling mediators of B-cell-T-cell interactions and by 

inducing the expression of cytokines involved in B-cell mediated immunity. Moreover, the 

notable infiltration of cells carrying Salmonella upon infection, together with the increased 

expression of genes coding for molecules involved in antigen transport, immunoproteasome 

activation and MHCI pathway suggested the cross-presentation of bacterial antigens at 2 days 

after infection. These findings revealed the essential role of Peyer’s patches in the humoral 

and cell-mediated immune response of pigs against Salmonella. 
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INTRODUCTION 

Salmonella species are a leading bacterial cause of disease, exerting considerable impact on 

global human health. It is estimated that 93.8 million cases of gastroenteritis due Salmonella 

occur worldwide leading to 155,000 deaths each year (1). Pathogenesis of infections by 

Salmonella enterica serovar Typhimurium (herein S. Typhimurium) has been extensively 

studied using the murine typhoid model. However, one limitation of this approach is the fact 

that S. Typhimurium typically causes a self-limiting gastroenteritis rather than typhoid fever in 

humans. For this reason, pathogenesis of gastroenteritis by non-typhoid Salmonella (NTS) 

remained largely unexplored until recently, when alternative animal models of infection 

became more widely used (2). Of note, pigs undergo a self-limiting enterocolitis after S. 

Typhimurium infection (3, 4) that parallels the clinical manifestation observed in people (5). In 

light of this, swine could be considered an ideal model for investigating the pathogenesis of 

human non-typhoidal salmonellosis. 

Following stomach passage, Salmonella must adhere to gut cells and subsequently cross the 

intestinal epithelium to establish infection. In fact, accumulating evidences demonstrate that 

Peyer’s patches (PP) are the main portal of S. Typhimurium entry into host mucosa (6-8). 

These organs are clusters of organized lymphoid tissue located in the small intestine, which 

act as sites of antigen sampling and induction of mucosal immune responses (9). Upon enteric 

infections, PP follicles undergo substantial changes leading to the formation of germinal 

centers, structures intimately associated to fundamental aspects of adaptive immunity such as 

production of B cell-mediated responses and generation of immunological memory (10). 

In a previous work, laser capture microdissection (LCM) was successfully used to provide a 

preliminary view of the immune response elicited in porcine PP follicles in an infection with 

NTS (11). Results manifested that induction of T cell mediated processes, together with the 

prompted mechanisms of innate immune response, could be contributing to bacterial 

clearance in this tissue. In the current study, transcriptome profiling was applied to gain further 

insights into the adaptive immune responses induced in PP during swine infections by S. 

Typhimurium. 

 

 

MATERIALS AND METHODS 

Experimental infection and tissue sampling 

Eight crossbred commercial (landrace x large white) weaned female piglets of approximately 

four weeks of age and confirmed to be fecal-negative for Salmonella were randomly allocated 

to control or infected groups (four animals each). After 7 days of adaptation, control (0 day 

post-infection - dpi) pigs were necropsied 2 h before the experimental infection, whereas 

infected group was orally challenged with 108 cfu/ml of a Salmonella Typhimurium phagetype 
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DT104 and subsequently necropsied at 2 dpi. The strain used was a field isolate obtained from 

a naturally infected pig (12). Ileum samples were collected from all experimental animals and 

immediately frozen in liquid nitrogen for RNA and protein isolation or fixed in 10% neutral 

buffered formalin for histological processing. Piglets were housed in experimental isolation 

facilities of the University of León (Spain). All procedures involving animals were performed in 

accordance with the European regulations regarding the protection of animals used for 

experimental and other scientific purposes and its protocol approved by the Ethical and Animal 

Welfare Committee of the University of León (Approval number: #3-2005). 

 

LCM and RNA preparations 

Frozen gut samples were embedded in optimal cutting temperature compound (Sakura Finetek 

USA, Torrance, CA, USA) and cut into serial 20 μm sections. Before microdissection, eight 

cryostat sections from each pig were mounted on glass slides and treated with RNAlater-ICE 

(Ambion) according to manufacturer instructions. Afterwards, cells from PP follicles were laser-

microdissected and captured from terminal ileum sections (15 cm from the ileocaecal junction) 

by Auto-Laser Pressure Catapulting mode (Figure 1A and B) with a PALM MicroBeam device 

(Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Jena, Germany). Catapulted tissue was soaked in 15 μl of 

RLT buffer (Qiagen, Valencia, CA, USA) poured in 200 μl microtubes caps and RNA 

purifications were carried out employing the RNeasy Mini Kit (Qiagen). Eluted RNA was 

digested with RNase-Free DNase Set (Qiagen) and RNA quality was checked by Experion 

RNA analysis (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 

 

Microarray analysis 

Gene expression analysis was carried out using the GeneChip Porcine Genome Array by 

Affymetrix platform (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA) at the Genomics Unit of CABIMER 

(Andalusian Center for Molecular Biology and Regenerative Medicine, Seville, Spain) as 

previously described (3). Probe signal intensities were captured and processed with the 

GeneChip Operating Software 1.4.0.036 (Affymetrix) and the resulting CEL files were 

reprocessed using robust multi-array average normalization (RMA). Then, differentially 

expressed (DE) genes were accessed by the Rank Products (RP) method (13) using default 

settings. A FDR adjusted p-value of 0.05 was used as cutoff to rank significantly regulated 

transcripts. After initial quality control one infected sample was discarded. Since the Affymetrix 

Porcine GeneChip is not fully annotated in all the features, it was re-annotated with Blast2GO 

(14). Gene expression datasets were validated by real-time quantitative PCR. For data 

visualization, a heatmap was created using the gplots (version 3.0.1) R package (15). 

Microarray data files have been deposited in NCBI’s Gene Expression Omnibus repository 

(16) and are accessible through GEO Series accession number GSE101442. 
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Systems biology analysis 

For biological functions analysis of microarray data, the list of significantly regulated genes 

was uploaded into Ingenuity Pathway Analysis (IPA, Ingenuity Systems). Gene interaction 

networks were automatically generated, ranked by score and depicted on IPA. Score 

estimated the probability that a collection of genes equal to or greater than the number in a 

network could be achieved by chance alone and values of 3 or higher were considered to have 

a 99.9% confidence of not being generated by random chance alone. For statistical analysis 

of enriched functions/pathways, IPA Knowledge Base was used as reference set and Fisher's 

exact test was employed to estimate the significance of association. P-values below 0.05 were 

considered statistically significant. The activation z-score was employed to predict the 

activation state of enriched functions and upstream regulators. Predictions with z-score values 

higher or lower than 2 and a p-value ≤0.05 denoted a statistically increased or decreased 

activation state respectively. In pathway and network diagrams, nodes represented a gene, 

and its relationship with other molecules was represented by a line (solid and dashed lines 

represented direct and indirect associations, respectively). Nodes with a red or green 

background were input genes (from microarray results) found to be up or down-regulated, 

respectively. Grey and white nodes were molecules added by IPA based on predictions of the 

Ingenuity Knowledge Base to produce diagrams. 

 

Real-time quantitative PCR (qPCR) 

RNA from infected and control samples was reverse transcribed to cDNA using the qScript 

cDNA Synthesis kit (Quanta BioSciences, Gaithersburg, MD, USA) and real-time quantitative 

PCR (qPCR) assays were performed to access gene relative expression by the 2−ΔΔCq method 

(17) as previously described (3). Beta-actin was used as reference gene and fold change 

values higher or lower than 1 meant up-regulation or down-regulation respectively. 

Subsequently, data were compared by Student’s t-test using the software SPSS 15.0 for 

Windows® (SPSS, Inc) and a p-value below 0.05 was considered statistically significant. 

Primer pairs used for amplifications can be found as supporting information (see Table S1). 

 

Western blot analysis 

For protein extractions, catapulted tissue was homogenized with lysis buffer (150 mM sodium 

chloride, 1.0% NP-40, 50 mM Tris pH 8.00 and 5 mM PMSF) and incubated at room 

temperature for 30 min. Subsequently, samples were disrupted by vortexing for 30 sec and 

lysate concentration was determined using Bradford Protein Assay (Bio-Rad). Protein from 

individual replicates belonging to the same group was pooled (2.5 ug per sample), 

electrophoretically fractionated in 12% (w/v) SDS-PAGE gels and transferred onto a PVDF 

membrane (Millipore, Bedford, MA, USA). Western blot assays were carried out as previously 
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described (18) using the following primary antibodies: mouse anti-swine histocompatibility 

class I (SLA-I) 4B7/8 (19), rabbit anti-NLRC5 antibody (ab105411, Abcam, Cambridge, UK) 

and mouse anti-porcine CD5 1H6/8 (20). To confirm equal sample loading, membranes were 

reblotted with anti-GAPDH monoclonal antibody (GenScript, Picastaway, NJ, USA). 

Membranes were scanned in a FLA-5100 imager (Fujifilm, Tokyo, Japan) and signal intensity 

was determined using Multigauge software (Fujifilm, Tokyo,Japan). 

 

Histological analysis 

Immunohistochemistry was conducted with 5-µm sections of paraffin-embedded samples as 

described elsewhere . (21). In brief, mouse anti-porcine macrophage 4E9/11 (19), anti-swine 

histocompatibility class I (SLA-I) 4B7/8 and anti-porcine TLR2 1H11 (22) as well as rabbit anti-

NLRC5 (ab105411, Abcam) and anti-Apolipoprotein AI (ab75922, Abcam) were used as 

primary antibodies. Biotinylated anti-mouse and anti-rabbit Ig (Dako, Barcelona, Spain) were 

used to detect immune complexes. Immunofluorescence using confocal microscopy was 

performed using the anti-porcine macrophage 4E9/11 mouse antibody, anti-NLRC5 polyclonal 

antibody (ab105411, Abcam) and a rabbit antiserum against Salmonella Typhimurium flagellin 

(3). Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated goat anti-rabbit IgG (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) and Alexa Fluor 594 anti-mouse IgG (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) 

were used as secondary antibodies. Immunostaining was performed as previously described 

(23). Subsequently, samples were evaluated and imaged using a LSM 5 Exciter confocal 

microscope (Carl Zeiss, Jena, Germany). 

 

 

RESULTS 

Processes related to cell movement and activation are primarily induced in Salmonella 

infected follicles 

A total of 164 transcripts, corresponding to 152 unique genes, were found to be differently 

expressed in PP follicles at 2 dpi with S. Typhimurium (Table S2). Then, bioinformatic tools 

were used to translate microarray data into biological information. It was revealed that infection 

mainly resulted in an enrichment of genes involved in cellular movement, followed by other 

host functions such as immune cell trafficking, inflammatory response and cell-to-cell signalling 

and interaction (Table S3, worksheets 1, 2 and 3). Obtained IPA z-score was employed to 

predict the effect of the uncovered gene expression changes on distinct biological processes. 

We found more up- than down-regulated genes in infected samples (Figure 2). Among those 

results, we found that mechanisms related to migration and activation of leukocytes were the 

most significantly activated in S. Typhimurium infected PP follicles (Table S2). Activation of 

lymphocytes, and especially T-lymphocytes, showed the highest activation z-score values (see 
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Table S3, worksheet 4). To confirm results from bioinformatic predictions,  we carried out a 

series of assays. Firstly, hematoxylin-eosin staining disclosed the presence of phagocytes, 

mainly neutrophils, in PP upon infection (Figure 1C and D), and the absence in PP from control 

pigs. This finding could be further related to the presence of pathogen in tissue, since S. 

Typhimurium antigens were co-localized in follicles areas of neutrophils accumulation, being 

mostly observed in the cytoplasm of polymorphonuclear cells (Figure 1E). Lastly, we quantified 

the abundance of CD5 in tissue by western blot to estimate the induction of lymphocytes 

activation in follicles, uncovering higher levels of this molecule in infected samples (Figure 1F). 

 

Adaptive immune responses are properly induced in Peyer’s patches follicles during 

infections by NTS 

Genes involved in immune response were found up-regulated in PP of infected animals. 

Subsequent network analysis depicted direct and indirect relationships between genes taking 

part in distinct processes of this biological function (Table S3, worksheet 1). The major network 

generated by the prediction tool integrated genes involved in the communication between 

innate and adaptive immune cells, as well as in dendritic cell maturation (Figure 3A). 

Interestingly, all genes involved in these processes were found to be up-regulated, and were 

directly or indirectly related with type I and II interferon (IFN) genes. In light of the role of PP 

follicles in the establishment of adaptive immune responses, we additionally verified the 

differential expression of genes involved in the formation of germinal centers. This analysis 

confirmed an up-regulation of the main mediators of B-cell-T-cell interactions and cytokines 

involved in the triggering of B-cell mediated immunity (Figure 3B). 

 

IFNγ is the main upstream regulator of the transcriptional response carried out in PP 

during non-typhoidal salmonellosis 

IPA-generated z-score results were used to identify and predict the activation state of upstream 

regulators, aiming to explain gene expression changes observed in tissue after infection. In 

this analysis, IFNγ was found to be the main regulator of transcriptional changes observed in 

PP follicles in response to S. Typhimurium (Table 1), modulating the expression of 53 out of 

152 (35%) of the differently regulated molecules in the dataset (see Table S3, worksheet 5). 

Genes STAT1 and STAT3, both transcriptional factors involved in interferon signalling, as well 

as IFNα were detected among the upstream regulators most significantly implicated in tissue 

response to infection (Table 1). Additionally, network analysis displayed that IFNγ up-

regulation mostly led to the activation of related genes (Figure 4A). Although significant 

changes in IFNγ mRNA levels were not detected by microarray analysis, we observed by 

qPCR that this gene was more expressed in infected than control samples. Moreover, results 
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of bioinformatic data mining were confirmed by a selected qPCR expression profile of IFNγ-

target genes (Figure 4B) and also by immunohistochemical assays (Figure 4C).  

 

NLRC5 resulted up-regulated in PP follicles of S.  Typhimurium infected swine 

Antigen processing and major histocompatibility complex class I (MHCI) presentation was 

found presumably activated via HLA-A, PSMB9, B2M, and TAP1 upregulation. Network 

analysis complemented with the IPA molecule activity predictor tool revealed that NLRC5 up-

regulation can induce the activation of genes coding for molecules involved in different stages 

of the antigen presentation via MHCI pathway, being all of them up-regulated after infection 

(Figure 5A and 5B). In order to functionally validate these results, we initially checked changes 

in the abundance of NLRC5 and MHCI in tissue by western blot. In accordance with 

transcriptomic data, the bacterial challenge resulted in an increase of both molecules in tissue 

at protein level (Figure 6A). Additionally, immunohistochemistry assays uncovered higher 

levels of NLRC5 in follicles at 2 dpi (Figure 6B and 6C).  Further analysis using 

immunofluorescence followed by confocal analysis detected the presence of NLRC5 in 

polymorphonuclear cells (Figure 6D) and strikingly, double labelling of NLRC5 and 

macrophages in infected tissue revealed that these cells did not express NLRC5 (Figure 6E). 

Higher levels of MHCI were also detected in infected PP follicles, being this receptor mainly 

localized in the cytoplasm of mononuclear phagocytes (Figure 6F and 6G). 

 

 

DISCUSSION 

Until recently, the pathogenesis of infections by NTS was largely overlooked due to the 

dominance of the murine model of typhoid fever and the lack of alternative models for the study 

of salmonellosis (2). Considering the  anatomical and physiological similarities of swine and 

human PP (9) as well as the correspondence between disease caused by S. Typhimurium in 

pig and man (4, 5), in the current study we combined a swine model of non-typhoid 

salmonellosis with LCM and microarrays analysis to dissect the mechanisms carried out in PP 

follicles upon infection with S. Typhimurium.  

The follicles of secondary lymphoid organs consist in a microenvironment that favours the 

interaction of B and T cells with each other as well as with antigen presenting DCs and antigen 

exposing follicular dendritic cells (FDCs) (24). Upon gut infections, protein antigens trigger the 

germinal center reaction in PP follicles, giving rise to specialized structures that play a key role 

in the generation of long-lived plasma cells and memory B-cells (25). The GC response has a 

well characterized dependence on T-follicular helper cells (Tfh), which are CD4+ mature cells 

that provide essential help to B-cells during this process via cytokines such as IL21, IL4, and 

IL10 (24, 26). Interestingly, IL21 and IL10 genes were found in this study to be up-regulated in 
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infected follicles and the same was observed for genes coding for IL-21 regulators (STAT3 

and STAT1), IL4 regulator (STAT6), IFNγ, IL6, IL12 and TGF-β. In line with this, Coquerelle 

and Moser (27) report that FDC stimulates Tfh differentiation by producing IL6 upon type I 

interferon signalling and collaborate with B-cell activation by releasing large amounts of active 

TGF-β. Apart from the cytokine environment, the ligation of B cells CD40 and CD80 with 

CD40L and CD28 on activated Th cells is crucial for formation of GC (28, 29). Strikingly, these 

mediators were also uncovered by us to be up-regulated. Taken together our results indicate 

GC formation and establishment of humoral immunity mechanisms in ileum PP follicles shortly 

(2 days) after NTS infection. This is the first report about GC formation in NTS Salmonella 

infection and results differ from previous studies in other areas of research in PP response 

which mention that GC arises 4 to 5 days after immunization(28). 

The microscopic analysis of tissue revealed that PP follicles underwent a notable infiltration of 

neutrophils upon infection, being S. Typhimurium predominantly detected in the cytoplasm of 

polymorphonuclear cells (PMN). During mice infections, the infiltration of neutrophils is usually 

observed in the PP subepithelial dome and interfollicular area (7). Therefore, the remarkable 

infiltration of neutrophils observed by us in PP follicles led us to speculate that apart from killing 

of bacteria, these cells could carry Salmonella to follicles and take part in further immunity 

mechanisms. In fact, it has been reported that neutrophils may influence adaptive responses 

by acting either directly on T cells or indirectly through DC modulation (30). Physical 

interactions involving neutrophils, DC and T cells have been shown to result in T cell activation 

following DC acquisition of antigens delivered by polymorphonuclear cells (PMN) (31, 32). In 

our previous work (11), we suggest the existence of a Th1 response to Salmonella, based on 

the ability of DC to present Salmonella antigens by MHC class II molecules. Here, several 

evidences of cross-presentation induction were found, probably linked to the uptake of viable 

neutrophils by DC as has been previously observed (33). Cross-presentation defines the 

process by which professional APC present peptides from extracellular antigens via their own 

MHCI molecules to CD8+ T cells (34). In this work, bioinformatic mining of microarray data 

disclosed an up-regulation of genes encoding molecules involved in different steps of the 

antigen presentation pathway via MHCI. Gene coding for BATF3, a transcription factor 

required for development of DC subsets capable of priming CD8+ T-cell responses (35, 36) 

was found to be up-regulated in this study. In addition, IFNγ, followed by IFNα and their signal 

transducers STAT1 and STAT3 were identified as the most relevant upstream regulators of 

the transcriptional response carried out in follicles upon S. Typhimurium infection. A number 

of studies have reported the ability of type I and type II IFNs to promote CD8+ T cell cross-

priming against exogenous antigens, playing an essential role in controlling infections. In 

particular, IFNα induces the differentiation of monocytes into DC, known as IFN-DC, which are 

highly efficient in mediating antigen cross-presentation (37). Both type I and II IFN boost cross-
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presentation of antigens by DC via the modulation of immunoproteasome activity (38, 39). In 

this context, up-regulation of genes coding for molecules involved in antigen transport and 

MHCI presentation (TAP1, PSMB9, B2M) together with a high expression of IRF1 (Interferon 

Regulatory Factor 1) and UBD (Ubiquitin D) was observed in porcine PP after S. Typhimurium 

infection. IRF1 and UBD are essential for the expression of the immunoproteasome subunits 

and for the subsequent presentation of antigens to CD8+ T cells (40, 41). These findings, 

supported by previous evidences (34, 42, 43), suggest that DCs cross-present Salmonella 

antigens in porcine PP after engulfment of infected neutrophils, in line with our previous  

observations in S. Typhimurium infected mesenteric lymph nodes (3). 

In addition to the indirect modulation of the cross-presentation by transferring Salmonella 

antigens to DC, neutrophils could play a more active role in the CD8+ T cell response to 

infection. Some studies have reported that both human and murine neutrophils can acquire a 

phenotype consistent with a possible APC function, including their potential to cross-present 

antigens to CD8+T-cells in response to a broad range of microbial pathogens (30, 44). 

Interestingly, in this work we observed that PMN cells other than macrophages showed high 

levels of NLRC5, a NOD-like receptor newly identified as a key regulator of the MHCI antigen 

presentation pathway in infected tissues (45). Immunohistochemistry and western blot assays 

demonstrated that NLRC5 was increased at protein level in infected tissue and analysis of 

microarray data also related the up-regulation of this gene with the activation of molecules 

involved in the Ag presentation via MHCI. From our results, it can be inferred that infected 

neutrophils could directly cross-present S. Typhimurium antigens to CD8+ T-cells in porcine 

PP. However, despite that NLRC5 has been recently characterized as one of the main 

transcriptional regulators of MHCI molecules in immune cells (46), direct antigen presentation 

by neutrophils has thus far not been demonstrated in pigs, especially with respect to an 

induction of antigen-specific CD8+T-cells response upon cross-presentation of microbial 

proteins. 

In summary, this study disclosed a prominent role for PP follicles in the establishment of 

immune responses against S. Typhimurium. Results indicated evidence of GC formation and 

the establishment of humoral immunity responses in tissue at 2 dpi. Interestingly, several 

evidences of cross-presentation triggering were found. These results reveal novel aspects of 

gut immune response to non-typhoid Salmonella infections that could contribute to the 

establishment of therapies and vaccine approaches against salmonellosis. 
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FIGURE LEGENDS 

 

Figure 1. Laser capture microdissection, histological analysis and CD5 quantification in 

PP follicles upon infection with S. Typhimurium. A-B: After their identification (A), PP 

follicles were microdissected by Auto-Laser Pressure Catapulting. C-D: H/E staining of ileum 

sections demonstrating PP follicles before (C) and after (D) the bacterial challenge. A 

highlighted in (D), infection resulted in a relevant infiltration of neutrophils. E: fluorescent 

labelling of S. Typhimurium in tissue. Pathogen was mainly detected in the perinuclear zone 

of polymorphonuclear cells. Scale bar = 20 μm F: western blot assays uncovered increased 

levels of CD5 in infected tissue. Statistical significance was calculated using Student’s t test. 

** denotes a p-value inferior to 0.01.  
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Figure 2. Heatmap analysis of microarray data in S. Typhimurium infected PP follicles. 

Hierarchical clustering of statistically significant microarray gene expression from infected and 

control pigs. Red color reflects higher level of expression, whereas green tonalities are 

associated to a decreased expression level. 

 

Figure 3. Network analysis of microarray data and qPCR assays in S. Typhimurium 

infected PP follicles. A: major generated network depicted a common up-regulation of genes 

taking part in communication between innate and adaptive immune cells and dendritic cell 

maturation pathways. B: differential gene expression analysis by qPCR revealed an up-

regulation of molecules involved in the formation of geminal centers in infected PP follicles. 

Statistical significance was calculated using Student’s t test. 

 

Figure 4. IFNγ is the main regulator of transcriptional response of PP follicles to non-

typhoid Salmonella. A: network analysis disclosed that IFNγ up-regulation resulted in the 

activation or inhibition (orange and blue lines respectively) of 53 genes differently expressed 

after infection. Data were inconsistent for genes linked with yellow lines and effect could not 

be predicted for those linked with grey lines. B: differential expression analysis by qPCR for a 

sort of IFNγ-target genes confirmed the predicted effect of IFNγ in the expression of 

downstream molecules. Statistical significance was calculated using Student’s t test. One, two 

or three asterisk denotes a p-value inferior to 0.05, 0.01 and 0.001 respectively. C: 

immunohistochemistry assays further corroborated the effect of IFNγ up-regulation in target 

molecules at protein level. White and yellow bars denote 200 and 100 μm respectively. 

 

Figure 5. NLRC5 activates the antigen presentation via MHCI pathway after infection 

with non-typhoid Salmonella. Network analysis (A) disclosed direct relationships between 

NLCR5 and distinct molecules involved in the antigen presentation via MHCI (B). 

 

Figure 6. S. Typhimurium infected PP follicles showed increased levels of NLRC5 and 

MHCI at protein level. A: western blot assays demonstrated an increase of NLRC5 and MHCI 

in infected follicles. Statistical significance was calculated using Student’s t test. One or two 

asterisks denote a p-value inferior to 0.05 and 0.01 respectively. B-C: Immunohistochemistry 

assays uncovered increased levels of NLRC5 in infected PP follicles. D: Confocal microscopy 

analysis detected NLRC5 in polymorphonuclear cells (merge image: NLRC5-FITC and DAPI; 

white and yellow bars denote 10 and 50 μm respectively). E: NLRC5 was not detected in 

macrophages (merge image: NLRC5-FITC, 4E9/11 anti-macrophage-Alexa Fluor® 594 and 

DAPI; white bar denotes 10 μm). F-G: Higher levels of MHCI were observed in follicles after 

infection, being labelling mainly observed in the cytoplasm of mononuclear phagocytes.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL 

Table S1. Primer pairs used in host differential expression analysis by real-time quantitative 

PCR. 

Table S2. Differentially expressed transcripts in infected Peyer’s Patches follicles. 

Table S3. Ingenuity Pathway Analysis (IPA) annotations.
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TABLES 

Table 1. Predicted activation state of biological functions and upstream regulators 

*Calculated with Fisher's exact test. P-values bellow 0.05 were considered statistically 

significant. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Category 
Predicted Activation 

State 

Activation z-

score 
p-value* 

Downstream effect    

Migration of phagocytes Increased 2,930 6,33E-13 

Cell movement of phagocytes Increased 2,928 4,09E-11 

Cell movement of leukocytes Increased 2,342 4,54E-10 

Cell movement of myeloid cells Increased 3,012 9,53E-10 

Leukocyte migration Increased 2,498 3,35E-09 

Activation of leukocytes Increased 3,213 4,77E-09 

Activation of blood cells Increased 3,514 4,96E-09 

Activation of cells Increased 3,378 1,80E-08 

Quantity of leukocytes Increased 2,564 1,92E-08 

Homing of leukocytes Increased 2,604 2,64E-08 

Upstream regulator    

IFNG Activated 4,211 1,04E-26 

lipopolysaccharide Activated 4,918 6,03E-23 

poly rI:rC-RNA Activated 4,291 4,60E-22 

Interferon alpha Activated 2,541 5,35E-21 

TNF Activated 4,107 1,46E-18 

IL1B Activated 4,096 1,05E-17 

STAT3 Activated 3,039 1,43E-17 

STAT1 Activated 3,110 2,58E-17 

IL6 Activated 2,861 4,18E-17 

NFkB (complex) Activated 4,092 6,77E-16 
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3.3 Post-doctorat 

 

Après mon doctorat, j’ai voulu mettre à profit les compétences scientifiques acquises 

dans la recherche appliquée pour m’orienter vers un domaine de recherche plus 

fondamentale. Pendant mon activité postdoctorale au sein de l’équipe de Robin Fahraeus 

(UMR 1162 - Inserm, Université Paris Descartes-Paris Diderot-Paris 13), je me suis intéressé 

aux bases moléculaires de la présentation d’antigènes par le CMH-I et aux stratégies 

développées par les pathogènes pour entraver ce processus. 

Pendant longtemps, les peptides antigéniques présentés par le CMH-I ont été attribués 

exclusivement à la digestion par le protéasome de protéines endogènes [28] (Figure 13A). 

Néanmoins, l’équipe Fahraeus a démontré que d’autres peptides, issus d’un processus 

indépendant de la dégradation de protéines, représentent une source majeure d’antigènes 

pour la voie du CMH-I [29-31]. Plus concrètement, ses travaux ont dévoilé que des peptides 

antigéniques de classe I sont produits pendant une étape précoce de la traduction, appelée 

en anglais pioneer round of translation. Ce processus consiste à une lecture des ARN pré-

messagers, ayant pour but de contrôler leur qualité avant leur interaction avec les facteurs 

d’initiation de la traduction canonique. Les cellules sont donc capables d’utiliser les « sous-

produits » de cette lecture, nommés pioneer translation products (PTPs), pour induire la 

réponse cytotoxique via le CMH-I (Figure 13B).  

Figure 13 – Sources de peptides antigéniques pour la voie du CMH-I. A : Des protéines fonctionnelles sont 

dégradés par le protéasome pour donner origine aux peptides présentés par le CMH-I. D’après Kobayashi and 

van den Elsen [28]. B : 1- La lecture des ARN pré-messagers par des ribosomes nucléaires pendant la pioneer 

round of translation produit des polypeptides provenant de séquences exoniques et introniques appelés pioneer 

translation products (PTPs). Les PTPs sont dégradés par le protéasome et ensuite incorporés à la voie du CMH-

I. 2 - La dégradation de protéines fonctionnelles jouerait qu’un rôle mineur dans la production de peptides 

antigéniques de classe I. D’après Duvallet et al. [31]. 

A B 
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 Dans le cadre de mes travaux, j’ai d’abord collaboré à l’identification d’un facteur de 

l’hôte détourné par le virus d’Epstein-Barr (EBV) pour entraver la production de peptides 

antigéniques et par conséquent, échapper à la réponse immunitaire. Nous avons aussi 

développé un système de criblage de molécules d’intérêt pour le traitement des tumeurs 

associés à l’EBV. Les observations ainsi que les outils issus de cette collaboration m’ont 

permis de réaliser une étude avec pour objectif de décrypter l’influence de la maturation des 

ARNm sur la traduction canonique et la production de peptides antigéniques alternatifs (PTPs) 

pour la voie du CMH-I. 

 

 

3.3.1 Détournement de la présentation d’antigènes par le virus d’Epstein-Barr 

 L’oncovirus d’Epstein-Barr est capable d’échapper au système immunitaire mais 

possède un talon d’Achille : EBNA1. Cette protéine est à la fois requise pour la réplication et 

la maintenance du génome viral, mais est également fortement antigénique. Concrètement, 

des lymphocytes T dirigés contre EBNA1 sont présents chez toutes les personnes infectées. 

Pour cette raison, le virus d’Epstein-Barr a développé une stratégie dans laquelle la séquence 

de l’ARNm d’EBNA1 codant pour une répétition de glycine et alanine (GAr, glycine-alanine 

repeat) présente dans la région N-terminale d’EBNA1, limite sa propre traduction. Ainsi, la 

traduction d’EBNA1 est restreinte à un niveau minimal pour assurer le maintien du virus, tout 

en minimisant sa reconnaissance par le système immunitaire [32]. 

Des travaux menés en collaboration avec l’équipe de Marc Blondel (Université de 

Bretagne Occidentale) a identifié la nucléoline (NCL) comme le premier facteur de la cellule 

hôte nécessaire à la limitation GAr-dépendante de la traduction d’EBNA1, et donc à la furtivité 

du virus d’Epstein-Barr ([33], ci-joint). Plus précisément, un système rapporteur développé 

chez la levure nous a permis d’observer que la surexpression de NSR1, le gène codant pour 

la NCL chez Saccharomyces cerevisiae, augmente l’effet inhibiteur in cis de GAr sur la 

traduction (Figure 14). Chez des cellules humaines, nous avons confirmé que la 

surexpression de NCL augmente l’inhibition GAr-dépendante de l’expression d’EBNA1, tandis 

que son inhibition limite la suppression de la traduction d’EBNA1 et de la présentation de 

peptides antigéniques dérivés d’EBNA1 (Figure 15A-D). De plus, nous avons montré que NCL 

interagit de façon directe avec les G-quadruplexes (G4s) formés par la séquence codant le 

domaine GAr dans l’ARNm d’EBNA1 et que le PhenDC3, un ligand connu des G4s, empêche 

cette interaction (Figure 15E) et bloque l’effet inhibiteur de GAr sur l’immunodétection 

d’EBNA1. Par conséquent, cette étude a mis en lumière une cible thérapeutique nouvelle et 

pertinente pour induire la reconnaissance par le système immunitaire des tumeurs liés au virus 

d’Epstein-Barr (Figure 16). 
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B 

A 
Figure 14 – Screening chez la levure de 

molécules contribuant à l’effet de GAr 

sur la traduction. A: L’expression à un 

niveau suffisant du gène rapporteur 

ADE2 chez Saccharomyces cereviseae 

confère la production de colonies 

blanches. La séquence d’ADN codant 

pour le motif GAr a été cloné en phase 

avec ADE2 (43GAr-ADE2) et incorporé à 

une souche de S. cereviseae qui a ainsi 

acquis le phénotype rose. Cette souche a 

été transformée avec une librairie d’ADN 

génomique de levure et les souches 

rouges (redder phenotype, expression 

réduite d’ADE2) ont été analysées pour la 

recherche de molécules contribuant à 

l’effet de GAr sur la traduction. Cette 

approche a identifié NSR1 (nucléoline 

chez les mammifères). B: Une analyse 

par WB a confirmé que la surexpression 

de NSR1 réduit l’expression de GAr-

Ade2. Modifié de Lista et al. (2017) Nat 

Comm [33] 

A B C 

D E 

 

Figure 15 – La nucléoline contribue à la limitation GAr-dépendante de la traduction d’EBNA1 et de la 

présentation d’antigènes par la voie du CMH-I. A-B: Western blot.  A: La surexpression de la nucléoline (NCL) 

chez la lignée cellulaire Mutu-1 (cellules B humaines infectées par l’EBV) réduit la traduction d’EBNA1. B: 

L’inhibition de l’expression de NCL par silencing RNA (siRNA) entraine une augmentation des niveaux d’EBNA1. 

C-D: Effet de l’inhibition de l’expression de la NCL sur la présentation d’antigènes. Des cellules de la lignée H1299 

ont été transfectées avec le CMH-I murin (Kb) et une construction codant pour la protéine OVA avec ou sans le 

motif GAr. Les cellules ont été traitées avec des siRNA contrôles ou ciblant la NCL et cultivées avec des 

lymphocytes T CD8+ spécifiques de l’OVA marqués avec le réactif Cell Trace Violet. Après 3 jours de co-culture, 

les niveaux de présentation antigénique ont été estimés par cytométrie selon les pourcentages de prolifération 

lymphocytaire. L’inhibition de la NCL augmente la présentation d’antigènes provenant de GAr-OVA (C) mais pas 

de l’OVA (D). E: Analyse de l’interaction entre la NCL et l’ARN d’EBNA1 par Proximity Ligation Assay (PLA), 

détaillée dans la section 3.3.2. Chaque interaction est visualisée comme un point (vert) dans les noyaux (bleu) des 

cellules. Le ligand de G-quadruplexes PhenDC3 empêche ces interactions. Modifié de Lista et al. (2017) Nat Comm 

[33] 
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3.3.2 Criblage de ligands de G-quadruplexes comme traitement de tumeurs associées 

au virus d’Epstein-Barr 

Le rôle crucial joué par les interactions protéine-ARN dans le contrôle de multiples 

processus cellulaires physiologiques et pathologiques les a désignées comme cibles pour le 

développement de nouvelles thérapies. Cependant, le criblage de molécules interférant avec 

ces interactions demeure limité, principalement due à la complexité et spécificité des 

structures de l’ARN qui servent comme plateformes pour les protéines. Le repliement de ces 

structures dépend de divers médiateurs cellulaires qui, dans la plupart des cas, restent 

méconnus. De plus, des différences notables ont été observées dans la structure des ARNm 

synthétisées in vitro et in cellulo. Pour cette raison, la mise en place de méthodes in cellulo 

pour le criblage de molécules d’intérêt représente un enjeu majeur dans le cadre des 

interactions protéine-ARN.  

L’utilisation de la technique Proximity Ligation Assay (PLA) pour démontrer l’interaction 

de la NCL avec des G4s présents dans l’ARN de EBNA1, ainsi que l’intérêt de cette interaction 

comme cible thérapeutique, nous a incité à utiliser le PLA pour le criblage d’autre ligands de 

G4 dans le but d’identifier des molécules candidates pour le traitement des tumeurs associés 

à EBV (Figure 17). Dans un premier temps, nous avons utilisé cette approche pour montrer 

que les ligands de G4 interfèrent différemment avec l’interaction entre la NCL et l’ARNm 

d’EBNA1. Des différences entre deux molécules avec une forte affinité pour l’ARN d’EBNA1 

in vitro ont pu être dévoilées par le PLA in cellulo (Figure 18). Nous avons ainsi proposé une 

stratégie qui permettrait de surmonter les limitations des approches in vitro pour l’étude des 

interactions protéine-ARN [34]. Cette approche a été utilisée pour un criblage incluant des 

nouveaux ligands de G4 et a fait l’objet d’autres articles originales, d’un brevet et d’un chapitre 

de livre.  

Figure 16 – Schéma décrivant l’intéraction entre la 

nucléoline et des G-quadruplexes formés dans l’ARNm 

d’EBNA1. Cette interaction, ayant lieu principalement dans 

les noyaux, inhibe la traduction d’EBNA1 et réduit la 

production de peptides antigéniques dérivant d’EBNA1. 

Adapté de Martins et al. (2018) Molecules [34]. 
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Figure 17 – Schéma décrivant le principe du Proximity Ligation Assay (PLA). A: Cette méthode a été 

originalement conçue pour étudier les interactions protéine-protéine. D’abord, une paire d’anticorps primaires 

produits chez deux espèces différentes est utilisée pour marquer deux protéines d’intérêt. Des anticorps 

secondaires conjugués à des amorces et ensuite deux réactions enzymatiques sont utilisés pour générer un produit 

complexe fluorescent in situ en cas de proximité entre les deux protéines cibles. B: Cette méthode a été adaptée 

pour l’étude des interactions protéine-ARN. Pour cela, l’ARN cible est marqué avec une sonde conjuguée à la 

digoxigénine. Ensuite, la technique est mise en place en utilisant un anticorps primaire anti-digoxigénine et un autre 

anticorps secondaire reconnaissant la protéine d’intérêt. Adapté de Martins et al. (2018) Molecules [34]. 

A B 

Figure 18 – Utilisation du Proximity ligation assay (PLA) pour le criblage de molécules intervenant sur 

les interactions protéine-ARN. A: La lignée cellulaire B95-8, transformée par l’EBV, a été traitée avec les 

ligands de G4 pyridostatin et PhenDC3. L’analyse par PLA a montré que PhenDC3 (PDC3), contrairement à la 

pyridostatin (PDS), empêche l’interaction de la nucleoine (NLC) avec les G-quadruplexes (G4) présents dans 

l’ARN messsager d’EBNA1. B: Schéma décrivant les résultats obtenus. Adapté de Martins et al. (2018) 

Molecules [34]. 

A 

B 
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3.3.3 Mécanismes fondamentaux de la production de peptides antigéniques  

Les peptides présentés par le CMH-I représentent un élément clé de la reconnaissance 

des cellules infectées et des tumeurs par le système immunitaire. Comme discuté 

précédemment, des études récentes ont dévoilé que les produits de traduction non-canonique 

sont une source importante de ces peptides. En effet, la lecture des ARN pré-messagers 

pendant le pioneer round of translation génère des peptides antigéniques provenant de 

séquences exoniques, introniques, aussi bien que des ARNm non-sens [29, 30].  

Dans le cadre de mes travaux, j’ai utilisé différentes stratégies pour vérifier si le 

processus de maturation des ARNm influence la production de peptides pour la voie du CMH-

I [35]. Nous avons d’abord exploité les particularités du motif GAr d’EBNA1 comme un outil 

pour manipuler les processus de traduction et présentation antigénique. Il a été montré que la 

fusion de la séquence de GAr à n’importe quelle séquence codante sans introns inhibe la 

traduction in cis et la production de peptides antigéniques de classe I [32]. Cependant, nous 

avons observé que cet effet inhibiteur est supprimé quand GAr est fusionné à des séquences 

portant des introns (Figure 19).  

 

Contrairement à la plupart des ARNm eucaryotes, l’ARNm de n’importe quelle 

séquence fusionnée au motif GAr reste confiné dans le noyau. Curieusement, nous avons 

observé que la présence d’introns modifie la localisation des ARNm portant le GAr, lesquels 

s’accumulent dans le cytoplasme (Figure 20A). De plus, la présence d’introns empêche 

l’interaction de l’ARN de GAr avec la nucléoline dans le noyau (Figure 20B, proximity ligation 

assay – PLA, décrit dans la section antérieure). Pour mieux comprendre ces observations, 

nous avons aussi analysé l’interaction GAr ARN-nucléoline par co-immunoprécipitation. Dans 

un premier temps, les lysats de cellules transfectées avec nos constructions d’ADN reportrices 

A B 

Figure 19 – La présence d’introns bloque l’effet de GAr sur la traduction et la présentation d’antigènes. 

A : Analyse par Western blot. B : Analyse de la présentation d’antigènes par la voie du CMH-I. Des lymphocytes 

spécifiques de l’épitope SIINFEKL provenant de la lignée de souris transgénique OT-1 ont été marqué avec Cell 

Trace Violet et mis en contact avec des cellules humaines (lignée H1299) transfectées avec le CMH-I murin 

(Kb) et des plasmides codant pour GAr-Globin avec (intron-bearing) ou sans introns (intronless). Les plasmides 

utilisés portaient également la séquence codante du peptide SIINFEKL. La prolifération lymphocytaire a été 

vérifiée par cytométrie en flux et le taux de cellules prolifératives (représentées par les pics blancs) a été calculée 

par apport à un contrôle non stimulé (pic gris). Les niveaux de présentation antigénique provenant de trois 

expériences indépendantes sont montrés dans le graphique à droite. Des constructions de globine (globin) sans 

GAr ont été utilisées comme contrôle. Modifié de Martins et al. (2019) Nucleic Acids Res. 
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ont été incubés avec un anticorps anti-nucléoline et les ARN co-précipités ont été analysés 

par PCR quantitative (co-immunoprécipitation in vivo). Parallèlement, ces lysats ont été mis 

en contact avec de la nucléoline recombinante et ensuite analysés par la même approche (co-

immunoprécipitation in vitro). En accord avec nos observations par PLA, la co-

immunoprécipitation in vivo a confirmé que la présence d’introns bloque l’interaction de la NCL 

avec l’ARNm de GAr (Figure 20C). Néanmoins, nous avons observé que cette interaction a 

lieu in vitro indépendamment de la présence d’introns dans l’ARN de GAr (Figure 20D). Ainsi, 

les G4 qui agissent comme plateformes pour la NCL sont aussi bien présents dans les ARN 

portant des introns que dans ses homologues sans introns. Cependant, l’épissage et d’autres 

processus ayant lieu sur l’ARN portant des introns empêchent cette interaction et modifient 

pourtant la composition de la particule ribonucléaire.    

 

 

Ces résultats ont mis en évidence que les ARNm avec ou sans introns subissent des 

processus de maturation qui sont différents. De plus, d’autres analyses présentées dans 

l’article original [35], ont indiqué que les ARNm transcrits d’une séquence d’ADN portant des 

introns sont plus abondants mais, au même temps, traduits moins efficacement. Cependant, 

cette tendance est inversée quand ces mêmes séquences reportrices sont fusionnées à GAr, 

confirmant que son effet inhibiteur est bloqué dans le cadre des ARN destinés au processus 

d’épissage. Ce mécanisme et l’interaction entre la NCL et l’ARN de GAr ont été utilisés pour 

A B 

C D 

Figure 20 – Interaction de la nucléoline avec l’ARNm de GAr. A : Une analyse par RNA-FISH a montré que 

la présence d’introns modifie la localisation de l’ARNm de GAr. B : Le proximity ligation assay (PLA, décrit dans 

la section antérieure) a mis en évidence que la présence d’introns empêche l’interaction de la NCL avec l’ARNm 

de GAr. C : Co-immunoprécipitation in vivo. D : Co-immunoprécipitation in vitro. Contrairement aux observations 

in vivo, la NCL intéragit in vitro avec l’ARN de GAr indépendamment de la présence d’introns. Des constructions 

de globine (globin) sans GAr ont été utilisées comme contrôle. Modifié de Martins et al. (2019) Nucleic Acids 

Res. [35] 
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montrer que l’épissage et le transport des ARN, ainsi que les protéines qui composent les 

ribonucléoprotéines peuvent modifier la production de peptides antigéniques pour la voie du 

CMH-I. Nous avons ensuite mis en place une stratégie expérimentale pour vérifier si ces 

observations étaient une conséquence de modifications sur le niveau de protéine ou si les 

peptides antigéniques de classe I sont en effet issus d’un mécanisme “protéine-indépendant”. 

Des cellules transfectées avec la construction GAr-globin avec introns (GAr-globin intron-

bearing) ont été traitées avec l’Isoginkgetin, une molécule inhibitrice de l’épissage. Ce 

traitement a entrainé l’accumulation de l’ARN pré-messager de GAr-globin dans le noyau 

(Figure 21A-B) et la réduction de sa traduction (Figure 21C). Néanmoins, il est important de 

souligner que, malgré cela, une augmentation de la présentation de peptides antigéniques 

provenant de GAr-globin a été constaté (Figure 21D).  

 

 

 Nous avons également ajouté la séquence codante de l’Internal ribosome entry site 

(IRES) du virus de l’hépatite C humain (HCV) au niveau 5’ UTR d’une construction de GAr 

fusionné à l’ovalbumine (HCV IRES-GAr OVA-intronless). L’IRES du HCV forme une boucle 

A 

B C D 

Figure 22 – Effet de l’inhibition de l’épissage sur la traduction et la présentation d’antigènes. A : Le 

traitement avec l’Isoginkgetin a induit l’accumulation de l’ARN de GAr-Globin dans le noyau (en rouge). Bleu = 

DAPI. Barre d’échelle = 10 μm. B : PCR quantitative, l’Isoginkgetin a augmenté la présence du pré-ARNm de 

GAr-globin dans le noyau. C : Le traitement a également réduit les niveaux protéiques de GAr-globin. D : Les 

taux de présentation des antigènes provenant de GAr-globin par le CMH-I a été estimé selon la procédure décrite 

dans la Figure 19B. L’inhibition de l’épissage a entrainé une augmentation de la présentation d’antigènes, 

malgré la réduction de la quantité de protéine. Modifié de Martins et al. (2019) Nucleic Acids Res. [35]. 
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qui empêche la traduction des ARNm par le mécanisme dépendent de la coiffe. Sa présence 

a ainsi augmenté l’inhibition de la traduction de l’ARN de GAr et, en même temps, a empêché 

son accumulation dans le noyau en induisant son transport vers le cytoplasme (Figure 23A-

B). Il est à remarquer que, en utilisant cette stratégie, nous avons encore observé une 

augmentation de la présentation d’antigènes (Figure 23C) malgré la réduction du niveau de 

protéines. Nous avons ainsi démontré que le manque de corrélation entre la traduction et la 

production de peptides antigéniques de classe I n’est pas restreint aux ARNm présentant une 

localisation nucléaire. 

 

L’effet inhibiteur de GAr sur la traduction est dépendant de l’interaction de son ARNm 

avec la NCL dans le noyau [33]. Pour confirmer les résultats indiquant que les protéines et les 

peptides antigéniques de classe I sont produits par des mécanismes indépendants, nous 

avons modifié cette interaction. D’abord, nous avons produit une construction d’ADN codant 

pour une variante de la NCL déplétée de son NLS (NCLΔNLS), présentant donc une 

localisation cytoplasmique. Des cellules ont été co-transfectées avec NCLΔNLS et une 

construction de GAr portant des introns (GAr-globin intron-bearing). Comme nous l’avons 

précédemment montré, l’insertion d’introns dans l’ARN de GAr le dirige vers la voie de 

maturation utilisée pour la plupart des transcrits des eucaryotes supérieurs, comprenant le 

A B 

C 

Figure 23 – La fusion d’un internal ribosome entry site (IRES) au 

3’UTR de GAr inhibe la traduction et, en même temps, augmente la 

présentation d’antigènes. A : RNA-FISH. L’ARN de GAr-OVA et de HCV 

IRES GAr OVA sont représentés en rouge. Bleu = DAPI, barre d’échelle = 

10 μm. B : Western blot. C : Analyse de la présentation d’antigènes par la 

voie du CMH-I selon décrit dans la Figure 19B. La présence de l’IRES du 

HCV dans le 5’UTR de GAr augmente la présentation de peptides 

antigéniques malgré l’inhibition de la traduction. Modifié de Martins et al. 

(2019) Nucleic Acids Res. [35]. 
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processus d’épissage et translocation vers le cytoplasme. L’interaction de la NCL avec GAr 

dans le cytoplasme (Figure 24A) a inhibé la traduction de GAr-globin (Figure 24B) sans 

affecter la production de peptides antigéniques (Figure 24C).  

 

 

 

Dans l’ensemble, ces observations ont confirmé la production de peptides antigéniques 

à partir d’un mécanisme de traduction non-canonique mis en place avant l’épissage de 

l’ARNm. La traduction des ARNm pour la production de protéines et pour la production de 

peptides antigéniques pour la voie du CMH-I relèvent de mécanismes indépendants, mettant 

en évidence le rôle majeur de sources autres que la dégradation des protéines par le 

protéasome dans le déclanchement de la réponse cytotoxique par la voie endogène. Ces 

résultats offrent de nouvelles perspectives pour le développement d’immunothérapies et de 

vaccins.  

Ces travaux font l’objet de deux articles originaux, deux articles de revue et sont en 

lien avec un sujet de M2 et deux projets de thèse que j’ai eu l’opportunité de co-encadrer.    

 

Figure 24 – Utilisation de l’interaction de la 

nucléoline avec l’ARN de GAr pour l’étude de 

la traduction et de la présentation d’antigènes. 

A: Des cellules ont été co-transfectées avec une 

construction codant pour la nucléoline déplétée 

de son NLS (NCLΔNLS) et la construction GAr-

globin avec introns (GAr-globin intron-bearing). 

L’interaction GAr-NCLΔNLS a été observée dans 

le cytoplasme des cellules transfectées par PLA 

(proximity ligation assay, décrit dans la section 

antérieure). IF, immunofluorescence. La NCL est 

marquée en vert. Bleu = DAPI. Barre d’échelle = 

10 μm. B : Quantification des protéines d’intérêt 

par Western blot. C : Analyse de la présentation 

d’antigènes par la voie du CMH-I selon décrit 

dans la Figure 19B. Cette stratégie a mis en 

évidence que les peptides antigéniques de classe 

I peuvent être produits sans influence du 

processus de traduction. Modifié de Martins et al. 

(2019) Nucleic Acids Res. [35]. 



3. Activité scientifique 

106 
 

3.3.4 Encadrement 

 La supervision et l’encadrement d’étudiants a été une des missions principales de mon 

post-doctorat, principalement pendant les deux dernières années. En effet, j’ai contribué 

significativement à l’encadrement de trois thésardes et j’ai été le responsable de stage d’une 

étudiante en M2, d’une étudiante du Programme Erasmus, d’un étudiant de Médicine et d’une 

doctorante étrangère. J’ai aussi supervisé le travail d’une IE de mon ancienne équipe et de 

trois agents d’autres équipes en mission dans notre laboratoire. Les détails de mes activités 

d’encadrement les plus pertinentes sont données ci-dessous : 

 

1. Ewa SROKA, doctorante, 10/2017 – 12/2018 

 Dans le cadre de son projet de thèse, Ewa a pour but de donner suite à des travaux 

explorant un modèle murin de présentation d’antigène par la voie du CMH-I que j’ai initié au 

sein de l’équipe Fahraeus. Ces travaux s’inscrivent dans une collaboration entre l’actuelle 

UMR1131 (INSERM, Université de Paris) et l’International Centre for Cancer Vaccine Science 

(University of Gdansk, Pologne).  

 Plus précisément, j’ai développé la lignée de souris transgénique Hbb-btstm1 en 

collaboration avec le service d’expérimentation animale de l’Institut Universitaire 

d’Hématologie – Université Paris Diderot. Nous avons introduit la séquence codante du 

peptide SIINFEKL de l’OVA dans le deuxième intron du gène HBB de souris C57/BL6, afin de 

générer un modèle animal qui permettrait d’étudier la production de peptides antigéniques 

provenant de la traduction des ARNm non-épissés. À l’aide de ce modèle, j’ai démontré que 

les produits de la traduction non-canonique des séquences introniques peuvent activer la 

réponse des lymphocytes T CD8+ in vivo (Figure 25). Actuellement, Ewa utilise ce modèle 

pour mieux comprendre la production de substrats pour la voie du CMH-I in vivo et pour 

explorer le lien entre ce mécanisme et la réponse immunitaire contre les tumeurs. Je continue 

à contribuer au déroulement de son projet de thèse par des échanges téléphoniques et 

discussions en présentiel au laboratoire de l’équipe Fahraeus à Paris.  

 

2. Maria Camila TOVAR, étudiante en M2, 01 – 06/2018 

 Le projet de Maria portait sur le rôle de l’autophagie dans la présentation d’antigènes. 

En utilisant les modèles in vitro que j’ai mis en place dans le cadre de mes travaux et sous ma 

supervision, Maria a produit des résultats qui suggèrent que l’autophagie participe à la 

production de peptides antigéniques pour la voie du CMH-I provenant de protéines qui tendent 

à former des agrégats dans le cytoplasme. Maria a obtenu une bourse pour poursuivre son 
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doctorat au sein de l’équipe Fahraeus et je contribue à sa thèse en tant que membre de son 

comité de suivi individuel, ainsi que par des échanges téléphoniques et discussions en 

présentiel au laboratoire de son équipe d’accueil. 

 

3. Petter BROHAGEN, Étudiant de Médecine, Linkoping University- Suède, 09 – 12/2018 et  

Aikaterini THERMOU, Programme Erasmus, University of Patras-Grèce, 12/2017 – 05/2018 

 Dans le cadre de leurs stages, Petter et Aikaterini ont mis en place des analyses pour 

étudier la protéine LANA-1 de l’herpèsvirus humain type 8, responsable des sarcomes de 

Kaposi. LANA-1 est homologue de la protéine EBNA-1 de l’EBV et possède des domaines 

centraux similaires au motif GAr. Ces domaines sont caractérisés par la répétition de certains 

acides aminés, étant prédisposés à la formation de G4. Pour cette raison, Aikaterini et Petter 

ont travaillé sous ma supervision pour étudier l’effet des molécules ligands de G4 sur la 

traduction et la présentation d’antigènes provenant de cette protéine.  

 Pendant son stage, Aikaterini a produit des constructions d’ADN codant pour des 

variantes de LANA-1 déplétées de ces domaines centraux dans le but d’étudier leur impact 

sur la traduction. Ensuite, ces constructions ont été utilisées dans les travaux de Petter pour 

évaluer l’effet de ligands de G4. Nous avons démontré que la déplétion de ces trois domaines 

centraux réduit la traduction de LANA-1, mais augmente la présentation de peptides dérivés 

de cette protéine (Figure 26A-B). Nous avons aussi mis en évidence que les ligands de G4 

Figure 25 – Approche in vivo employée pour démontrer la présentation par le CMH-I de peptides antigéniques 

produits à partir de séquences introniques. Des lymphocytes T CD8+ spécifiques du peptide SIINFEKL ont été 
purifiés à partir de ganglions lymphatiques de souris OT1 et marqués par le Cell Trace Violet. Ensuite, ces cellules 
ont été transférées dans des souris sauvages et dans les souris Hbb-btstm1, développées par notre équipe. Les 
rectangles noir et gris illustrent respectivement les exons et les introns du gène Hbb. Le rectangle jaune représente 
la séquence codante du peptide SIINFEKL, insérée dans le deuxième intron du gène Hbb des souris Hbb-btstm1. 
Suite à la purification de la population globale de cellules CD8+ à partir des ganglions lymphatiques et de la rate 
des souris testées, la prolifération in vivo des lymphocytes T CD8+ provenant des souris donneuses a été analysée 
par cytométrie en flux. Le pourcentage de cellules qui ont proliféré est montré dans les graphiques. Cette analyse 
démontre l’activation in vivo de lymphocytes T CD8+ par la présentation d’antigènes produits à partir de la traduction 
d’une séquence intronique. Sroka and Martins et al. Manuscrit en préparation.   
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testés interfèrent différemment sur la traduction et présentation d’antigènes de LANA-1 

(Figure 26C-E). Ces observations sont probablement associées à la différence d’affinité des 

molécules testées par l’ARNm de LANA-1. Ces résultats font l’objet d’une publication en 

préparation que je signerais en tant que co dernier auteur. Suite à son stage, Petter a poursuivi 

ses études de Médecine et Aikaterini a intégré l’équipe Fahraeus pour son Master 2, où elle 

réalise à présent son doctorat.  

B 

A 

E 

D 

C 

Figure 26 – Etudes sur la protéine LANA-1 de l’herpèsvirus humain de type 8. Des cellules transfectées 

avec des constructions de LANA-1 portant le peptide SIINFEKL ont été analysées par Western blot (A) et par 

le test de présentation antigénique présenté dans la Figure 19B (B). Les mêmes analyses ont été réalisées 

avec des cellules traitées avec les ligands de G4 PhenDC3 (C), PDS (D) et HKE (E). Modifié de Thermou et 

Brohagen et al. Manuscrit en préparation.     
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4 - Natividad BELLIDO, Doctorante, Université de Cordoue-Espagne, 11/2018 

 Natividad a été reçue au sein de l’équipe Fahraeus, dans le cadre d’une collaboration 

avec l’équipe Génomica y mejora animale de l’Université de Cordoue, où j’ai réalisé ma thèse 

de doctorat. J’ai formé Natividad aux techniques de présentation d’antigènes, dans le but de 

produire des données pour sa thèse de doctorat et compléter le dernier manuscrit de ma thèse. 

A son retour en Espagne, Natividad a mis à profit les compétences acquises pendant cette 

mission pour démontrer que les macrophages porcins sont capables de présenter des 

antigènes provenant de Salmonella Typhimurium par le CMH-I. Ces résultats seront utilisés 

dans une nouvelle version du manuscrit présenté dans la section 3.2.3 de ce mémoire (Martins 

et al. under preparation). 

 

 

 

3.3.5 Articles en pièce jointe 

[33] Lista, M. J., Martins, R. P., Billant, O., Contesse, M.-A., Findakly S., Pochard,P., 

Daskalogianni, C., Beauvineau, C., Guetta, C., Jamin, C., Teulade-Fichou, M.-P., Fåhraeus, 

R., Voisset, C., Blondel, M. (2017). Nucleolin directly mediates Epstein-Barr virus immune 

evasion through binding to G-quadruplexes of EBNA1 mRNA. Nature Communications, 8, 1-

13. 

[34] Martins, R. P., Findakly, S., Daskalogianni, C., Teulade-Fichou, M.-P., Blondel, M., 

Fåhraeus, R. (2018). In cellulo protein-mRNA interaction assay to determine the action of G-

quadruplex-binding molecules. Molecules, 23 (12), 1-11. 

[35] Martins, R. P., Malbert-Colas, L., Lista, M. J., Daskalogianni, C., Apcher, S., Pla, M., 

Findakly, S., Blondel, M., Fåhraeus, R. (2019). Nuclear processing of nascent transcripts 

determines synthesis of full-length proteins and antigenic peptides. Nucleic Acids Research, 

47 (6), 3086-3100. 
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3.4 Recherche au sein de l’UMR ISP 

 

Le développement de nouvelles alternatives à l’antibiothérapie reste un enjeu dans la 

lutte contre les infections bactériennes. Bien que les vaccins représentent une solution 

attractive, ces derniers possèdent une efficacité limitée dans le cadre de plusieurs maladies 

des animaux de rente, notamment les mammites. En plus de leur impact sur la santé des 

animaux et sur l’économie de l’exploitation laitière, les mammites peuvent engendrer des 

retombées négatives importantes sur la santé publique et le bien-être animal. Les vaccins 

contre les mammites actuellement disponibles ciblent principalement la réponse immunitaire 

humorale. Cependant, les mécanismes de la réponse à médiation cellulaire jouent un rôle 

essentiel dans la réponse aux pathogènes de la glande mammaire et une approche permettant 

la stimulation robuste de cette réponse demeure une lacune difficile à combler. Cela est dû, 

en partie, au manque de connaissances sur les différents aspects de l’immunité adaptative à 

médiation cellulaire, tout particulièrement chez les ruminants.  

Lors des mammites et autres infections, les cellules épithéliales sont les premières 

cellules exposées aux pathogènes. Certains microorganismes sont capables de pénétrer dans 

ces cellules et de survivre dans le milieu intracellulaire à l’abri des anticorps et des phagocytes. 

Cette capacité est souvent évoquée comme un facteur clé pour les infections persistantes, 

lesquelles limitent le contrôle de nombreuses maladies chez les animaux puisqu’elles facilitent 

la propagation furtive des pathogènes dans les troupeaux. Des cellules cytotoxiques ciblant 

les cellules épithéliales infectées pourraient contrecarrer ce phénomène d’échappement aux 

défenses immunitaires et contribuer à la guérison. La cytotoxicité antigène-spécifique 

nécessite la présentation de peptides du pathogène en association avec le CMH-I à la surface 

de la cellule infectée. Cependant, la capacité des cellules épithéliales à présenter des 

antigènes a été peu étudiée. 

La réponse immunitaire cellulaire peut être de type 1, 2 ou 3 selon les médiateurs 

impliqués, ainsi que leur fonction et leur effet pathophysiologique (Figure 27). Les réponses 

de type 1 (IFNγ-dépendante) et 3 (IL-17-dépendante) sont les plus pertinentes dans le cadre 

des infections bactériennes. Ces réponses reposent sur les lymphocytes T CD4+ (Th) et CD8+ 

(Tc) produisant de l’IFNγ, classés comme Th1 et Tc1, et ceux produisant d’IL-17A avec ou 

sans IFNγ, appelés Th17 et Tc17 [36]. Les voies moléculaires modulant la polarisation et la 

plasticité des lymphocytes n’ont pas été décryptées chez le bovin. De plus, la fonction d’autres 

membres de la famille des lymphocytes T (CD3+) comme les lymphocytes double négatifs 

(DNT, CD4- et CD8-), double positifs (DPT, CD4+ et CD8+) et les lymphocytes TCRγδ+ restent 

peu connus. 
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Dans le cadre de mes recherches, j’envisage de m’adresser aux différentes étapes de 

la réponse immunitaire à médiation cellulaire, dans le but d’apporter une vision globale de ce 

processus qui comprend les bases de la présentation d’antigènes bactériens, les interactions 

entre les populations cellulaires impliquées et les mécanismes moléculaires entrainant 

l’activation et la polarisation des lymphocytes.  

 

 

3.4.1 Projet LymphoBov : étude de la polarisation et plasticité des lymphocytes T bovins  

Les cellules Th17 modulent le recrutement de neutrophiles et la réponse pro-

inflammatoire des barrières épithéliales. Notre équipe a mis en évidence que ces cellules 

jouent un rôle important dans la réponse immunitaire contre les mammites [37, 38]. 

Néanmoins, des nombreuses études rapportent que les lymphocytes Th17 sont peu 

abondants au niveau des sites d’inflammation in vivo à cause de leur plasticité élevée et de 

leurs mécanismes d’auto-régulation qui limitent leur expansion. Au cours de diverses 

Figure 27 -  Les trois types principales d’immunité à médiation cellulaire. L’immunité de type 1 est exécutée 

par les cellules T-bet+ IFNγ+ suivantes : Th1 (CD4+), ILC1, Tc1 (CD8+, Eomes+) et NK (Eomes+). L’immunité de 

type 2 est mise en place par des cellules GATA3+ produisant de l’IL-4, IL-5 et IL13 : Th2 (CD4+), ILC2, Tc2 (CD8+). 

L’immunité de type 3 est assurée par des cellules RORγt+ produisant de l’IL-17 et IL-22 : Th17 (CD4+), ILC3, Tc17 

(CD8+). CLp : progéniteur lymphoide commun, CILp : progéniteur lymphoïde commun innée, LN : ganglion 

lymphatique, PP, plaques de Peyer, Tp, progéniteur des lymphocytes T. D’après Annunziato et al. [36].  
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pathologies pro-inflammatoires, les cellules Th17 acquièrent la capacité de produire l’IFNγ, ce 

qui mène à leur orientation rapide vers le phénotype Th1. Ces cellules Th1 originaires de 

lymphocytes Th17 (Th1-non classiques) sont supposées être fonctionnellement différentes 

des Th1 et Th17, étant associées aux inflammations chroniques [39]. Les mécanismes 

déterminant la plasticité des lymphocytes Th17, ainsi que les différences entre les lymphocytes 

Th1 et Th1-non classiques restent peu compris et n’ont pas été étudiés chez les bovins.    

La polarisation des lymphocytes T vers un phénotype de type 1 ou 3 est régulée par 

l’enchainement de modifications ayant lieu au niveau du transcriptome. Cependant, les 

connaissances de ce processus sont basées fondamentalement sur les observations chez la 

souris et, dans une moindre mesure, chez l’Homme [36]. L’activation de STAT-1 par l’IFNγ et 

de STAT-4 par l’IL12 sont critiques pour l’induction du facteur de transcription T-bet, le principal 

médiateur du développement des lymphocytes Th1. D’autre part, la stimulation des 

lymphocytes Th naïfs par l’IL-6 et TGFβ conduit à l’expression des facteurs de transcription 

STAT-3 et RORγt et détermine leur orientation vers le phénotype Th17 [40]. Des observations 

récentes ont mis en évidence l’existence de modifications chimiques post-transcriptionnelles 

dans les molécules d’ARNm, donnant naissance à un nouveau domaine d’étude nommé 

épitranscriptomique. En effet, la méthylation de l’adénosine pour former la N6-

méthyladénosine (m6A) est la modification épitranscriptomique la plus abondante et joue un 

rôle majeur dans l’homéostasie et la fonction des cellules du système immunitaire [41]. 

Cependant, l’impact de cette modification sur la plasticité des lymphocytes Th17 n’a pas été 

étudiée. 

Dans le cadre du projet LymphoBov, nous proposons ainsi d’analyser les modifications 

transcriptionnelles et post-transcriptionnelles déterminant le phénotype et la plasticité des 

lymphocytes T CD4+. De plus, nous apporterons la première caractérisation des lymphocytes 

Th1 “non classiques” chez les bovins. Ce projet s’inscrit dans le cadre d’une collaboration avec 

l’UE-PAO (Département PHASE, Inra Nouzilly) pour l’obtention du matériel biologique 

nécessaire et est soutenu par le Département Santé Animale grâce au financement d’une 

bourse de M2 et d’un crédit accordé aux nouveaux arrivants.  

Une approche mise en place par notre équipe [42] nous a permis d’isoler et de multiplier 

les lymphocytes impliqués dans les réponses de type 1 et 3. Ces lymphocytes ont ensuite été 

Figure 28 : Analyse phénotypique des lymphocytes 

T par cytométrie en flux. Les pourcentages de trois 

populations lymphocytaires : Th1, Th17 IFNγ+ et Th17 

sont montrés au jours 6, 8, 10, 14 et 21. Les cellules de 

quatre vaches pour les jours 6 et 10 et de deux vaches 

pour les jours 8, 14 et 21 ont été analysées. 
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analysés pour la présence d’IL-17- IFNγ+ à différents jours de culture après leur tri magnétique 

et un faible maintien du phénotype Th17 a été observé (Figure 28).  

Pour mieux comprendre ces résultats, ces cellules ont été triés par cytométrie en flux 

afin d’isoler les populations d’intérêt et les remettre en culture. Cette stratégie a été répétée 

deux fois consécutives, dans le but de suivre l’évolution du phénotype des populations 

étudiées et d’obtenir les échantillons nécessaires pour les études transcriptomique et 

épitranscriptomique (Figure 29A). Nos résultats préliminaires indiquent que les lymphocytes 

bovins IL-17- IFNγ+ sont capables de maintenir le phénotype Th1 au fil du temps, tandis que 

les cellules Th17 (IL-17+ IFNγ-) présentent une plasticité élevée et s’orientent vers le 

Figure 29 : Analyse et tri de populations lymphocytaires bovines par cytométrie en flux. A : Suite à leur 

isolement et expansion, les lymphocytes ont été triées aux jours 9, 22 et 35. Les cellules correspondant aux régions 
entourées ont été remises en culture puis retriées ou congelées pour des analyses ARN. B : Des lymphocytes 

triés à J22 ont été remis en culture et leur phénotype a été analysé par cytométrie en flux à J34. Les pourcentages 
de chaque population étudiée sont montrés. Après 12 jours d’incubation, les lymphocytes Th17 et Th17 IFNγ+ ont 
graduellement perdu la capacité de produire de l’IL-17, donnant naissance à une population strictement IFNγ+ 
(ex-Th17 ou Th1-non classiques). D’autre part, les cellules Th1 n’ont pas présenté une modification de leur 
phénotype. Cunha et al. Manuscrit en préparation. 

A 

B 
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phénotype Th1 (Figure 29B-C). A présent, nous mettons en place des analyses qui nous 

permettront de comprendre les bases moléculaires de ces observations.  

Les résultats issus de ce projet nous permettront de mieux comprendre les 

mécanismes déterminant le phénotype et les fonctions des lymphocytes Th1 et Th17 bovins. 

Ces connaissances seront essentielles pour la mise en place de nouvelles approches centrées 

sur la stimulation de la réponse à médiation cellulaire comme piste de prévention des infections 

bactériennes, notamment par des nouvelles approches vaccinales.  

 

3.4.2 Projet PAgBac : analyse de la présentation d’antigènes bactériens  

Comme discuté précédemment, le CMH-I est requis pour la détection d’antigènes 

provenant de cellules tumorales ou infectées par des virus, mais également pour la 

“présentation croisée” (cross-presentation) de peptides d’origine exogène. Malgré l’abondance 

de données illustrant l’activation de la voie du CMH-I lors de nombreuses infections 

bactériennes, la présentation croisée d’antigènes bactériens a été peu étudiée chez les 

animaux de rente. Récemment, nous avons mis en place une analyse par cytométrie en flux 

qui nous a permis de détecter la prolifération de lymphocytes T cytotoxiques bovins induite par 

des cellules dendritiques dérivées de monocytes (moDC) infectées par Staphylococcus 

aureus. 

 

 

A 

Figure 30 – Etude de la présentation d’antigènes de Staphylococcus aureus par cytométrie en flux. Des 

cellules mononuclées du sang (PBMC) d’un animal atteint de mammite à S. aureus ont été utilisées pour la 

production de cellules dendritiques dérivées du sang (moDC) et pour l’isolement de lymphocytes T. Les lymphocytes 

ont été marqués avec Cell Trace (CT) et mis en co-cultures autologues avec des moDC préalablement infectées 

avec S. aureus. La réponse lymphocytaire a été évaluée par cytométrie en flux selon la présence de marqueurs de 

surface et la perte du marquage (CT). L’infection par S. aureus a davantage stimulé les lymphocytes T CD8+. 

Données non publiées. 
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Dans différentes infections, les cellules épithéliales sont la première barrière exposée 

aux pathogènes, certains étant capables de pénétrer ces cellules et d’y survivre à l’abri des 

anticorps et des cellules phagocytaires. La capacité des certains pathogènes à survivre dans 

le milieu intracellulaire est souvent évoquée comme un facteur clé dans l’apparition des 

infections persistantes. Ces infections limitent le contrôle de nombreuses maladies chez les 

animaux puisqu’elles facilitent la propagation furtive des pathogènes dans les troupeaux. Des 

cellules cytotoxiques ciblant les cellules épithéliales infectées pourraient contrecarrer ce 

phénomène d’échappement aux défenses immunitaires et contribuer à la guérison.  

La cytotoxicité antigène-spécifique nécessite la présentation de peptides du pathogène 

en association avec le CMH-I à la surface de la cellule infectée. Cependant, la capacité des 

cellules épithéliales à présenter des antigènes reste méconnue, particulièrement chez les 

animaux d’élevage. Dans le cadre du projet PAgBac, j’envisage d’explorer la capacité des 

cellules épithéliales bovines à induire une réponse cytotoxique en activant les lymphocytes T 

CD8+. Pour cela, un modèle ex vivo pour l’étude de la présentation croisée chez le bovin sera 

mis en place en collaboration avec Sébastien Holbert (ISP, équipe SPVB), en adaptant à cette 

espèce un système rapporteur murin (Kb-B3Z) amplement utilisé pour l’étude de la réponse 

antigène-spécifique via le CMH-I (Figure 31). 

En effet, l’hybridome murin B3Z possède les mêmes activités qu’un lymphocyte T 

CD8+, avec la particularité de reconnaitre spécifiquement le peptide rapporteur SIINFEKL de 

l’ovalbumine, présenté dans le contexte du CMH-1 murin (Kb). La fusion du peptide SIINFEKL 

à une protéine de n’importe quel pathogène permet ainsi l’étude de la présentation d’antigènes 

en utilisant les cellules B3Z, sans les inconvénients liés à la production de lymphocytes T CD8+ 

spécifiques. Suite à leur activation, les cellules B3Z prolifèrent en sécrétant de l’IL2 dans le 

milieu. Étant donné que l’hybridome B3Z reconnait uniquement le CMH-I d’origine murine, 

l’expression de cette molécule sera induite chez une lignée épithéliale mammaire bovine par 

transfection transitoire. Les cellules transfectées seront infectées avec une souche d’un 

pathogène extracellulaire (Escherichia coli) exprimant le peptide SIINFEKL, transformée 

(invasive) ou pas (non-invasive) avec le gène Rck de Salmonella, qui confère la capacité de 

pénétrer dans les cellules épithéliales. Les cellules infectées seront ensuite co-incubées avec 

l’hybridome murin B3Z. La réponse spécifique des B3Z au peptide exprimé par les souches 

d’E. coli nous permettra de montrer la présentation croisée d’antigènes bactériens par des 

cellules épithéliales bovines. Comme contrôle, les mêmes expériences seront mises en place 

en parallèle avec des MoDCs. Cette stratégie expérimentale nous donnera la possibilité 

d’étudier les mécanismes fondamentaux de la présentation d’antigènes chez les animaux de 

rente suite aux infections par des différents pathogènes d’intérêt.  
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Plus concrètement, ce modèle sera développé et validé pour analyser l’influence du 

devenir de Salmonella Typhimurium dans la niche intracellulaire sur le déclenchement de la 

réponse immunitaire. Ensuite, nous envisageons la mise en place d’une plateforme pour le 

criblage de molécules, de souches et de facteurs microbiens stimulant la réponse cytotoxique, 

dans le but d’apporter des nouvelles cibles pour la lutte contre les infections persistantes. Nous 

croyons que ce projet nous permettra d’acquérir les compétences et les données préliminaires 

nécessaires à la mise en place des nouvelles approches pour l’analyse des réponses 

antigène-spécifiques nécessitant, pour ce faire, uniquement de cellules de nos espèces cibles. 

Figure 31 – Modèle ex vivo pour l’étude de la présentation croisée chez les animaux de rente.  Cette approche 

pourra être utilisée pour étudier la mécanistique de la présentation de peptides antigéniques des bactéries et 

d’autres pathogènes par la voie du CMH-I. De plus, cette stratégie expérimentale pourra être appliquée au criblage 

de molécules chimiques, de facteurs d’un même pathogène ou de différents pathogènes interférant dans ce 

processus.  
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3.4.3 Encadrement 

Pendant l’année 2019/2020, j’ai eu l’opportunité de débuter mes activités 

d’encadrement chez ISP grâce au financement d’une bourse de M2 par le Département Santé 

Animale d’INRAE. Les travaux menés par Jennifer Bodin s’inscrivent dans le cadre du projet 

Lymphobov, présenté dans la section 3.4.1. Jennifer a manifesté son intérêt pour la carrière 

d’ingénieur d’études et a récemment décroché un CDD au sein de l’équipe AIM (INRAE Centre 

Val de Loire) en tant qu’assistant ingénieur.  

Pour la suite, ma proposition de sujet de M2 pour l’année 2020/2021 a été validée et 

sera cofinancée par l’unité ISP. Ce sujet porte sur le développement d’un modèle ex vivo pour 

l’étude de la réponse des cellules de la glande mammaire aux infections bactériennes. 

J’envisage de proposer un sujet de thèse pendant le prochain appel de co-financement par le 

Département Santé Animal. Ce sujet s’adressera à la thématique et les objectifs de ma 

demande de financement ANR jeune chercheuses jeunes chercheurs (JCJC), récemment 

sélectionné pour la deuxième phase d’évaluation (Projet CelBoVax, AAPG 2020). Mes 

activités en tant qu’encadrant incluent également la direction des activités scientifiques de 

Patricia Cunha, technicienne de laboratoire au sein de l’équipe ISP. 

 

3.4.4 Collaborations et participation à la vie de l’unité 

Je collabore avec des collègues de différentes équipes de l’unité ISP, d’autres unités 

de l’Inra Centre Val de Loire et d’autres institutions pour la mise en place des projets décrits 

anterieurement et d’autres dans lesquels je suis impliqué en tant que responsable de work-

package. Le projet Masticells, coordonné par Pierre Germon (IBIR-ISP, Inra), porte sur la 

caractérisation des cellules somatiques du lait impliquées dans la clairance bactérienne. Je 

suis co-responsable des work-packages centrés sur les interactions entre deux pathogènes 

majeurs de la glande mammaire et les macrophages et sur la mise au point d’un modèle murin 

de mammite. Le projet Animalt, coordonné par Sonia Lamandé (AIM-ISP, Inra), propose de 

nouveaux modèles d’étude ex vivo pour répondre aux questions scientifiques en lien avec 

l’alimentation ou l’infectiologie dans les tissus cibles de différents pathogènes des animaux de 

rente. Nous utiliserons des explants de mamelle comme alternative aux approches in vivo pour 

étudier la modulation de la réponse immunitaire innée et adaptative pendant un processus 

infectieux. De plus, je continue à collaborer avec les équipes qui m’ont accueilli pendant mon 

doctorat et mon post-doctorat (Figure 32). 

 En outre, je participe aux activités collectives de l’unité ISP en tant que membre du 

comité d’organisation du PhD day. Cet évènement a pour but de donner à nos doctorants une 

première opportunité de présenter leurs travaux dans le contexte d’une réunion scientifique 

organisée en anglais. Je contribue aussi au déroulement du Master 1 Sciences, Technologie 

et Santé de l’Université de Tours en tant que membre du jury de soutenances.   
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3.4.5 Perpectives 

Récemment, j’ai soumis une lettre d’intention en réponse à l’appel à projets génériques 

2020 de l’ANR, instrument Jeunes Chercheuses-Jeunes Chercheur (JCJC). CelBoVax, 

sélectionné pour l’étape 2 d’évaluation, a pour but de mettre en place une approche innovante 

pour la production de vaccins bovins de dernière génération. Comme preuve de concept, nous 

ciblerons Staphylococcus aureus, un pathogène majeur impliqué dans les infections 

intramammaires des vaches laitières. En utilisant une stratégie multidisciplinaire, ce projet 

abordera chaque étape de la production d’un vaccin prototype qui inclura : le développement 

et la sélection de vecteurs d’antigène, l’identification d’antigènes d’intérêt par des analyses 

protéomiques et in silico et la mise en place de stratégies simples et abordables pour l’analyse 

in vivo de l’activité des vaccins candidats (Figure 33). Le financement demandé pour ce projet 

est de 380 k€ et inclut le financement d’une bours de thèse. Son acceptation faciliterait mon 

évolution vers le statut de Directeur de recherche et une position de leadership dans le 

domaine de la vaccinologie vétérinaire. 

Figure 32 – Réseau de collaborations 

et projets en cours. 

 AIM : Apicomplexes et Immunité 
Mucosale, UMR ISP, INRAE Nouzilly.  
IBIR : Infections Bactériennes et 
Immunité des Ruminants Inrae, UMR 
ISP, INRAE Nouzilly. 
PFIE : Plateforme d’Infectiologie 
Expérimentale, , INRAE Nouzilly.  
PRC-CIRE : Plateforme de Chirurgie et 
d’Imagerie pour la Recherche et 
l’Enseignement, UMR PRC, , INRAE 
Nouzilly.  
SPVB : Signalisation, Portage et 
Virulence Bactérienne, UMR ISP, 
INRAE Nouzilly. 
UBO : Université Bretagne Occidentale, 
Inserm, EFS - U1078. Brest.  
UCO : Universidad de Córdoba, Équipe 
AGR231. Córboda, Espagne 
UEPAO : Unité Expérimentale 
Physiologie Animale de l’Orfrasière. , 
INRAE Nouzilly.  
U1162 – Université Paris 7, Inserm. 
Paris. 
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 J’envisage de mettre à profit les compétences et l’expérience acquises dans le cadre 

de mes différents projets pour développer des stratégies innovantes pour la prévention et le 

contrôle des infections bactériennes chez le bétail. Mon ambition est d’animer une équipe 

centrée sur ces enjeux pour contribuer à la mise en place de systèmes d’élevage durables 

(Figure 34). 

 

Figure 33 – Programme, objectifs et livrables de CelBoVax 

Figure 34 – Plan stratégique et enjeux de mon projet de recherche 
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