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Résumé :

'asthme allergique pédiatrique est un trouble respiratoire, pendant lequel I'exposition
a un allergéne induit a une réponse immunitaire via un profile anti inflammatoire provoquant la
sécrétion de l'interleukine 4 , I'expression de cette cytokine fait I'objet de plusieurs études, dont
l'utilisation des méthodes de la biologie moléculaire tels que la technique de la PCR est
considérée comme un étape essentiel pour réaliser ces études, le choix des bonnes pairs d
amorces pour la réaction (PCR) par la conception des amorces est une étape non négligeable

afin d’effectuer I'étude.

Mots clés :

Asthme allergique, interleukine 4, PCR, conceptions d amorces.

Abstract:

Pediatric allergic asthma is a respiratory disorder, during which the exposure to an
allergen induces an immune response using an anti-inflammatory profile causing the secretion
of interleukin-4, the expression of this cytokine is the subject of several studies , of which the
use of molecular biology methods such as the PCR technique is considered an essential step
in performing these studies, the choice of the right primer pairs for the reaction (PCR) by the

design of the primers is a step important to conduct the study.

Key words:

Allergic asthma, interleukin 4, PCR, primer design.



Introduction

Introduction

L’asthme allergique est un trouble inflammatoire chronique des voies
respiratoire caractérisé par une inflammation locale et une hyperréactivité, les
symptbmes comprennent une respiration sifflante, une toux, une oppression
thoracique, et des épisodes d exacerbations récurrents de la respiration soufflante
et d'une bronchoconstriction, d ou plus de 300 millions personnes dans le monde
souffrant d’asthme (Finotto, 2019), dont [lasthme allergique est probablement le
phénotype le plus courant dans la population générale des patients asthmatiques
caractérisé par la présence d’une sensibilisation aux allergénes environnementaux,
une éosinophilies du sang périphérique est observée pour laquelle des réponses
Th2 sont polarisés, et des cytokines de Th2 ( IL_4, 5 et 13) ont été signalées dans
le sang des sujets souffrants d’asthme allergique (Schatz and Rosenwasser, 2014).

L’interleukine 4 est la principale cytokine anti inflammatoire impliquée dans
la prolifération cellulaire, et I'expression de divers génes lors de la fixation sur son
récepteur (Ul-Haq et al, 2016), est une cytokine de type 1 avec un poids moléculaire
environ 20 Kda qui partage des similitudes avec linterleukine 13, produit par les
cellules Tcd 4+, les Tcd 8+, les ILC2, les basophiles, les mastocytes et les
éosinophiles, dans les lymphocytes B [linterleukine 4 induit a une commutation
isotypique et une production des IgE et des IgG1 (Sequeida et al, 2017).

L’expression d interleukine 4 joue un role important dans la progression
d'un certain nombre des maladies bien que Il'asthme allergique, il y a aussi les
tumeurs solides, la leucémie a cellules B (Ul-Hag et al, 2016).

L’expression d interleukine 4 est codée par le géne IL_4 situe sur le bras
long de chromosome 5g23.31 chez I'homme, situe entre les génes de RADS50 et
KIF3a (Paul, 2015), dont I'étude de l'expression de ce géne par les techniques de la
biologie moléculaire permet de fournir des nouveaux méthodes pour
diagnostiquer, évaluer, contrdler et ftraiter I'asthme allergique particulierement chez
la tranche la plus jeune des gens asthmatiques.

Actuellement, il est difficile d'imaginer une étude biologigue moléculaire qui
n'inclut pas la PCR. Cette technique innovante a été rapportée pour la premiére fois
par Saiki et al en 1985, et Mullis et Faloona en 1987 pour amplifier la séquence du
génome de la B-globine pour le diagnostic de la drépanocytose.

Il a été démontré que la PCR amplifiait de maniére exponentielle et a l'aide
d'un thermocycleur des séquences cibles en utilisant des amorces Oligo

nucléotidiques congus par un logiciel de la conception des amorces (Matsuda, 2017).



Introduction

Cela fait l'objectif de notre étude, de concevoir les bonnes paires d
amorces du gene d interleukine 4 exprimé par les différents effecteurs immunitaires
d’asthme allergique afin de garantir la réussite de la PCR et augmentée Ila

spécificité et I'efficacité de 'amplification.
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1 Asthme:

En 2007, National Institue of Health Guidness on Asthma (NIH), a défini
lasthme comme un trouble inflammatoire chronique des voies respiratoires (Mims,
2015), une maladie non transmissible caractérisée par une obstruction intermittente
du flux d’air réversible provoquée par une inflammation et une fonction dérégulée
des branches respiratoires (Kercsmar et Shipp, 2019).

Apparemment, l'asthme est aussi caractérisé par des crises épisodiques,
des oppressions thoraciques, essoufflement et une toux sévére (Haktanir Abul et
Phipatanakul, 2019), avec des symptdmes facultatives qui peut s’aggraver avec le
temps et entrainer une insuffisance respiratoire pendant la période d’exacerbation
qui est causées par des infections virales des vois respiratoires supérieures, ou
moins fréquemment par l'exposition a des Aero-allergénes et a la pollution d’air
(Lambrecht et al, 2019).

L’asthme est associé aussi a plusieurs types de cytokine, qui favorisent
I'éosinophilie des voies respiratoires, la surproduction de mucus et la synthése d
immunoglobulines E (IgE) (Lambrecht et al, 2019), dont il y a [lintervention des
effecteurs immunitaires cellulaires tels que les mastocytes, les ¢éosinophiles, les
lymphocytes T et B, macrophages, les neutrophiles et les cellules épithéliales
(Mims, 2015).

Les données épidémiologiques ont montré quau cours des derniéres
décennies, la prévalence d’asthme a augmenté a la fois aux niveaux national et
mondial (Loftus et Wise, 2016), I'asthme est donc devenu un probléeme de santé sur
'échelle national et mondial.

Environ 334 millions personnes atteints de l'asthme autour du monde (Papi
et al, 2018), la prévalence de la maladie se change selon une diversité des impacts.

Le pourcentage augmente par 2.9% chaque année, d ou il y a eu une
prédominance masculine dans le diagnostic et avant la puberté, mais un taux plus
élevé chez les femmes a I'dge adulte, ainsi que la maladie est plus grave chez les
femmes que tel chez les hommes (Loflus et Wise, 2016)

Différentes études lient 'asthme avec les problémes de qualité de vie, la morbidité, la
mortalité des personnes qui souffrent de I'asthme, ou il y a eu 3404 déces en 2010 uniquement
dans les Etats Unis (Loflus et Wise, 2016).

Les mécanismes et les caractéristiques pathologiques et immuno pathologiques
d’asthme, permet de distinguer plusieurs types sont classés selon les effecteurs immunitaires

intervenants.
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Tableau 1.1 : mécanismes et caractéristiques pathologiques et immuno pathologiques d’asthme
(Russell et Brighthing, 2017).

Asthme éosinophilie Asthme non éosinophilie
Inflammation | Inflammation Pauci Inflammation Asthme
éosinophilie | éosinophilie | granulocytaire | neutrophilie | granulocytaire
allergique non de type 1 et mixte
allergique 17
Eosinophilie ++ + + - - n
Neutrophilie - - - ++ +
Dommages épithéliaux ++ ++ + ++ ++
Mucus + + +/- + + + +
Epaissement de la
memt')r_ane _basale . . - + +
réticulaire
Masse musculaire lisse
des voies respiratoire + 4 + 4 + + +

2_Asthme allergique pédiatrique :
2 1 Geénéralité:

L’asthme pédiatrique est caractérisé par [linflammation des branches
respiratoires, une hypersensibilités et l'obstruction de flux d’air, la maladie affecte
environ 6.8 milions enfants dans les Etats-Unis uniquement (Bacharier et Guilbert,
2019).
fondamentale de

I a été démontré que la base physiopathologique

'asthme allergique déclenche [I'hypersensibilité a une variété des stimulateurs et

des allergénes tels que les infections des branches respiratoires supérieures,
pollution d’air, tabagisme passif et le pollen (Calatayud-Séaez et al, 2016).

L’asthme allergique est généralement associé a l'eczéma, a la rhinite ou
aux allergie alimentaire, a des antécédents familiaux, et a une respiration sifflante
OuU a une toux accompagnée a une infection, ou il y a eu un tiers des sifflements
respiratoires sifflante persistante dés [I'enfance jusqu’ a l'age adulte, avec une
probabilité d’augmenter et la persistance est associé a la sensibilisation précoce

aux allergenes ou au tabagisme (Papie et al, 2018).
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Les enfants souffrant de lasthme sévérement, peuvent avoir une
limitation persistante du débit d’air a l'dge adulte ou un déclin accéléré de la
fonction pulmonaire (McGeachie MJ, Yates KP, Zhou X, et al, 2016).

2 2 Causes:

I est admis que [l'asthme allergiques est I'ensemble des interactions
génétiques indéniables mais aussi des facteurs environnementaux primordiales qui
indique pendant les derniers années une tendance d’augmentation des enfants

attient de I'asthme allergique (MC Delmas, 2016).

Symptomes

Remodelage tissulaire

Exposition a un allergene

Régulation a la baisse et a la hausse de la
protéine

Séquence génétique altérée

Figurel.l : L’asthme est un complexe des interactions gene-environnement entrainant relativement
des symptdmes.
2 2 1 Causes environnementales :

La prévalence de la sensibilisation allergique est importante (40-77%) chez
les enfants asthmatiques d'ou [I'exposition fréquente aux allergénes multiples, ou
pour un méme allergéne est un facteur de risque de développement de l'asthme
allergigue (Owens L, 2018), tel que le pollen de graminées, les acariens ou méme le
tabagisme passif de I'un des parents ou pendant la grossesse dans certains cas.

2 2 1_1_VL’allergie aux pollens :

Pendant les saisons polliniques, et lors de l'augmentation de la fréquence
des orges, un choc osmotigue entrainera des grains des pollens libérant des
aérosols ultrafins, responsables des épisodes d’exacerbations de [I'asthme chez
'enfant (Cecchi L, 2018), en particulier lesquels exposés aux pollens et infectés par
le rhinovirus.

2 2 1 2 Les acariens domestiques :
Les acariens domestigues sont des pneumallergenes, leur inhalation
active a la fois la réponse immunitaire innée et adaptative. La sensibilisation par ce

type des allergénes peut affecter jusqu’a 50% des enfants atteint de I'asthme avec
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une relation dose-dépendante induit au développement de I'asthme allergique et
méme de la rhinite (Leynaert et al, 2019).
2 2 1 3 Lesanimaux domestiques :

Les allergenes vient des animaux domestiques sont des pneumallergénes
de [l'environnement intérieur importants aprés les acariens, et restent longtemps
dans latmosphére, méme en absence de l'animal, et la sensibilisation s’observe
méme avec une exposition faible aux allergénes animaux qui induit a des épisodes
d’exacerbations plus ou moins sévére chez I'enfant asthmatiques (lhouma H, 2017).

2 2 1 4 Tabagisme:

Des études ont mise en évidence une relation positif entre le tabagisme
passif et l'exposition poste nasale a lallergéne de tabagisme de l'un des parents
fumeurs a l'enfant asthmatique, l'effet est bien observé s il y a plus que trois
fumeurs domicile, ou le nombre des cigarettes fumées est plus que dix par jour qui
induira a des exacerbations chez l'enfant et parfois nécessite un passage aux
urgences et une hospitalisation (Underner et al, 2015).

2 2 2 Causes génétiques :

Des études génétiques ont décrit une large hétérogénéité génétique
associées a un risque accru d’asthme, lorsque les descendantes des parents
asthmatiques sont les plus susceptible a développer ce trouble respiratoire, car des

centaines des génes ont été identifiés (Mims, 2015).

Tableaux 1.2 : différents génes susceptibles dans I'asthme allergique pédiatrique.

Groupe fonctionnel possible Genes
Repliement des protéines dans le réticulum ORMDL3
endoplasmique GSDMB
Atopie IL_4, STAT_6, GATA 3
Epithélium TLR_2, CD14, GSTT
Eosinophiles IL_33, MYB
Réponse tissulaire UPAR, TNC
Fonction de barriére COL29A1, CTNNA3

2 3 Epidémiologie:

Asthme allergique est une maladie qui affecte généralement les personnes de
tous ages, selon le Centre de Controle et de Prévention des Maladies CDC et
pendant I'année 2016, la prévalence d’asthme chez les enfants d’age 5 a 11 ans et

12 a 17 ans est 9.6% et respectivement 10.5% dans les états unis (Zahran HS et al

6
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2018), 2.8% en Indonésie, 37.6% en Costa Rica chez les enfants de l'age 6 a 7
ans, 3.4 en Albanie, a 31.2 dans les lles de Man pour les enfants d’age 13 a 14 ans
et de 4.1% en Algérie parmi eux il y a eu 20% enfants scolarisées (Papie et
al,2018).

Algerie MMM
lles de Man 13314 ans
Costa rica 6a7ans
Albanie [0
Indonésie NN

UsA - IHmINImIImImImmmm - 7 & 12 ans

USA

5a1llans

0,00% 5,00% 10,00% 15,00% 20,00% 25,00% 30,00% 35,00% 40,00%

Figure 1.2 : pourcentage des enfants asthmatiques en % par &ge dans le monde (d’aprés le CDC en
2016), (Zahran HS et al 2018), (Papie et al,2018).

Froporhian & la poelabon asismraliques an S

B 550

Figure 1.3 : distribution des sujet atteints de I'asthme dans le monde selon le CDC.

~N
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2_4_Diagnostique :

Pour effectuer le diagnostic les symptdmes de I'asthme de sujet doit
répondre a un questionnaire avec lequel le médecin peut déterminer la présence de
la maladie, tels que la respiration sifflante, [I'essoufflement et [|'oppression
thoracique, les personnes asthmatiques présentent la majorité de ces symptdmes
qui surviennent de facon variable dans le temps et lintensité et s’aggravent
pendant la nuit ou au réveil, et sont souvent déclencher par l'exercice, le rire, les
allergénes et I'air froid (GINA,2020).

Puis le médecin passe a un exercice attentif de [lactivité quotidienne de
l'enfant ou le test de provocation bronchique, lorsque [lactivité physique est un
déclencheur important des épisodes de lasthme. Ce défi de I'exercice est le plus
couramment utilisée a condition que la fréquence cardiaque est supérieure a
180/bpm pendant les trois derniéres minutes d’'un test de 8 minutes, pour cela la
plupart des enfants présentant d’asthme induits par cet exercice auront un test
positif.

Cependant un test négatif n’exclut pas d’asthme

Cela demande de confirmer l'absence d’asthme asymptomatique chez
'enfant par I'étude de la limitation variable de débit d’aire expiratoire définie comme
une variation qui est en dehors de la plage normale pour les individus en bonne
sante.

Elle est associée a un rapport de volume expiratoire forcé en 1 second
(FEV1) a la capacité vitale forcé (FVC) de moins que prévus en fonction de l'age,
de sexe, de la taille et de race, étudie par le réversibilité dite bronchodilatatrice, une
augmentation de VEMS de plus de 12% et supérieure a 200 ml (enfant > 12%), 10
a 15 minutes aprés l'administration d’'un agoniste R _2 a action rapide indique une
variation en dehors de la plage normale ce qui indique la présence de la maladie
(Papi et al, 2018).

2 5 Crises d’asthme :

Des épisodes aigus ou subaigus de symptdmes accrus qui hécessite le
changement de traitement et parfois I'hospitalisation, appelés aussi I'exacerbation,
crises d’asthme ou poussées rythment la cour naturelle d’asthme.

Ces exacerbations sont caractérisées par une augmentation progressive
de l'essoufflement, une toux, une respiration sifflante et une oppression thoracique
a la fois une diminution de la fonction pulmonaire et le début est généralement
rapide chez les enfants asthmatiques, distinguant quatre types d’exacerbations

Iégére, modéré, sévere et aigue grave (Duncan EM, Fahy JV, 2015).
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2_6_Processus immunologique :

Pendant Tl'asthme allergique éosinophilique, aprés une sensibilisation
allergique et une stimulation conséquente par les cellules dendritiques les cellules
T helper 2 (Th2) adaptatives produisent de linterleukines 4, 5 et 13. L’interleukine 5
est une cytokine essentielle pour la survie et la maturation des éosinophiles.

Leur recrutement dans la muqueuse pulmonaire se fait par lintermédiaire
des chimiokines de récepteur 3 des chimiokines a motif C_C et dautres chimio
attractantes des éosinophiles tels que la prostaglandine D2 dérivés des
mastocytes.

L’interleukine 4 stimule la commutation des isotypes des cellules LB et la
synthése des IgE qui se lient aux récepteurs IgE de haute affinité des mastocytes,
entrainant leur activation et puis le développement d’une inflammation d’épithélium
des branches respiratoire puis la surproduction de la muqueuse bronchique qui

induit les symptomes d’asthme (Papi et al, 2018).

O allergénes

Figure 1.4 : Mécanisme immuno-pathologique de I'asthme allergique éosinophiliques.
(DC : cellule dendritiques, LB : lymphocytes B, IgE : immunoglobulines E, Th2 : lymphocytes
T helper, Il_4, 5,13 : interleukines 4, 5,13, PGD2 : prostaglandine D2).

2_7_Traitement et contréle de I'asthme :
La figure ce dessous représente la stratégie de traitement de I'asthme pour les
enfants d’age de 6 a 11 ans selon le programme GINA 2020.
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Examiner les réponses:

= Symptomes

=  Exacerbations

= |es effets secondaire

* Fonctionnement des
poumons

Evaluer:

EEStiEIﬂ = Contrdles des symptomes
., ® Facteurs de risque
DEFSUﬂﬂEhSBE * Technique d inhalateur
de | asthme

Réguler:

* Education
= Réglage des médicaments de | asthme
* Des stratégies non pharmacologique

Figure 1.5 : stratégie de traitement et contréle de I'asthme selon la GINA 2020.

Les traitements sont ajustés de haute en bas selon les besoins individuels
de I'enfant asthmatique.

La détermination de niveau de contrdle de la maladie permet au praticien
d’adapter le schéma thérapeutique afin d’obtenir une prise en charge optimale et de

diminuer le nombre d’exacerbation (Al dandachi, 2013), selon le tableau dessous :

Tableau 1.3 : les critéres de planification de traitement et de contréle d’asthme (Al dandachi, 2013).

Critéeres Controles Partiellement Non controler
contréler
Symptomes durians | < 2 fois par > 2 fois par
semaines semaines
Symptdémes ou Aucune Présente 3 ou plus de
réveils nocturnes criteres d’asthme
Recours au < 2 fois par > 2 fois par partiellement
traitement variabilité | semaines semaines contrdler présente
— —— r dans n’importe
Limitation des activité | Aucune Présente _
. : quelle semaine
Fonction pulmonaire < 80% de valeur
(VEMS/DEP) Normale prédite ou de la

meilleur valeur

personnelle
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Deux types des médicaments sont utilisés par les sujets asthmatiques avec des doses

différents ajustés en fonction de la gravité de I'asthme, le tableau dissous montre la dose le

type de médicaments & chaque palier de la maladie.

Tableau 1.4 : la stratégie de traitement et de controle d’asthme selon ces différents stades selon

Symptdmes moins

de fois par semaines

prise chaque prise
de SABA inhalés

e Palier 2
Symptomes 2 fois

par semaines mais

Corticoides inhalés

a faible dose par

LTRAouICS a

faible dose prise a

'asthme se
manifeste une fois

par semaine ou plus

moyenne d ICS

moins que jour (ICS) chaque prise de
guotidiennement SABA inhalés
o Palier3
Les symptdmes la Faible dose d Faible dose d
plupart des jours, ICS_LABA ou dose ICS_LTRA

o Palier 4
L’asthme se
manifeste une fois
par semaine ou plus
+ fonction

pulmonaire faible

Une dose moyenne
d ICS_LABA

Forte dose d
ICS_LABA ou ajouté
soit le Tiotropuim ou

LTRA

Faible dose d OCS peut étre joutée pour les

sujets avec asthme sévere

e Palier5

Référer pour
évaluation
phénotypique,
I'ajoute d’'un
traitement tels que
IgE

L ajoute d’un anti-
IgE, faible dose d
OCS prend en
considération les

effets secondaires

GINA 2020.
Palier de la Controéleur préférer
maladie pour controler les Autres options Autres possibilités
symptomes et contrbleurs
éviter les crises
e Palier 1 ICS a faible dose

SABA selon le

besoin
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Les deux types des médicaments utilisés par les sujets asthmatiques sont les
contrbleurs et les médicaments de soulagements.

v Les médicaments préventifs et dites aussi les contrbleurs protégent les

poumons et empéchent le déclenchements des crises dasthme, les

contréleurs contient une faible dose des corticostéroides administrés sous

forme inhalée en aérosol doseur ou en inhalateur réduisent linflammation

des branches contribuant aussi a améliorer le passage de [lair avec

l'absorption d’'une trés petite quantité par les poumons, peut étre combinées
inhalateur avec

dans un méme les médicaments de type analgésique a

action rapide prolongés (GINA, 2019).

Tableau 1.5 : les doses des corticoides prescrit par le praticien pour les enfants asthmatiques
agés de 6 a 11 ans (GINA, 2020).

ICS : corticoides inhalées Dose d ICS (msg)
Faible Moyenne Forte

-BDP (HFA) 100-200 >200-400 >400
-Budésonide (DPI) 100-200 >200-400 >400
-Budésonide (nebules) 250-500 >500-1000 >1000
-Ciclesonide (HFA) 80 >80-160 >160
-Fluticasone furate (DPI) 50 >50 n.a
-Fluticasone propionate (DPI) 50-100 >100-200 >200
-Fluticasone propionate (HFA) 50-100 >100-200 >200
-Mometasone furate (HFA) 100 >100 >200

v Les médicaments de soulagement rapide et dites aussi

sont utilisés pour soulager
analgésiques possédent un effet

récepteur de R_2 agonistes qui induit a une bronchodilatation continue et

les symptébmes de

bronchodilatateur

'asthme,

par la

plus puissant et la diminution des exacerbations (GINA, 2020).

3_Asthme et microbiote intestinale :

3 1 Généralité:

les analgésiques
les médicaments

fixation sur

Le microbiote intestinal joue un rdle important dans le développement de
systéme immunitaire et la régulation des réponses d immunités (Zimmermann et al.,
2019), dont la maturation

les communiantes microbiennes intestinales fagonnent

immunitaire.

12
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Le microbiote a été impliqué dans les modeles expérimentaux et les
études cliniques sur la prédisposition a [l'asthme, malgré leurs séparations
anatomiques sont maintenant apprécie de jouer un rble important dans la
sensibilisation allergiques ainsi que les troubles respiratoires (Ver Heul et al., 2019).

3_2 Hache intestin_poumons :

Dysbiose dans le microbiote intestinal apprivoisé est associe a une trouble
pulmonaire et des infections respiratoire, dont la réduction de genre Bifidubactérium
et de Clostridia dans l'intestin sont associé a 'asthme au début de la vie.

Les études murines montrent que I'épuisement de certaines espéces dans
le microbiote intestinales en raison de la prise des antibiotiques influencer sur les
maladies pulmonaire et [linflammation allergique, le changement dans les
communauté microbienne pulmonaire influencent également la composition de
microbiote pour cela lintestin et les poumons sont intrinséquement des organes liés
qui s’'influencent mutuellement (Anand and Mande, 2018).

3 3 Microbiote et cellules immunitaire :
331 Treg:

Jouent un réle essentiel dans [lallergie, chez les souris le blocage de la
périphérie de T reg entraine une inflammation de types Th2 au niveau des sites
dans les systémes modeles, leur fonction est régulées par les acides gras a chaine
courte, AGCC principalement l'acétate, propionate ou le butyrate, produits par la
fermentation par les bactéries anaérobies des fibres alimentaires, dont le régime
alimentaire est riche en AGCC cela induisent linflammation pulmonaire allergiques,
lorsque les AGCC peuvent également protége contre I'asthme par des biaises
mécanismes.

En revanche un régime pauvre aux fibre alimentaires, les sujets sont
moins exposés aux AGCC et [linflammation s’accumulent dans les vois
respiratoires, le microbiote intestinal et leurs métabolites modulent la différenciation
des T reg (Ver Heul et al, 2019).

3.3 2 Thi7:

L'axe Th17 est important pour maintenir la fonction de barriere et
'élimination de pathogéne sur la surface de muqueuse tandis que sa dérégulation a
été impliqué dans toute une série des troubles inflammatoires.

Le microbiote intestinal joue un rble clé dans le développement et le
conditionnement de l'axe TH17, chez les souris une seule espéce bactérienne
filamenteuse segmentées peut induire le développement des Th17 dans l'intestin,

Les réponses inflammatoires Thl7 sont un exemple de I'axe intestin-

poumon ou les réponses immunitaires provenant de lintestin conduisent a une

13
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pathologie pulmonaire, tandis que les infections respiratoires induisant une réponse
Thl7 peuvent entrainer des Ilésions intestinales. Cela illustre le potentiel des
perturbations du microbiote intestinal d’influencer [linflammation a des sites
distants, tels que les poumons et mettent en évidence leur potentiel a influencer
l'asthme (Ver Heul et al, 2019).

3.3 3 iNKT:

Les iNKT remplissent une niche importante dans la fonction immunitaire
innée et adaptative grace a leur a capacité massive de libérer des cytokines selon
le contexte peut étre prédominant des cellules TH1 ou Th2.

Les études animales illustrent le potentiel de microbiote intestinale pour
diriger le développement et le fonctionnement des populations des iINKT dans les
poumons, dont les souris dépourvus de microbiote intestinales (sans germes), les
cellules iNKT s’accumulent dans [lintestin et les poumons et induit 'augmentation
de la sensibilisation et a [linflammation dans ces sites par rapport aux souris
hébergent un microbiote intestinales normale (Ver Heul et al, 2019).

3 3 4 les cellules dendritiques :

Les cellules dendritigues avec leur grande capacité phagocytaire mais
aussi une capacité réduite a promouvoir linflammation Th2 allergique des vois
respiratoire d ou le régime riche en fibre alimentaire augmente [linfiltration de ces
cellules dans les poumons (Ver Heul et al, 2019).

3_4 Résultats de I’examen systématique :

Une recherche systématique de MEDLINE a été effectuée en avril 2018,
abouti a un totale de 47 études, les résultats sont rapportés de 11954 échantillons
de selles de 3071 enfants allergiques prélevées a différents moments entre les
premiers jours de la vie jusqu’a 20 ans.

Des tests cutanés ont été mesurées dans 20 études, et des Ig ont été
mesurées dans 23 études.

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour déterminer la bactérie de
microbiote intestinal y a compris la culture cellulaire (1 étude), le RTPCR (15
études), séquencage de génome entiere (7 études), séquencage de gene de |
ARNr 16S (15 études), PCR multiplex (2 études), hybridation fluorescente in situ (5
études) ainsi d’autres méthodes (Zimmermann et al, 2019).

Les 7 études résumeées dessous montrent I'association entre le microbiote

intestinal et la sensibilisation allergique et 'asthme chez les enfants.
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Tableau 1.6 : résultats des études d’association des bactéries de microbiote intestinale et la

sensibilisation allergique et 'asthme chez les enfants.
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Ces études ont rapportés que les nouveaux nés et les enfants d’age minime ont une
respiration sifflante et de 'asthme ont une plus grande abondance relative d anaérobies 3
fragilis, C.difficile, Bifidubactérium, une faible abondance relative des genres streptococcus,
Lachnospira et de Foecalibactérium (Zimmermann et al, 2019).

4 Interleukine 4 :
4 1 Généralité :

La premiere découverte d IL_4 a été pendant les années 1982-1989 qui a
été appelée d’abord BCGF1, puis BSF1 et finalement linterleukine 4 (Gour N, Wills-
Karp M, 2015), est une glycoprotéine faisant partie de la famille des interleukines,
avec une structure comprenant 4 hélices a (J.Banchereau, 1990), secrétée par une
variété des cellules tels que les Ilymphocytes T cd4+, les mastocytes, les
éosinophiles, les basophiles, les NKT, les ILC2 et les cellules Tfh folliculaire
accessoire d’'une maniére particuliére (Liang HE et al, 2011).

L’interleukine 4 est l'une des cytokines qui régulent l'aspect allergique et
linflammation, participe a la régulation aussi des fonctions de plusieurs types
cellulaires, la réponse des lymphocytes, elle est considérée comme un régulateur
clé de la différenciation des LT cd4+, l'activation des macrophages alternative et la
stimulation de la commutation isotypique des LB des Ig pour induire la production
des IgE et des IgGl (Juntilla, 2018).L’effet biologique d IL_4 dépendant d’activation
des cellules cibles, environnement cellulaire et d’autres cytokines, donc elle agit sur
le métabolisme, la résorption osseuse, le comportement cognitif et la régénération

tissulaire (Karo-Atar et al, 2018).
Tableau 1.7 : propriétés d interleukine 4 (J.Banchereau, 1990).

Interleukine 4
Homme Murin
Protéine précurseur (A.A) 153 140
Protéine sécrétée (A.A) 129 120
Sites de N_glycosylation 2 3
Taille de gene (Kda) 10 6.7
Localisation chromosomique 5023.31 11
Source cellulaire Plusieurs cellules | LT, mastocytes
Récepteur (Kd) ~10°M =100 M

17



Revue de la Littérature

4 2 Récepteur :

L IL_4 posséde deux types de récepteurs dimériques distincts, | IL_4R de
type | comprend la chaine IL_4Ra couplée a la chaine yc commune, et | IL_4R de
type I comprend aussi la chaine IL_4Ra couplée a la chaine IL_13Ra1.

L'expression de | IL_4R de type | est limitée (150-5000 molécules/cellules)
par les cellules immunitaires de lignée lymphoide et myéloide, alors que le
récepteur d IL_4R de type I  est largement exprimé (5000-150.000
molécules/cellules) (Park L.S et al, 1987)(Obiri NI et al, 1995) sur les surfaces des
cellules non hématopoiétiques tels que les cellules épithéliales, les fibroblastes et
sois exprimés méme sur les surfaces des cellules myéloides, et presque
complétement absent sur les lymphocytes T et B (Juntilla, 2018).

L IL 4 se lie a la chaine IL_4Ra de type | et I et non sur la chaine
secondaire associe, ou il y a eu un motf ITIM intrinseque dans la partie
intracellulaire de cette chaine (Claude Ratthé, 2008), et I'expression de la chaine

secondaire associe varie selon le type cellulaire.

Récepteur Récepteur
de type | de type ||

ycC

IL_13Ral

Figure 1.6 : les deux types de récepteurs d interleukine 4.
4 3 Gene:

Pendant les années passés, le locus du géne d IL_4 a été déterminer sur
le chromosome 11 murin, et sur le bras long de chromosome 5q23.31 chez
’homme, situe entre les génes de RAD50 et KIF3a (Paul, 2015).
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Figure 1.7 : le locus d interleukine 4 sur le chromosome 5 humain.
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4 4 signalisation :

Dans lasthme | IL 4 se lie au récepteur d IL_4, particulierement la sous
unités IL_4Ra de deux types de récepteurs, aprés l'association de ligand avec la
chaine IL_4Ra, cette derniere se couple avec la chaine y commune (yc) pour
former un signal de récepteur de type | (Gandhi NA et al, 2017), et se couple avec la
chaine IL_13Ra1 pour former le récepteur de type Il, ce qui induit & l'activation des
tyrosines kinases de la famille Janus (JAK), qui stimulent le recrutement et la
phosphorylation de la tyrosines de state 6 (Kelly Welch et al, 2003), ce dernier se
dimérise et se déplace vers le noyau, ou il y a eu la régulation de la transcription de
géne sensible d IL_4 impliqués dans la différenciation des Th2, la commutation de
classe isotypique des lymphocytes B, la synthése des IgE, la surproduction de

mucus et I'’hyperréactivité des voies respiratoires (Parulekar et al, 2018).
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Figure 1.8 : voie de signalisation induit par l'interleukine 4 et ses récepteurs.

4 5 Profile anti inflammatoire (IL_4) au cours d’asthme allergique :

Au cours de [lasthme allergique, et lors d'une sensibilisation par un
allergéne, les cellules dendritigues d épithélium des branches respiratoire stimulent
la différenciation des lymphocytes Tcd4+ vers un profile anti-inflammatoire LTh2,
ces cellules elle-méme secrétent des cytokines anti-inflammatoires tels que | IL 4,
recrutant autre effecteur immunitaire, les lymphocytes B et la stimulation de la
commutation isotypique et la synthése des IgE, ainsi les mastocytes sur lesquelles
les IgE fixent sur des récepteurs de haute affinité induisant la libération des facteurs
attractantes (PGD2) qui recrutent les éosinophiles, et provoque une éosinophilie

des branches respiratoires qui persiste I'inflammation et favorise la maladie.
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5 PCR (Polymérase Chaine Réaction) :
5 1 Définition :

La méthode de la réaction en chaine par polymérase a été une innovation
révolutionnaire de Kary.Moulis pendant les années 1980 (Mullis KB, Faloona FA,
1987) (Mullis KB, 1990), est une méthode d’analyse enzymatique, il a vu [lutilisation
répondue dans la recherche biomédicale, car il peut détecter et quantifier des
petites quantités de spécifiques séquences d’acides nucléiques.

Permet l'amplification exponentielle de fragment d’ADN spécifique in vitro
a l'aide d’un thermocycleur (Hawkins et Guest, 2017).

5 2 Principe:
La technigue de PCR se base sur les principes suivants :

v Connaitre les séquences d'intéréts pour synthétiser des amorces
spécifiques.

v’ Synthése des séquences complémentaires d’ADN ou dARN par des
amorces spécifiques constituent d oligonucléotides de synthése des 20 a 25
nucléotides.

v' Synthése enzymatique et linitiation spécifique a 'ADN double brins a I'ADN
polymérase.

v’ La répétition de cycle de transition de la température contrbler par un
thermocycleur.

5 3 Les étapes de PCR:

Etape 1: dénaturation, 'ADN est en hélice double brins, donc il sera séparé a 95 c°
pendant 5 minutes.

Etape 2 : hybridation des amorces a 50 — 60 c° pendant une minute.

Etape 3: élongation de nouveau brin complémentaire synthétiser a l'aide de Taq

polymérase a 72 c° pendant une minute.
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()

94-95c¢° \;; 50-60c° 70-72c°

Tampon
Amorces

Taq polymérase
dNTPs

Mg* &

AN N

Dénaturation de | ADN Hybridation des amorces Elongation par le Taq
polymérase
3 5’
- o -
polymérase
5 3
5 minutes 1 minute 1 minute

Figure 1.9 : Les étapes de PCR.
5 4 Les acteurs de PCR:
54 1_ L’ADN: une hélice double brins, sur lesquelles se trouvent les fragments a
amplifier.
5 4 2 Les amorces, sens et anti sens: dites aussi les Oligonucléotides de synthése
d’environ 20 a 25 nucléotides, capables de s’hybrider d’'une manier spécifique aux
ADN a amplifier pour synthétiser un brin complémentaire ADNCc.
54 3 Taq polymérase: une enzyme thermorésistante extraite a partir des
bactéries Thermus aquaticus, résistent aux transitions de la température et induit a
'automatisation de PCR.
5 4 4 Les nucléotides: dNTPs (désoxy Nucléotides Triphosphates) ; dGTP, dCTP,
dATP, dTTP, utilisées pour synthétiser le brin complémentaire d’ADN a amplifier.
5 5 Choix des amorces :
5 5 1 Spécificité:

Le bon choix d'amorces (oligonucléotides) nous permet d'amplifier notre ADN
d'intérét et pas n'importe quel autre ADN, méme si I'ADN était contaminé par un
ADN étranger en aimerait que I'amplification de ce dernier ne soit pas possible.

5 5 2 Lesoutilles:
e La connaissance de la séquence étudiés et les autres séquences qui

partagent des similitudes (Ensembl.org, NCBI et PubMed).
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e Le choix de primer a partir de plusieurs exons séparer par des introns
(Ensembl.org, BLAST).

e L'’étude des primer.

5 5 3 les caractéristiques d’une bonne pair d amorces :

» La spécificité, il faut que l'amorce soit spécifique de la région qu’en veut
lamplifier et de ne pas amplifier d’autre région de génome puis qu’elle
donne des produits aspécifiques.

» Lalongueur d amorces ne dépasse pas 20 a 25 nucléotides.

» Le pourcentage de CG ne dépasse pas 40% et particulierement dans la
région 3’.

» La température melting d’hybridation, la difféerence entre le Tm et les
amorces ne dépasse pas 4 c°.

> Pas de complémentarité entre les amorces sens et anti-sens.

» Pas d’auto-complémentarité dans chacune des amorces.

Problématique :

L’interleukine 4 est une cytokine de type 1 anti inflammatoire impliquée
dans linflammation des branches respiratoire chez les sujets jeunes souffrants
d’asthme allergique, la cytokine a un effet sur la progression de la maladie, pour
cela I'étude du gene de cette cytokine par les méthodes de la biologie moléculaire
tels que la PCR peut aider les chercheurs a ciblés la molécule comme une nouvelle
méthode de contrdler et traiter l'asthme, cela fait l'objectif de notre étude qui
consiste a concevoir les bonnes pairs d’amorce afin d’assurer la réussite de la

reaction de polymerase en chaine a l'aide des outils de la bio-informatique.

Objectif :
Concevoir le bon pair d'amorce a l'aide des logiciels de la bio-informatique

tels que le Primer Blast.

But :

Choisir le bon couple d amorces congus par le Primer Blast qui assurent
une bonne amplification de la PCR qui fait l'intérét de nombreux futures études
associés a le géene d IL_4, une cytokine participe dans la progression d’'une variété

maladies respiratoire.
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1 conception des amorces :

Un parameétre trés important pour le PCR, qui vise a trouver un équilibre
entre deux objectifs essentiels: la spécificité et Iefficacité de [I'amplification, pour
lesquelles la sélections des amorces dites aussi les oligonucléotides est souvent
critique (Dieffenbach et al., 1993).

Le choix des amorces appropriés est probablement le facteur le plus
important qui affecte la réaction en chaine par la polymérase, lorsque [utilisation
d’'une amorce mal concue empéche le fonctionnement de la réaction et induit a une
faible production de I'ADN a cause dune amplification non spécifique (Oni et al,
2018). Comme le résultat de PCR puisse étre influencé par d autre facteurs et
conditions tels que la préparation de 'ADN matrice et les conditions de la réaction
(Touati, 2012).
2_sélection des amorces :

On doit prend en compte plusieurs facteurs lors de sélection des amorces
pour lamplification, ces derniers contrélent [I'équilibre entre deux paramétres
essentiels : la spécificité et l'efficacité de la réaction, parmi ces facteurs il y a eu la
longueur d’amorce, la température de fusion, la teneur en GC et bien d’autres qui
ont des effets préversibles sur les paramétres de I'amplification.

L’efficacité : est défini comme a quel point un pair d’amorces est capable
d’amplifier un produit a l'optimum rétical d’'une double augmentation du produit pour
chaque cycle de PCR (Dieffenbach et al, 1993).

2 1 Laspécificité:

La spécificité est la fréquence des événements d’amorcage appropriés
(Alvarez-Fernandez, 2013), elle est contrélée par la longueur damorce et la
température de recuit de la réaction de PCR.

Notamment, les amorces les plus courts induits a une spécificité plus
faible, en parle des oligonucléotides avec des longueurs inferieure a 18
nucléotides, et sont plus susceptibles de provoquer un mal fonctionnement avec les
modeles complexes, tels que I'ADN génomique, alors que les amorces les plus
longues induites a une spécificité plus élevée (Alvarez-Fernandez, 2013).

Donc afin d’optimiser le PCR [lutilisation des amorces d’'une longueur entre
18 et 24 nucléotides qui assurent des températures de fusion environ 54 c°
augmentera la chance de maintenir I'équilibre entre la spécificité et [efficacité
(Dieffenbach et al, 1993).
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2_2_Lalangueur d’amorce « oligonucléotide » :

Un facteur essentiel pour assurer la réussite de la PCR, la sélection d'une
amorce avec une longueur optimal a la réaction induit & une meilleure amplification.

Les amorces d’'une taille entre 18 et 24 bases ont une tendance a étre trés
spécifique a la séquence pour une température d’hybridation optimale, alors que
les oligonucléotides courtes de 15 bases ou moins sont utiles que pour une
guantité de protocoles de PCR tels que I'utilisation d'amorces courtes arbitraires ou
aléatoires dans la cartographie de génomes simples et dans le protocole de
bibliothéque de soustraction décrit par Wiliams et Liang et Pardee (Dieffenbach et al,
1993), donc plus 'amorce a une certaine longueur ou plus longue plus I'hybridation
est efficace.

2 3 Latempérature de fusion :

La température de fusion symbolisez le Tm est la température a laquelle la
moitié des brins d’amorces sont liées a la cible avoir (Dieffenbach et al, 1993).

S’installera entre 56-62 c°.
2 4 LateneurenGC:

Les amorces de PCR doivent contenir un certain pourcentage de GC
environ 40-60 % (Dieffenbach et al., 1993), lorsque les fragments d’ADN avec un
différence contenue de GC n’assurent pas une bonne amplification (Ishihara et al,
2017). L’amorce sélectionnée pour la réaction de PCR doit présenter un meélange
aléatoire des nucléotides, en évitant également les mononucléotides qui dure plus
de quatre fois comme exemple CCCC, ainsi il faut éviter la répétition de
dinucléotides tels que TATATATA, afin d’augmenter l'efficacité de I'amplification et
éviter le mauvais amorcage (Alvarez-Fernandez, 2013).

2 5 Laséquence a I’extrémité 3’ :

La position 3 terminale d’amorces sélectionnée est essentiel pour
controler les erreurs damorgage (Alvarez-Fernandez, 2013), dont la présence des
résidus G et C assure une meilleur fixation grace aux liaisons d’hydrogéne fortes ce
gui induits a la bonne amplification de ces amorces.
3_Larecherche de laséquence de référence du gene d Interleukine 4 :

La conception damorce du géne codant la protéine d interleukine 4
commence par la recherche du géne d interleukine 4 sur la base de données

ensembl a I'aide du site www.ensembl.org

La figure ci-dessous montre la séquence et la description du geéne codant

pour l'interleukine 4 sur le site « ensembl.org »
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Gene: IL4 EN

Description
Gene Synonyms

Location

About this gene

Transcripts

SG00000113520

interleukin 4 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC 60146]
BCGF-1, BCGF1, BSF1, IL-4, MGC79402

Chromosome 5: 132 673,986-132 682,678 forward strand.
GRCh38:CM000667 2

Matériels et Méthodes

This gene has 4 transcripts (splice variants), 122 orthologues and is a member of 1 Ensembl protein family.

Show transcript table

Marked-up sequence @

M1 Download sequence A BLAST this sequence

Exons

Markup

IL4 exons  All exons in this region

loaded

TT

CT

TGCATCCTTAGC TTC TCCTGATAAACTAATTGCCTCACATTCTCACTCCAAATCCACACT
TATTAATGGGTCTCACCTCCCAACTGCTTCCCCCTCTGTTCTTCCTGCTAGCATGTGOCG
GCAACTTTGTOCACGGACACAAGTGOGATATCACCTTACAGGAGATCATCAAAACTTTGA

Figure 2.1 : la séquence du géne codant l'interleukine 4 sur le site ensembl.org.

La figure représente une partie de la séquence du géne d interleukine 4

qui a été trouvé sur la base des données « ENSEMBL », tandis que :

e Les bases représentées en noire sont les séquences non codantes dites :

les introns.

e Les bases représentées en rouge sont les séquences codantes et dites : les

exons

La séquence de géne d interleukine 4 est copiée dans un document Word,

puis une séquence de ce géne est encadrée afin de simplifier la recherche des

amorces sur |

e primer comme montrer la figure ci-dessous.

TCAGETCAGCCAGCECTGTCCAACTCCACTCOCTGAGCCRACTGECAGACACACTCAGCAGC
CACRCCTAGACAGCCAGETEETACCACTCCAGEEC CACGECAGECATGEACTETCECCCC
CICECTGCEATACCAGRGCRARCTARR BCCTTRAGECCTTGCACTARRGCTGCCCTTAGER
TCCATTCTITT AR ARG TTTTTCCATTTAATGCAGACTCTTTITCAATTCTITATTTTATCCTT

GITTCCT T TAGAR AT CCT T T CAR AR R TATC I TTAGRGECTITTITCCTATACTATCIGE

intron 3

CCATATACGEGTCARLATTARGCTTTAATTTCCAGCCTCCARGOCAGCGTTTCAGAR T

CTCACC ARG ITTC TG T AR R MR R CC AR ACCECT GACTITITECTITTCTTGARTCICA

CIGTTCCCICTGCRAGCAGCATGCATGTCTGCCCACCTCCAGRCACACAGGCACCATCTGE

CGCCCCCCATCAGCCCGTGTCCCTTCCACCTCGACTCGCCTACAARCCCCAGACGAGETCT

GTTTCITGECCCCCAGAGCCCARAGRTACTGACACACTCTTRACATTTCCAACTRGARTCA

GCARCGACCEAGTGACTCTCAGTCAGTTCATTRAGTARATCTCTITTICTRACCGCTCTEOCC

axone 3

ATCEGERCATCRCGCCCCRACAGEEGRARAGEEERAGCTTICTCTAGCCTEEGATICTGETECC

TCAGTCTCEETICTAGACTTTCCTGRARARARCCTTA TATGAACTECATTCCTAGRATT

TACCCTACAT AT AR G ACATCARCAC AR ACATTICTATACTTTACTCACTGCCECTTAT

TTACAGRACGCERA AR A TCTCCCACGATAGCCEECCTCGRACAAATCGACACTACCACTGTCCART

intron 4

Figure 2.2 : la séquence de géne d interleukine 4 d intérét copier dans un document Word.
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4 Ledesign primer :
Afin de trouver les amorces souhaitables, nous avons utilisé le logiciel

Primer blast fournis par le site www.ncbi.nlm.nih.Gov qui se trouve sur la base de

données NCBI comme la figure montre.

Primer-BLAST A ool for finding specific primers

Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and Bl

Reset page Save search parameters Refrieve recent results  Publication  Tips for finding specific |

PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refseq record is preferred) & Clear Range

From To
Forward primer

€

Reverse primer
“

Or, upload FASTA file Chaisir un fichier |Aucun fichier chaisi

Primer Parameters

Use my own forward primer @
(5°-=3" on plus strand) - T
Use my own reverse primer
(5"-=3" on minus strand)

©
[}
1]
&

Min Max

Figure 2.3 : L’outil Primer blast.

La séquence dintérét doit étre copié dans le “Primer blast’, puis on

change quelques paramétres afin que 'outil nous cong(t les amorces recherchées.

.
Primer-BLAST A ool for finding specific primers
Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 an
Reset page Save search parameters  Refrieve recent results  Publication  Tips for finding spec
PCR Template

Enter accession, gi, or FASTA sequence (A refzeq record is preferred) &) Clear Range
CCATATACGEGTCAMAATTAAGTTTAATTTCCAGRCTCCARGCCAGCGTTTCAGARLAATC TCACCAAGATTTRTGGTAAA - -
AGANGEAAAGGECTRACTTTTTGETTTTCTTGAATCTCACTGTTCCCTCTRCAGCAGCATGEATATCTEICCACCTCCAGA . L L ,
CACACABBCACCATC TG CGECCCCCATCAGCCCGTATCCCTTCCACCTCRACTCGECTACARAGLCCAGAGAGGTCTGTT | Forward primer |1 | |12[J o)
TCTTGECCCCCAGARCCCAMAGATAC TRACACACTCTTACATTTCCAACTAGAATC AGGAACGAGGARTEACTCTCAGTEA T R ,
GTTCATTAAGTARATATCTTTCTAACCGCTCTRCCE | T (LD |29 | | |
Or, upload FASTA file Choisir un fichier | Aucun fichier chaisi

Figure 2.4: La séquence du gene d il_4 copier sur le logiciel Primer blast.

Le choix des paires d’amorces obtenues par le primer blast doit répond
aux critéres précédents ainsi en choisis le couple d’amorce qui donne le moins des
produits aspécifiques afin d’assurer I'amplification de produit spécifique d’intérét
(IL_4).
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Interprétation des résultats

1 Reésultats de conception des amorces « Primer Blast » :
Les résultats obtenus par le logiciel Primer Blast sont montrés dans la

figure ci-dessous :

Primer pair 3

Sequence (5= Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCAAAGGGCTGACTTTTTGGT Plus 21 86 106 5986 4762 5.00 0.00
Reverse primer TGAGAGTCACTCCTCGTTCCT Minus 21 320 300 5993 5238 T.00 0.00

Product length 235

Products on potentially unintended templates
=NC_000005.10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p12 Primary Assembly
product length = 235

Features associated with this product:
interleukin-4 isoform 1 precursor

interleukin-4 isoform 2 precursor

Forward primer 1 GCAAAGGGCTGACTTTTTGET 21
Template 132677731 civieiianiraniainnn 132677751

Reverse primer 1 TEAGAGTCACTCCTCGTTCCT 21
Template 132677965 «ivvuvinanrraniiinnan 132677945

=NC_000023 11 Homo sapiens chromesome X, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 3639

Features flanking this product:
21646 bp &t 5' si protein 55%2 isoform a
21648 bp at 3' side: protein SSX2 isoform &

Reverse primer 1 TGAGAGTCACTCCTCETTCCT 21
Template 52731832 ...C(TC....uus Givinns 52731812

Reverse primer 1 TGAGAGTCACTCCTCETTCCT 21
Template 52727394 . .CTC..aueis Givinns 52727414

product length = 2632
Features flanking this product:
62487 bp at 5' si sulfatase F isoform X3
132842 bp at 3' side rix-remodeling-associated protein 5 precursor

Forward primer 1 GCAAAGGGCTGACTTTTTGET 21

Figure 3.1 : résultats de conception des amorces par le Primer Blast.

2 _Interprétation des résultats :

La base de données Ensembl.org nous fournis le gene d interleukine 4 qui
est composés de 5 axons et 6 introns.

Dans notre recherche nous étions intéressés précisément d axon 3,
lorsque les deux exons qu'elle précede fournissent des amorces dont les produits
aspécifigues ont une taille moins de 1000 pb qui peuvent induire une amplification
de séquences non spécifiques de notre géne d'intérét.

Pour cela 10 paires d amorces ont étaient congus par le Primer blast dont

la 3 -éme paire répond aux critéres requise, précisés dans le tableau dessous :
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Tableau 3.1: une comparaison entre I'amorce obtenus et les amorces idéal pour un PCR.

Critéres Longueurs | Température | Teneurs | Produit Produits
de fusion en GC spécifique | aspécifiques
Taux optimale 18 a 24 |56a62c° 40 a 60 | Inferieure a | Supérieure a
Nucléotides % 1000 pb 1000 pb
Amorce |21 59.86 c° 47.62 % Les4
sens Nucléotides produits
Notre Amorces | 21 235 paires | aspécifiques
amorce | anti- Nucléotides | 59.93 c° 52.38 % | de bases mesurent
Sens plus que
2000 pb

Le pair d’amorce qu’'on a choisi répond aux critéeres d’'une bonne paire d
amorces, dont la taille de produit spécifigue est de 235 pb, alors que la taille des 4
produits aspécifiques est supérieurs a 2000 pb qui est généralement difficile a étre
séquencer par la PCR, donc le pair d amorces congcus par le Primer Blast est bien
spécifiqgue a notre géne d’intérét.

La température de fusion de cette amorce est environ 59 c° donnera un
meilleur résultat pour une longueur de 21 nucléotides, une teneur en GC situe entre
40 a 60 % ce qui augmente la spécificité ainsi que I'efficacité de 'amplification.
3_Confirmation des résultats :

Afin de confirmer les résultats concus par le Primer Blast, un site de la bio-

informatique est utilisé « www.genome.ucsc.edu »

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

UCSC In-Silico PCR

Genome: Assembly. Target: Forward Primer Reverse Primer:
[Human ~] [Dec. 2013 (GRCh38/hg38) | |.genome assembly v | |GCAAAGGGCTGACTTTTTGE| [ TGAGAGTCACTCCTCGTTCC) | submit |

Max Product Size: Min Perfect Match: Min Good Match Flip Reverse Primer: [

About In-Silico PCR

In-Silico PCR searches a sequence database with a pair of PCR primers, using an indexing strategy for fast performance. See an example videc on our YouTube channel.

Configuration Options

Genome and Assembly - The sequence database to search

Target - If available, choose to query transcribed sequences.

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

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

Max Product Size - Maximum size of amplified region

Min Perfect Match - Number of bases that match exactly on 3' end of primers. Minimum match size is 15.
Min Good Match - Number of bases on 3' end of primers where at least 2 out of 3 bases maich

Flip Reverse Primer - Invert the sequence order of the reverse primer and complement it

Qutput
When successful, the search returns a sequence output file in fasta format containing all sequence in the database that lie between and include the primer pair. The fasta header

describes the region in the database and the primers. The fasta body is capitalized in areas where the primer sequence matches the database sequence and in lower-case elsewhere.
Here is an example from human:

>chr22:31000551+31001000 TAACAGATTGATGATGCATGAAATGGE CCCATGAGTGGCTCCTAAAGCAGCTGC
THACAGATTGATGATGCATGAAATGGGEggtggc caggaEtEEEEEEtEa
gactgcagagaaaggcagggctggttcataacaagetttgtgegteccaa

Figure 3.2 : site de confirmation des amorces In-Silico PCR.
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Interprétation des résultats

Le processus de confirmation nous donne le locus du géne
d’interleukine 4 sur le chromosome 5 qui nous confirme la spécificité des amorces a

notre géne d’intérét.

A  Genomes  GenomeBrowser Toos  Mimos  Downoads  MyDafa  Projcts  Hep  AboutUs

UCSC In-Silico PCR

»Chr3:132677731+132677965 235bp GCAAAGRGCTGACTTTTTAAT TGAGAGTCACTCCTCATTCCT
GCAAAGORCTRACTTTTTGAT ttcttzaatcteactgttecctotgeag
cagratgeatatetgeccacctoragacacacaggraccatctgoegece
ceeateagrecgtgteccttceacctegactegectacaaagooragaga
getctgtitettogeecceagagcecaaagatactgacacactottacat
ttecaactagaatcAOGAACGARAGTCACTCTCA

Primer Melting Temperatures

Forward: 62.7 C grasagggctgactttttgst
Reverse: 59.8 C tgagagteactoctegttect

The temperature calculations are done assuming 50 mM salt and 50 nM annealing oligo concentration. The code to calculate the melting temp comes from Primer3.

Figure 3.3: confirmation des résultats.

4 Perspectives :

Nous avons congu, le couples d’amorces spécifigues du gene d’interleukine 4
par les méthodes de la bio-informatique, pour que plus tard cette amorce fera
'objectif de nombreux études réalisées par la technique de la PCR chez les sujets
jeunes atteints d’asthme allergique.

L’étude moléculaire du géne codant pour linterleukine 4 par lanalyse et la
guantification par la reaction de polymerase en chaine peut déterminer au future
'effet de la sensibilisation allergique sur la gravité, la réponse au traitement, et le
pronostic d’asthme allergique, ainsi peuvent induire a la prévention de l'asthme
allergigue par la prévention de la sensibilisation et par le ciblage de certaines
molécules et des effecteurs immunitaires intervenant au cours [inflammation des
branche respiratoires comme des nouveaux cibles thérapeutiques , pour cela la
détermination des bonnes paires d’amorces est nécessaire pour effectuer la PCR

afin de réaliser ces études.
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Discussian

1 Discussion:

Le géne d interleukine 4 est impligué dans une variété des maladies
respiratoires particuliérement l'asthme allergique éosinophilique chez les enfants,
'étude moléculaire de gene d interleukine 4 par la PCR en utilisant la conception
des amorces parmi de déterminer la présence et la concentration de la protéine et
son effet sur le profile anti inflammatoire au cours de [I'asthme allergique
pédiatrique

Apparemment les chercheurs utilisent la PCR afin détudier leffet de
linterleukine 4 dans plusieurs maladies et confirment ces résultats, la technique de
la PCR montre aussi la possibilité d’amplifier un méme fragment d’ADN a partir de
plusieurs amorces congus par le logiciel Primer Blast comme montre le tableau ce

dessous :

Tableau 4.1 : I'étude des différentes amorces de géne d interleukine 4 congus par le Primer Blast pour
la technique de PCR (Rt-PCR).

Amorces 5’3’ Test But d’étude Références

Sens : Déterminer 'importance des DOI: 10.2217
GCACCGAGTTGACCGTAACA niveaux d'IL-4 chez les patients | /imt-2016-
Anti-sens : Rt-PCR souffrant d'asthme et/ ou 0131
CCAACGTACTCTGGTTGGCT Rhinite.
Sens : Prouver I'association entre les DOl:
CAAGCAGCTGATCCGATTCC cytokines pro et anti- 10.1002/jcla.
Anti-sens : Rt-PCR inflammatoires dans 22834
GGAATTCAAGCCC GCCA prééclampsie
Sens : L'interleukine-4 libérée des DOI:10.1016/
CTCATAGCAGCCTCCACCTC fibroblastes gingivaux humains | j.archoralbio.
anti-sens : Rt-PCR réduit | ostéoclastogenése 2016.08.024
GCCCAGAAGTTCGAGACAAG
Sens : Effets des extraits d’eau DOI :10.2101
CCACGGACACAAGTGCGATAT combretum sur O/cvajtcam.v
Anti-sens : Rt-PCR Production et expression d il-4 14i1.32
CGTAACAGACATCTTTGCTGCC
Sens : La gravité de la Iésion DOI :10.1007
GGCTTCCAGGGTGCTTCGCAA médullaire détermine le géne /s12031-018-
Anti-sens : inflammatoire 1077-3
GTGGACTCATTCACGGTGCAGC | Rt-PCR Modéle d'expression aprés

l'immunisation avec des

peptides dérivés de neurones
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Conclusion

Conclusion

L’asthme allergique est devenu, au bout des derniers années le
phénotype le plus fréquent des inflammations respiratoires autour le monde
particulierement chez les sujets les plus jeunes, qui est caractériser par une
sensibilisation par un allergéne favorisant les réponses en Th2 et la secretion de
la cytokine anti inflammatoire, [linterleukine 4 par les effecteur immunitaire
participant dans Tlinflammation des tissus des voies respiratoires , et puisque la
maladie est chronique et parfois devienne incontrolable par les méthodes
pharmacologiques, l'utilisation de la technique de la PCR devienne nécessaire pour
étudier I'effet de l'interleukine 4 sur la progression de la maladie.

L’étude de geéne codant pour linterleukine 4 par la technique de la PCR
nécessite de concevoir les bonnes paires d amorces qui répond aux critéres
mentionner dans notre étude, pour cela il existe plusieurs méthodes de la bio-
informatique qui nous facilitent notre choix d’amorce idéale pour une meilleur

amplification de notre séquence du géne d’intérét.
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Résumé :

'asthme allergique pédiatrique est un trouble respiratoire, pendant lequel I'exposition
a un allergéne induit a une réponse immunitaire via un profile anti inflammatoire provoquant la
sécrétion de l'interleukine 4 , 'expression de cette cytokine fait 'objet de plusieurs études, dont
l'utilisation des méthodes de la biologie moléculaire tels que la technique de la PCR est
considérée comme un étape essentiel pour réaliser ces études, le choix des bonnes pairs d
amorces pour la réaction (PCR) par la conception des amorces est une étape non négligeable

afin d’effectuer I'étude.

Mots clés :

Asthme allergique, interleukine 4, PCR, conceptions d amorces.

Abstract:

Pediatric allergic asthma is a respiratory disorder, during which the exposure to an
allergen induces an immune response using an anti-inflammatory profile causing the secretion
of interleukin-4, the expression of this cytokine is the subject of several studies , of which the
use of molecular biology methods such as the PCR technique is considered an essential step
in performing these studies, the choice of the right primer pairs for the reaction (PCR) by the

design of the primers is a step important to conduct the study.

Key words:

Allergic asthma, interleukin 4, PCR, primer design.



