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Résumé |

Résumé

Introduction : Lorsqu'il est exposé a des substances allergiques, le systéme immunitaire
stimule les réactions d'hypersensibilité, dont I'allergie est I'une de ces réactions qui implique
des macrophages de type M2. L'expression de l'interleukine-13 au cours de cette réponse
immunitaire et son effet sur les maladies allergiques fait I'objet de plusieurs études dont
'étude de son expression par la PCR soit une étape fondamentale pour le dépistage de
l'allergie.

Objectif : L'objectif de notre travail est de concevoir des amorces du géne IL-13 pour
connaitre son effet dans I'allergie.

Matériel et méthodes : Les amorces spécifiques pour le géne IL-13 ont été congus a l'aide
de l'outil Primer-Blast a travers le site « www ncbi.nih.gov ».

Résultats : Le choix s'est porté sur la neuvieme paire des amorces en raison de ses
produits aspécifiques qui sont supérieures a 1000 paires de bases et aussi parce qu'elle
répond a toutes les conditions requises.

Conclusion : La paire d'amorce sélectionnée sera utilisée pour amplifier le géne IL-13 par la
PCR afin que les chercheurs puissent étudier son implication dans I'allergie.

Mots clés : Allergie, Macrophage M2, Interleukine-13, PCR, Conceptions des amorces.
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Abstract

Introduction: When exposed to allergic substances, the immune system stimulates
hypersensitivity reactions, of which allergy is one of those reactions that involves
type M2 macrophages. The expression of interleukin-13 during this immune
response and its effect on allergic diseases is the subject of several studies,
including the study of its expression by PCR is a fundamental step in the screening
of allergy.

Objective: The objective of our work is to design primers for the IL-13 gene to
know its effect in allergy.

Material and methods: The primers specific for the IL-13 gene were designed
using the Primer-Blast tool through the site “www ncbi.nih.gov”.

Results: The choice fell on the ninth pair of primers because of its non-specific
products which are larger than 1000 base pairs and also because it meets all the
required conditions.

Conclusion: The selected primer pair will be used to amplify the IL-13 gene by
PCR so that researchers can study its involvement in allergy.

Keywords: Allergy, Macrophage M2, Interleukin-13, PCR, Primer designs.
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Introduction

Introduction

L’allergie est une réaction d'hypersensibilité induite par le systtme immunitaire en
répondant a des substances étrangéres normalement inoffensives (Tanno Et al., 2016). Ces
substances, appelées allergenes, proviennent de nombreuses différentes sources et
stimulent le corps humain pour produire les immunoglobulines de type E (IgE), dont la
formation de complexe allergéne-IgE est la premiére cause de ces réactions allergiques
(Chruszcz Et al., 2018). Les réactions d'hypersensibilités se devisent en quatre différents

types, chaque type est reconnu pour son mécanisme d’action.

Les macrophages sont des cellules immunitaires qui ont été découvertes
par Elie Metchnikolf en 1893 comme des cellules phagocytaires (Labonte, Tosello-
Trampont, Et Hahn 2014). Ces cellules peuvent étre ensemencées dans le corps
humains dés la phase embryonnaire, ainsi qu’elles peuvent étre d'origine de la
différenciation des monocytes (Gordon Et Martinez 2010). Les macrophages se
différentient en plusieurs sous populations, dont [I'environnement cytokinique
entraine leur polarisation vers un profile pro-inflammatoire (M1) ou anti-
inflammatoire (M2) (Shapouri-Moghaddam Et al., 2018). Ces cellule jouent un rdle
crucial dans les maladies infectieuses, auto-immunes et allergiques ainsi que dans

’homéostasie (Labonte, Tosello-Trampont, Et Hahn 2014).

L’interleukine-13 (IL-13) est une cytokine non glycosylée
immunomodulatrice fortement secrété par les cellules T helper 2 (Th2), ainsi que par
d’autres cellules. Il est exprimé par le géne il-13 qui est localisé au niveau du chromosome 5
(Wang Et al., 2018; Yuan 2019). Ce géne a été découvert pour la premiére fois dans le
laboratoire du Docteur Mossman (Grunig Et al., 2012). Grace au leur positionnement
rapproché, le géne il-13 partage des ressemblances avec il-4 (Grinig Et al, 2012;
Seyfizadeh Et al., 2015). L'IL-13 est impliqué dans plusieurs pathologies, y compris les
maladies inflammatoires (Tu Et al., 2016). L’étude de I'expression de cette cytokine offrira de

nouvelles pistes pour diagnostiquer et traiter les allergies.

La PCR est une technique largement utilisé dans plusieurs disciplines dont
elle sert a sélectionner puis amplifier un fragment d’ADN en une trés grande
quantité d’ADN particulieres. Ce processus se fait a travers un enchainement des
étapes bien déterminées incluant des acteurs génétiques (Kadri 2020). Le choix
d’amorces est une étape primordiale dans la réussite de la PCR et l'étude de

I'expression de n'importe quel géne.
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Dans cette dordre d’idée, cette étude a pour objectif de concevoir des

amorces du géne IL-13 exprimé par macrophages M2 au cours de l'allergie.
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Chapitre 1. Revue de la littérature
1. Hypersensibilité

1.1.  Définition

Au cours des dernieres décennies, [lallergie est devenue la premiére
maladie chronique dans plusieurs régions du monde. Elle affecte jusqu'a 30% de la
population de chaque pays (Jappe Et al, 2019). Il <s’agit dune réaction
d'hypersensibilité induite par des mécanismes immunologiques éprouvés ou
fortement suspectés, dont elle est associée aux immunoglobulines E (IgE). Les
déclencheurs de cette réaction sont des substances étrangéres normalement
inoffensives, appelées allergénes, que le sujet a été préalablement exposées et

sensibilisées (Tanno Et al., 2016).

L'allergie est wun trouble fortement dépendant de plusieurs facteurs
environnementaux tels que des sources d’allergénes, la composition du microbiote

et aussi les infections parasitaires (Caraballo Et al., 2016).

En 1869, Charles H. Blackley a démontré que le pollen était la cause
apparente de son rhume des foins. De la, les progres dans le domaine des allergies
ont commencé, avec la mise en place d'une immunothérapie appliquant des
extraits d'allergénes entiers comme une pratique courante dans les années 1970
(Figure 1.2). En 1980, seuls quelques allergenes avaient été identifiés, ce qui a
obligé le développement d'une nomenclature systématique pour ces derniers. |l
existe plusieurs sources d'allergénes, y compris le pollen, les acariens, les
épithéliums et la salive des animaux, les champignons, les venins d'insectes et une

variété d'aliments d'origine végétale et animale (Pomés Et al., 2018).

1869 1911 1962
sensibilisation
et élicitation sensibilisation passive découverte de
conduisant 3 par transfert de sérum I'lgk comme
' i entre les personnes anticorps réactif
C. Blackley Tamapiryinde Noom et Freeman King et Norman

oollen identifié ortleﬁ ichet ore immunothém’i:rausmtz et Kustner 1érepr o‘t Gine Ishizaka et Jlansson
COMTie i a base d'extrait de ?Ilergeqe
déclencheur du ‘ ’ pollen graminé |der1t‘|ﬁee < >
rhume des foins (antigéneE)

1902-1907 1921 1963-1967

Figure 1.1. Les découvertes clés dans le domaine d’allergie (Pomés Et al., 2018). Les
chercheurs ont passé par différentes étapes afin de signaler I'lgE comme un anticorps réactif.
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Les allergénes sont des antigénes proviennent de nombreuses différentes
sources entrainants [I'apparition de symptémes d'allergie chez les personnes
prédisposées via la stimulation du systéme immunitaire pour produire des IgE. Le
déclenchement d'une réaction allergique est d0 a la formation d'un complexe
allergéne-IgE. Ce complexe est responsable des maladies allergiques (Chruszcz Et
al., 2018). Ces derniéres sont complexes et étendues en termes d'organes touchés
et de gravité, comme Ila rhinite allergique, les allergies alimentaires, l'asthme, la
conjonctivite, I',edéme de Quincke, l'urticaire, l'eczéma, les allergies aux insectes et
'anaphylaxie potentiellement mortelle (Sim, Abd Rani, Et Husain 2019). La
compréhension de la nature des allergénes est nécessaire pour le diagnostic des
allergies et limmunothérapie. Actuellement, plus d'un millier de ces molécules ont
été identifiées et enregistrées par le sous-comité de la nomenclature des allergénes
de [I'Organisation mondiale de santé et de ['Union internationale des sociétés
d'immunologie (OMS / IUIS) (Zhang, Chen, Et Robinson 2018).

1.2. Types

Les réactions d'hypersensibilité sont généralement décrites comme une
réaction exagérée du systéme immunitaire. Selon leur mécanisme d'action et les

cellules impliquées, elles sont classées en quatre types distincts.
1.2.1. Hypersensibilité de type | (Allergie médiée par I'lgE)

1.2.11. Définition

L’allergie associée a I'lgE est la maladie d'hypersensibilité la plus fréquente.
Elle touche environ 30% de la population mondiale. Elle s’agit de la production
d'anticorps IgE et de réponses des lymphocytes T contre les allergénes induisant
une inflammation chez les individus génétiqguement prédisposés. Les patients
allergiques présentent une variété de symptdmes, tels que une rhinoconjonctivite,
une asthme, une inflammation cutanée, des symptémes gastro-intestinaux et un

choc allergique menacant le pronostic vital (Eckl-Dorna Et al., 2019).

1.21.2. Mécanisme immunitaire

En cas d'allergie, le systtme immunitaire réagit aux allergénes, tels que le
pollen, les acariens et/ou les squames d'animaux en augmentant les réponses des
lymphocytes T helper 2 (Th2) et la production des IgE par les cellules B via la
stimulation par des cytokines telles que linterleukine 4 (IL-4) et l'interleukine 13 (IL-
13) (Jensen-Jarolim Et al. 2018).
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Les cellules présentatrices d'antigénes (CPA) captent les allergénes
lorsqu’ils sont présents dans [l'organisme et les présentent aux Ilymphocytes T
CD4+ naifs (THO) via les molécules du complexe majeur d'histocompatibilité de
classe Il (CMHIl) au niveau des ganglions lymphatiques. Aprés I'activation des
lymphocytes T CD4+, elles se transforment en cellules Th2 spécifiques a l'allergene
qui sont impliguées dans la production d'IgE. Ces cellules libérent I'lL-4, TI'IL-5 et
lIL-13 pour initier la réponse immunitaire inflammatoire. Les cellules B sont
stimulées par [IL-4 pour se différencier en plasmocytes producteurs d'anticorps
IgE, qui reconnaissent spécifiquement lallergéne. Les IgE se lient fortement aux
récepteurs de haute affinité (FceRIl) exprimés a la surface des mastocytes et des

basophiles conduisant a une séquence des réactions (Watts Et al., 2019).

La phase précoce de la réaction est caractérisée par la dégranulation des
mastocytes et la libération d’histamine. Cette réaction se développe quelques
minutes suite a I'exposition a un allergéne. La libération d’histamine avec les effets
d'autres cytokines pro-inflammatoires puissantes (par exemples les leucotrienes) et
les eicosanoides (par exemple les prostaglandines) augmentent également la
perméabilité vasculaire, entrainant la formation d'un cedéme. Tandis que, Ila
réaction de la phase tardive, qui se développe plusieurs heures aprés I'exposition a
lallergéne, est caractérisée par le recrutement des basophiles, des neutrophiles,
des lymphocytes T, des monocytes et des éosinophiles et par la libération de
plusieurs médiateurs, dont les cytokines, les prostaglandines et les leucotriénes,
qui perpétuent la réponse inflammatoire. A la suite d'une inflammation des
muqueuses, les tissus réagissent plus vigoureusement a I'exposition aux allergénes

contribuant a I'hyperréactivité bronchique (Figure 1.3) (Bjermer Et al., 2019).



Chapitre 1. Revue de la littérature
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PRECOCE
D\ /) PHASE
RS 74 TARDIVE
Ganglion lymphatique ‘\2 ’v
‘ / BCr
FceRI Récepte}fr de
leucotriene
LB e“l‘oche Leucotrién‘es »
4 44
. . A Cellule
\ , A & A 4 A cible |
Ny Q9 |
Q 00 1 @\
Q al -
IgE Prostaglandines . u‘ Récepteur de
' Vhi \
TH2 .
@ o -|Eosinophile mastocytes

X e

Figure 1.2. Processus physiopathologique de I’allergie médiée par les IgE (Bjermer Et

al., 2019). Les deux phases de la réaction d’hypersensibilité de type | montrant les différents types des cellules
immunitaires impliqguées dans le déclenchement de I'inflammation allergiques. BCR : Récepteur des cellules B,
THO : Lymphocyte helper naif, TH2 : Lymphocyte helper type 2, DC : Cellule dendritique, LB : Lymphocyte B, IL :
Interleukine, IgE: immunoglobulines E, FceRl: Récepteur de haute affinité pour larégion Fcde
I'immunoglobuline E.

1.2.2. Hypersensibilité de type Il
1.2.21. Définition

Les chercheurs ont considéré les réactions d'hypersensibilité de type I
comme des réactions semi-retardées spécifiques a l'antigene dont ils incluent une
cytotoxicité a médiation IgM / IgG de diverses cellules hématopoiétiques et non
hématopoiétiques. Les médicaments peuvent étre la cause de ces réactions en
entrainant une anémie, une thrombopénie, une neutropénie ou une hépatite (Viel Et
al., 2018).

1.2.2.2. Mécanisme immunitaire

Les réponses dhypersensibilité de type |l sont déclenchées par Ia
génération des immunoglobulines spécifiques contre les allergénes liés aux
protéines membranaires pendant la phase de sensibilisation (Viel Et al., 2018). Ces
anticorps ont le pouvoir dactiver la lyse dépendante du complément, ce qui
provoque des Ilésions au niveau des tissus. Dans cette réaction cytotoxique,
l'anticorps réagit directement a l'antigéne qui est adsorbé a la membrane cellulaire
dans le but d’activer la lyse cellulaire induite par le systéme du complément. Les
antigénes lancant ce type d’hypersensibilité pourraient étre du «soi» donc on parle

de réactions auto-immunes, comme ils pourraient étre aussi du «non-soi».
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L’incompatibilité rhésus foeto-maternelle est considérée comme I'un des meilleurs

exemples de réactions cytotoxiques (Shibani Basu, s. d.).

1.2.3. Hypersensibilité de type lli

1.2.3.1. Définition
Les réactions d'hypersensibilit¢ de type Il sont décrites par la formation de
complexes anticorps/antigénes. Ces derniers provoquent une réponse

inflammatoire locale en se déposant dans les tissus et les petits vaisseaux
sanguins. Ces réaction de type Ill peuvent induire une maladie sérique (Kanji Et
Chant 2010; Powell, Thompson, Et Murtaugh 2013).

1.2.3.2. Mécanisme immunitaire

Les complexes formés lors de la réponse immunitaire de type Ill induisent
l'activation de la cascade du complément et cela provoque une inflammation et une
destruction tissulaire. Les changements réalisés touchent les artérioles, les
veinules et les capillaires, et les constatations histopathologiques se résument dans
un gonflement des cellules endothéliales, des infiltrats inflammatoires dans les
vaisseaux et le tissu conjonctif adjacent (principalement des neutrophiles), une
caryorrhexie des neutrophiles et une extravasation des globules rouges (Powell,
Thompson, Et Murtaugh 2013).

1.2.4. Hypersensibilité de type IV ou retardé

1.2.41. Définition

La réaction d'hypersensibilité de type IV ou retardée (DTH) s’installe 24
heures aprés la rencontre avec lallergéne. Cette réaction implique des réponses a
médiation cellulaire par I'activation directe des lymphocytes T qui peuvent induire la
libération des cytokines attirant les macrophages et les lymphocytes effecteurs qui
peuvent endommager les cellules cibles. La DTH se voit au cours d’infections

bactériennes comme la tuberculose (Kay 2008)

1.2.4.2. Mécanisme immunitaire

L'une des formes les plus courantes de la DTH est I'hypersensibilité cutanée
provenant de bijoux. Cette hypersensibilité est généralement décrite comme une
réaction locale dans laquelle un allergéne est reconnu par les CPA et présenté aux
cellules Th1 via la molécule du CMH-Il, ce qui conduit a une réponse pro-
inflammatoire appropriée (Ort Et al., 2019). Les substances sensibilisantes peuvent
réagir avec des auto-protéines et former des complexes haptene-protéine qui se

lient aux molécules du CMH et activent les cellules T comme un antigene étranger
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régulier (par exemple, a partir de bactéries). La réaction est divisée en deux phases

sensibilisation et provocation. Lors de la sensibilisation, les CPA abritent des
organes lymphoides secondaires et activent les lymphocytes T, qui libérent a leur
tour des cytokines pour attirer les macrophages vers le site d'exposition aux
allergénes entrainant une lésion tissulaire (la phase de provocation) (Figure 1.4)
(McKee Et Fontenot 2016).
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Figure 1.3. Processus physiopathologique de la réaction d’hypersensibilité de type IV

(Ort Et al., 2019). Les deux phases de la réaction d’hypersensibilité de contacte expliquant le mécanisme
menant a des lésions tissulaires par la captation d’un hapténe conjugué avec une protéine.TH1 : Lymphocyte
helper type 1, THO : Lymphocyte helper naif, TCR : Récepteur de lymphocyte T, DC : cellule dendritique, CMH 11 :
Complexe majeur d’histocompatibilité.

1.3. Etiologie

Les symptdmes de [I'hypersensibilité peuvent étre identifiés par la
reconnaissance de la voie d’exposition a l'antigéne. Par exemple, la voie naturelle
d'exposition au pollen, aux squames animales et aux spores fongiques est
linhalation, donc le résultat clinique attendu est la conjonctivite rhinocéros ou
I'asthme. En outre, les allergénes alimentaires sont liés a des symptdmes objectifs
de syndrome d'allergie orale, d'cedéme de Quincke du larynx, de symptdbmes du
tractus gastro-intestinal ou de symptdmes systémiques tels que [l'urticaire, Il'asthme
ou l'anaphylaxie aprés consommation de laliment (Matricardi Et al., 2016).
L’inclusion de [l'urticaire plus Il'cedéme de Quincke ainsi que d'autres réactions
systéemiques sont a [lorigine dune piqare d'insecte. Aprés ingestion d'allergénes

des symptomes cutanés sont assez courants, et il en va de méme pour les
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symptdmes respiratoires. Mais, des exceptions s’existe toujours (Pomés Et al,
2018).

2. Macrophages
2.1. Définition

Les macrophages sont des cellules immunitaires qui appartiennent aux
leucocytes. lls se définissent par leurs phénotypes, morphologie, localisation et
leurs profils d’expression génique (Sica Et al, 2015; Wynn, Chawla, Et Pollard
2013). Elie Metchnikolf a identifié pour la premiére fois en 1893 ces cellules comme
des cellules phagocytaires qui ont un réle dans ['élimination des agents pathogénes

chez les vertébrés et les invertébrés (Labonte, Tosello-Trampont, Et Hahn 2014).
2.2. Origine

Des études nouvelles ont justifié et montré que la plupart des macrophages
qui résident dans les tissus sont ensemencés dés la phase embryonnaire de [Iétre
humain. lls sont dérivés du sac vitellin lors du développement embryonnaire. Ces
cellules sont caractérisées par leur auto-renouvellement et sont maintenues
indépendamment des monocytes  (Hashimoto Et al., 2013; Davies Et al, 2013;
Epelman, Lavine, Et Randolph 2014). Cependant, Les macrophages tissulaires
nouvellement recrutés dans les infections, les tumeurs et les inflammations
allergiques sont principalement d’origine de la différenciation des monocytes
(Figure 1.4) (Gordon et Martinez 2010).
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Figure 1.4. Origine des macrophages (Ginhoux Et Jung 2014). Les monocytes sont générés
en continuité dans la moelle osseuse & partir de CSH via des MDP cMoP. A I'état d'équilibre, les sous-
ensembles de monocytes LYBChi et LY6Clow dans la circulation forment un continuum de développement mais
sont fonctionnellement distincts. HSC: cellules souches hématopoiétiques, MDP : précurseur des macrophages
et des cellules dendritiques, GMP : progéniteur des granulocytes — macrophages, cMoP : progéniteurs communs
de monocytes.

2.3. Phénotypes

Les eétudes sur les macrophages ont prouvé quil existe plusieurs sous-
populations de ces cellules chez 'homme. Cette classification se base sur l'activité
biologique, la production des facteurs spécifiques et I'expression de marqueurs de
surface. L’environnement cytokinique est considéré comme I'un des principaux
facteurs qui entrainent la polarisation de ces cellules vers deux chemins différents,
les macrophage classiquement activés ou pro-inflammatoires (M1) et les
macrophages  alternativement activés ou anti-inflammatoires (M2) (Murray Et al.,
2014; Sica Et al., 2015).

2.3.1. Macrophages M1

Les macrophages M1 sont induits par des cytokines secrétées par les Thi1,
telles que linterféron-gamma (IFN-y) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-
a), ou par reconnaissance de lipopolysaccharides bactériens (LPS).
Ces macrophages produisent des taux plus élevés de cytokines pro-inflammatoires
TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-23 et cyclooxygénase-2 (COX-2), et de faibles
taux d’IL-10. Fonctionnellement, les macrophages M1 participent a I'élimination des
agents pathogenes lors de linfection par I'activation du systéme de nicotinamide

10
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adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase et la génération subséquente
d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS). Particulierement, les macrophage M1 ont
une activité antimicrobienne et antitumorale et interviennent dans les Iésions

tissulaires induites par les ROS (Shapouri-Moghaddam Et al. 2018)
2.3.2. Macrophages M2

Les macrophages se polarisent vers un profii M2 sous Il'action des cytokines
de type Th2, telles que llL-4 et I'lL-13 par l'activation de STAT6 via le récepteur
alpha de [llL-4 (IL-4Ra). Ces cytokines et d'autres telles que [I'lL-10 peuvent aussi
induire la polarisation vers le profii M2 en activant STAT3 via le récepteur de I'IL-10
(IL-10R). De plus, Les cytokines I'lL-33 et I'lL-21 sont également incluses pour
effectuer le méme processus. Les macrophages M2 se caractérise par une faible
production d'IlL-12 et une production élevée d'IL-10 et de TGF-B. lls ont une forte
capacité de phagocytose, récupérent les débris et les cellules apoptotiques,
favorisent la réparation des tissus et la cicatrisation des plaies, et possédent des

propriétés pro-angiogéniques et pro-fibriques (Shapouri-Moghaddam Et al., 2018).
24. Role

Les macrophages représentent une population ubiquitaire et complexe des
cellules du systéme immunitaire qui ont un rdle indispensable dans les maladies et
'homéostasie (Labonte, Tosello-Trampont, Et Hahn 2014). lls sont considérés
comme la premiére ligne de défense immunitaire dans l'organisme, a l'aide de ses
divers récepteurs (Gordon Et Martinez 2010). Ces cellules induisent des réponses
immunitaires antivirales et antibactériennes trés efficaces dont ils ont une forte
capacité cytotoxique contre les cellules infectées et assurent la résistance aux
infections. lls participent aussi dans les maladies auto-immunes dont ils sont
considérés comme une source importante de nombreuses cytokines inflammatoires
qui ont été identifites comme des médiateurs importants de [l'inflammation

chronique et des maladies auto-immunes (Shapouri-Moghaddam Et al., 2018).

En outre, les macrophages associés aux tumeurs (TAM) sont les principaux
leucocytes infiltrant du microenvironnement tumoral (Shapouri-Moghaddam Et al.,
2018).

Les macrophages ont un réle important dans les mécanismes des réactions
d'hypersensibilité humorale et cellulaire dans plusieurs phases de la réponse
immunitaire. En tant que CPA professionnel, les macrophages ont le pouvoir

d’'induire la réponse d'un auxiliaire T CD4 + spécifique a un allergéne. En tant que

11
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phagocytes professionnels efficaces, les macrophages contribuent a ['élimination

des allergénes, principalement dans les voies respiratoires (Nazimek Et al., 2013).
3. Interleukine -13
3.1. Géne IL-13

L’IL-13 est une cytokine anti-inflammatoire immunomodulatrice (Mori, Maher,
Et Conti 2016, 4). C’est un produit protéique pléiotrope exprimé par le gene il-13 et
fortement secrété par des cellules Th2 (de Vries 1998; Minty Et al., 1997).

Le géne il-13 a été initialement reconnu par la dénomination « p600 ». La
découverte de ce géne a été pour la premiére fois en 1993 au niveau de laboratoire
du Docteur Mossman, ce dernier est crédité de la découverte, pour la premiére fois,
les cellules Th1 et Th2 avec son collegue docteur coffman (Grinig Et al., 2012). Ce
géne a un emplacement cytogénétique: 5q23.31; cela est le bras long (q) au
niveau du chromosome 5 a la position 23.31 (Figure 1.5) (Wang Et al., 2018; Yuan
2019). Il est dans le méme groupe de génes de 3000 kb qui code pour I'lL-3, I'lL-4,
lIL-5, I'IL-9 et le facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages
(GM-CSF) (Wynn 2003b).
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Figure 1.5. Localisation du géne IL13 sur le chromosome 5 humain (d’aprés NCBI).

Le géne IL-13 est situé trés proche du locus du géne IL-4, donc les 2 génes
partagent 25% d'homologie entre eux dont ils sont transcrits dans le sens inverse
de tous les génes voisins, ainsi que la forte ressemblance dans la structure
primaire, secondaire et tertiaire aprés I'expression de leurs protéines (Grinig Et al,
2012; Seyfizadeh Et al., 2015).

3.2. Protéine IL-13

L'IL-13 (Figure 1.6) est sécrétée sous la forme d'un produit non glycosylée
de 10 kd par les cellules Th2 activées (Seyfizadeh Et al., 2015), ainsi que par les
basophiles, les éosinophiles, les mastocytes, les cellules naturel killer (NK) et les
cellules naturel killer T (NKT) (Price Et al., 2010; Rael Et Lockey 2011). Cette

12
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cytokine est un produit peptidique a 33 acides aminés qui se replie en 4 faisceaux
hélicoidaux alpha, sa transcription est régulée par le facteur de transcription
spécifique des cellules T (GATA3) (Yuan 2019; Rael Et Lockey 2011).

Figure 1.6. (A et B) : structure en 3D d’IL-13 (F. J. Moy Et al., 2001).
3.3. Structure

L’IL-13 est composé de 4 faisceau hydrophobe a-hélicoidal qui est une
indication de la classe des cytokines de type I. La (figure 1.7) montre la topologie
globale haut-bas-bas de cette cytokine dont les quatre régions hélicoidales se liées
par trois boucles, c'est-a-dire A, B, C et D ensemble, et une liaison disulfure relie la
boucle AB a la boucle BC (Seyfizadeh Et al., 2015).

Figure 1.7. Représentation de la topologie globale haut-bas-bas de I'lL-13 (Seyfizadeh
Et al., 2015).
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3.4. Role

L'IL-13 a été initialement décrite comme une cytokine anti-inflammatoire qui
inhibe la production de cytokines inflammatoires, mais malgré cette description
originale, les fonctions d'IL-13 se sont bien développées ces derniéres années
(Wynn 2003a) dont ils ont trouvé quil déclenche a la fois des réponses

immunitaires pro-inflammatoires et anti-inflammatoires (Eisenmesser Et al., 2001).

IL-13 a regu récemment beaucoup d’attention puisque les chercheurs ont
découvert que cette cytokine est inclue dans différentes maladies inflammatoires
telles que les maladies auto-immunes, la colite ulcéreuse et I'asthme pulmonaire et

est associée avec beaucoup tumeurs malignes (Tu Et al., 2016).

Les fonctions effectrices médiées par [IIL-13 se résument dans
I'hyperréactivité des voies respiratoires, la regulation de [I'expulsion des parasites
gastro-intestinaux, l'allergie, la  production d’anticorps IgE, Ila  mastocytose,
éosinophilie tissulaire, I'hyperplasie des cellules caliciformes et la croissance des

cellules tumorales (Wynn 2003a).

En outre, I'lL-13 a un rble important sur les fibroblastes, en induisant
l'expression des intégrines, la périostine et la proliféeration. Elle a aussi des
fonctions diverses sur les cellules non immunitaires en induisant la production
d'éotaxine (Seyfizadeh Et al., 2015).

3.5. Signalisation

L’IL-13 partage avec I'lL-4 un récepteur multi-sous-unités ou la signalisation
commence (Figure 1.8). Le récepteur est un complexe hétérodimeére constitué de 2
unités; le récepteur alpha IL-4 (IL-4Ra) et le récepteur alpha IL-13 (IL-13Ra1).
Grace a [laffinité élevée entre I'lL-13 et son récepteur IL-13Ra1, il y aura la
formation d’'une liaison entre eux, cela va augmenter la probabilit¢ de
'hétérodimérisation. Cette hétérodimérisation sera la clé pour lactivation a la fois
du STAT6 et de «Insulin receptor substrate » (IRS) (Rael Et Lockey 2011). La
formation de I'hétérodimeére induit la phosphorylation de STAT6 par la famille Janus
kinase (JAK1, JAK2, TYK2) et la formation d'un homodimére activé. Ce dernier
sera transporté vers le noyau (Franklin J Moy Et al, 2001; Rael Et Lockey 2011).
Dans le noyau, [I'hétérodimére STAT6 activé joue un rdle important dans la
régulation de [I'expression des molécules nécessaires pour ['équilibre entre Ia
défense contre les infections et les réponses inflammatoires allergiques notamment
le développement des Th2 (Figure 1.8) (Walford Et Doherty 2013).
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L'IL-13 a la capacité de se lier avec un autre récepteur connu par IL-13Ra2,
qui est considéré comme récepteur leurre et est dérivé des cellules Th2. L’affinité
d'IL-13 avec IL-13aR2 est 50 fois plus importante qu’avec IL-13Ra1. IL-13Ra2 se
lie sauf avec IL-13 (Tu Et al., 2016)
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Figure 1.8. Schéma représente la signalisation IL-13 et IL-4 (Marone Et al., 2019). IL:
Interleukine, IL-Ra : Récepteur alpha de linterleukine, JAK : Janus kinase, STAT : Transducteur de signal et
I'activateur de la transcription, P : Phosphore, y C : Chaine gamma.

3.6. Polymorphisme

Les variants polymorphes dans le géne de [I'lL-13 ont été prouvé pour avoir
une liaison avec une activité de transcription plus élevée du gene. Cela induit une
synthése élevée de I'lL-13 ainsi que le développement de troubles allergiques et
inflammatoires. L’analyse du polymorphisme de -1055C / T IL-13 démontre une
association entre la survenue d'un allele T et une expression accrue d'IL 13, des
taux sériques élevés d'IgE, l'asthme, I'atopie et l'eczéma. Deux autres polymorphes
localisés dans les régions + 2044G / A et + 1923C / T, ont été associées a une
production élevée d'IL-13 (Lesiak Et al., 2011).

3.7. IL-13 et allergie

En condition physiologique, aprés qu'elles phagocytent de I'allergéne, les
macrophages tissulaires migrent vers le ganglion lymphatique local dans le but
d’inhiber l'activation des cellules dendritiques et empécher le développement d'une

réponse spécifique a l'allergéne (Murray Et Wynn 2011). D'autre part, ils sont
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actives au site de linflammation dépendante de Th2 par IL-4 et IL-13, et sécrétent
lIL-13 qui stimule la différenciation des lymphocytes Th2 et I'éotaxine pour recruter
les éosinophiles. Les deux mécanismes provoquent finalement Ila réaction
d'hypersensibilité (Nagarkar Et al., 2010). Pour se différencier en M2 par [I'lL-13, les
macrophages dépendent de linduction de STAT6, ce qui conduit a [I'activation de
facteurs  profibrotiques. Ces macrophages M2 humains ont une activité
phagocytaire accrue, mais ils sont incapables de supprimer les agents pathogénes

intracellulaires (Moreira Et Hogaboam 2011).

L'IL-13 peut contribuer a la principale manifestation physiologique de
lasthme et [I'hyperréactivité des voies aériennes en induisant plusieurs
changements cellulaires dans la paroi des voies respiratoires. On peut résumer ces
changement dans la métaplasie des cellules muqueuses et la production de mucus,
la contraction des muscles lisses des voies respiratoires et linduction du dépét de
collagéne et fibrose (Munitz Et al., 2008). Grace a la médiation de STATG6, I'lL-13
stimule un certain nombre de génes épithéliaux, dont MUCS5AC et la périostine, qui
se sont avérés provoquer une obstruction du mucus des voies respiratoires et une
hyperréponse des voies aériennes. Cette cytokine augmente également Ia
sensibilité des muscles lisses des voies aériennes a quelques agonistes
contractiles tels que I'acétylcholine, I'histamine et cystéinyl leucotrienes (Sheikh et
al. 2015, 4). Enfin, la formation d'arginase | dans des macrophages alternativement
activés et la production de cellules épithéliales et de monocytes de TGF-f induisent
la production de collagéne a partir de fibroblastes conduisant a un raidissement de

la paroi des voies respiratoires (Bhattacharjee Et al., 2013)

La pluparts des arguments soutiennent toujours le réle principal pour ['L-13
dans les troubles allergiques. Les chercheures maintenant tournent leurs attentions
vers la compréhension des mécanismes par lesquels cette cytokine a la capacité a
médier les caractéristiques physiopathologiques des maladies allergiques. Le
modéle émergent est que I'IL-13 induit des propriétés de réponse allergique via un
ensemble complexe de procédures sur les cellules des voies respiratoires
résidentes (Gour Et Wills-Karp 2015).
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4. PCR
41. Définition

La réaction en chaine par polymérase (PCR) est une simple technique qui
a été découverte par Dr Kary Mullis (Mullis 1990). C’est un test enzymatique dans
lequel de petites quantités d'’ADN peuvent étre amplifiées en plusieurs copies. On
peut l'effectuer par [lutilisation de I'ADN source d'une variété de tissus et
d'organismes comme la peau, les cheveux, le sang périphérique, la salive et les
microbes (Garibyan Et Avashia 2013).

4.2. Acteurs de la PCR

La PCR nécessite la présence d'ADN matrice, d'amorces, de nucléotides et
d'ADN polymérase pour chaque essai. L'ADN polymérase est l'enzyme clé pour
relier les nucléotides ensemble pour composer et donner le produit de PCR. Les
nucléotides sont les composants de construction qui sont utilisés par [I'ADN
polymérase pour former le produit de PCR résultant. Le réle des amorces dans la
réaction est de spécifier le produit d'ADN a amplifier. Ce sont de fragments d'ADN
courts avec une séquence connue complémentaire a I'ADN a détecter et a
amplifier. Elle agissent comme un point d'extension sur lequel I'ADN polymérase

peut travailler (Garibyan Et Avashia 2013).
4.3. Etapes de la PCR

Pour effectuer ce processus, les composants cités ci-dessus soient
mélangés dans un tube a essai ou une plaque a 96 puits avant qu’ils soient placés
dans un thermocycleur qui permet la production des cycles répétés d'amplification
d'ADN en trois étapes de base (Figure 1.9). Le thermocycleur augmente et abaisse
la température en étapes séparées, précises et préprogrammées. Le chauffage de
la solution de réaction jusqu'a 90°C pendant 30 seconds provoque la dénaturation
et la séparation des brins d’ADN, et l'abaissement ensuite environ 50°C permet
lhybridation entre les amorces spécifiques et les segments d'ADN cibles.
L’'augmentation de la température a nouveau rend ['ADN polymérase capable
d'étendre les amorces par Ilajoute des nucléotides au brin d'ADN en
développement. Le nombre de molécules d'ADN copiées double pour chaque

répétition de ces trois étapes (Garibyan Et Avashia 2013).
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4.4. Types de PCR
4.4.1.PCR qualitative

Lorsqu’on utilise la PCR pour la détection de la présence ou l'absence d'un
produit d'’ADN spécifique, on l'appelle PCR qualitative. Ce type soit utilisé lorsque la
PCR est effectuée a des fins de clonage ou pour [lidentification d'un pathogene
(Garibyan Et Avashia 2013).

4.4.2. PCR quantitative

Ce type de PCR est pour but dindiquer la quantit¢ d'un ADN ou d'un géne
spécifique présent dans I'échantillon. Il a été développé dans les années 80. La
PCR quantitative est caractérisée par la détection et la quantification du produit de
PCR en temps réel, lors de sa synthése (VanGuilder, Vrana, Et Freeman 2008).
Cette opération se fonctionne par la détection d'un signal fluorescent qui est généré
de maniére proportionnelle a I'amplification du produit PCR. Le thermocycleur

associé a un systéme de lecture optique qui a le réle de mesurer I'émission de
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fluorescence, il est trés important qu’il soit présent dans cette méthode (Kadri
2020).

5. Problématique

L’allergie est considérée comme Ila premiére maladie chronique dans
plusieurs régions du monde. Le corps humain est toujours exposé a des sources
allergénes qui vont stimuler dés leurs rentrer le systéme immunitaire pour réagir
contre ces substances a travers ses cellules. Parmi ces cellules, les macrophages
et précisément les macrophages M2, sont les plus répondus dans les réactions
d’hypersensibilités. La polarisation des macrophages vers ce profil est induite par
lIL-13 sécrété par les macrophages eux-mémes et par dautres cellules qui

expriment le gene IL-13.
5.1. Objectif

L’objectif de ce travail consiste a concevoir des amorces spécifiques au gene IL-13

exprimé par le macrophage M2 au cours de l'allergie.
5.2. But

Etudier la relation entre I'expression de I'lL-13 et le r6le du macrophage M2 en cas

d’allergie par les techniques de biologie moléculaire, notamment la PCR.
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Chapitre 2. Matériel et méthodes
2.1. Conception d’amorces

La conception d’amorces est un processus essentiel pour la réussite d’une
technique PCR. Ces amorces déterminent la sensibilité, la spécificité et Ila
robustesse de cette techniqgue. Une mauvaise conception des amorces peut

empécher la réussite de la PCR (Bustin, Mueller, et Nolan 2020).

Une amorce doit étre orientée durant la conception dans le sens 533 et le

brin d’amorce complémentaire dans 'autre sens 3—»5’ (Albert et Fenyd 1990).

2.2. Critéres de sélection d’amorce

Plusieurs parameétres doivent étre respectés lors du choix d’amorces. Les

plus importants sont les suivants :

2.3. Lalangueur de I’'amorce

L'importance de ce facteur est cruciale pour un test PCR réussi, car la
longueur optimale de Il'amorce augmente l'efficacité d'hybridation. Cette longueur
optimale est généralement entre 16 et 28 nucléotides, en prenant en compte une
difféerence de longueur qui ne dépasse pas 3 nucléotides entre les 2 amorces
directe et inverse (Wu et al., 2004).

2.4. Latempérature de fusion

Pour que les résultats soit parfaits, la température de fusion doit étre
comprise entre 50 et 62 °C. La différence de température ne doit pas dépasser 5 °C

entre les deux amorces.

2.5. La spécificité

Ce parametre joue un rble fondamental dans la sélection d’amorces dont
plus I'amorce est spécifique plusla possibilité d'erreurs dans les résultats est faible.
La spécificité peut étre affectée par une gamme de facteurs comme la langueur et
la pureté de lamorce, la quantité d’enzyme dans la réaction, la température de
recuit et d’autres additifs (Zhong et al., 2016).
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2.6. Lacomplémentarité

La conception des amorces doit étre absolument sans aucune homologie
intra-amorce ou inter-amorce et ceci pour empécher la formation des structures

secondaires appelées épingles a cheveux (BELAID Nadia 2017, 3).

2.7. Teneur en G/C

Ce facteur sert a choisir 'amorce de telle sorte qu’il n’y ait aucune suite
poly-G ou poly-C pouvant promouvoir une hybridation non spécifique. La teneur en
CG doit étre comprise entre 40% a 60% en G/C (Chuang, Cheng, et Yang 2013).

2.8. Laséquence al’extrémité 3’

La position terminale 3 présente des résidus GC qui sont plus
thermodynamiquement que les bases AT et qui assurent une meilleure fixation, ces
caractéristiques rendent Ila position mentionnée essentielle pour controler le

désamorgage.

2.3. Laséquence du géne IL-13

La premiére étape dans la conception des amorces est dextraire la
séquence du géne IL-13 a partir la base de données « Ensembl» via le site

www.Ensembl.org (Fig 2.1).

LoginRegister

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog &)~ Search all species

q Human (GRCh38.p13) ¥

Location: 5:132,656,263-132,661,110 [{eEICAIRK]
Gene-based displays

S Summary Gene: IL13 eNsG00000169194
Description
Gega alleles
e Gene Synonyms
L:_éequence)‘)

- Seeondary Structure Location

and is associated with 2 1

About this gene

Transcripts

Marked-up sequence @
ST ve g

Exons IL13exons All exons in this region

Markup loaded

Figure 2.1. Base de données « Ensembl »
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Ensuite, la séquence extraite est copiée et collée dans un document Word.

Il faut également choisir I'exon le plus approprié. Dans notre cas, cela est I'exon 1,

cette étape est indiquée dans la figure 2.2.

GCCCGGGTGTCCAGCCGGCCCTTGCCCTGCCTGGCGCTCGGACCGCCACCTTTGCCGCCC

CCTCGCCAGCCTCCGCAGCTTCCAGACTGGCCGGTCTGCGCGCCCACCCCTGCCTCCCGG

ACCGGCCACCGCCGGAGGCCGCGGAGGAGGGCCCGGCCGCGCAGATCCCGCTTATCGGGC

CCATCTCCCGTTACATAAGGCCACCCCCCTATCTCCGCGGGCCATCGCCGCCGCAACCGC

CGCGCCAGCGCCTTCTCCCACGCGCGGGGGCGCCCCTGCCCACCGCTCCCGGCAGGGCTT

TTGGTGGCCATGGGGGATAAGGGGCGTTGACTCACCCGGGCGGGGCTCCGGGAGTTGCAC

(9]

AGACCAAGGTAGITCCCCGCTCCTTCCCCCATCACGGAGACCCTGT GGGAGAT GCC!

Figure 2.2. La séquence encadrée du géne IL-13 (I’'exon 1)

2.4. L’outil Primer-blast

L’'étape suivante sert a concevoir

utilisant

le logiciel Primer blast a l'aide de National Center

Information (NCBI) dans le site « www. ncbi.nim.nih. Gov » (Fig 2.3).
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Sign in to NCBI

COVID-19 is an emerging, rapidly evolving

Get the latest research from NIH: hitps /v nih, govicoronavirus.
Find NCBI SARS-CoV-2 literature, sequence, and clinical content: hitps-//vwvav ncbi.nim nih.govisars-cov-2/.

NCBI Home All Resources

Resource List (A1Z) alll o D i ‘) How To

All Resources " . - . T .

Chemicals & Bioassays Tools

Data & Software 1 nomes Browser

ONA& RNA An interactive graphical viewer that allows users to explore variant calls, genotype calls and supporting evidence (such as aligned sequence reads)
that have been produced by the 1000 Genomes Project.

Domains & Structures
Amino Acid Explorer

Cenes & Brvession This tool allows users to explore the characteristics of amino acids by comparing their structural and chemical properties, predicting protein

Genetics & Medicine changes caused by mutations, viewing common substitutions, and browsing the functions of given residues in conserved domains.

Genomes & Maps
BLAST Microbial Genomes

Homology Performs a BLAST search for similar sequences from selected complete eukaryotic and prokaryotic genomes.

Literature
BLAST RefSeqGene

Proteins Performs a BLAST search of the genomic sequences in the RefSeqGene/LRG set. The default display provides ready navigation to review alignments

Sequence Analysis in the Graphics display.

Texonomy BLAST Tutorials and Guides

Training & Tutorials This page links to a number of BLAST-related tutorials and guides, including a selection guide for BLAST algorithms, descriptions of BLAST output

Variation formats, explanations of the parameters for stand-alone BLAST, directions for setting up stand-alone BLAST on local machines.and using the BLAST
URLAPI | b+
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)

Figure 2.3. Site NCBI

Afin de concevoir les amorces par le Primer blast, il faut suivre les étapes et
les figures ci-dessous. D’abord, il faut choisir I'outil Primer-blast (Fig 2.4).

Open Reading Frame Finder (ORF Finder)
A graphical analysis tool that finds all open reading frames in a user's sequence or in a sequence already in the database. Sixteen different genetic
codes can be used. The deduced amino acid sequence can be saved in various formats and searched against protein databases using BLAST.

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

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

3
.Primer-BLAST
e BLAST tool uses Primer3 to design PCR primers to a sequence template. The potential products are then automatically analyzed with a

BLAST search against user specified databases, to check the specificity to the target intended.

ProSplign

A utility for computing alignment of proteins to genomic nucleotide sequence. It is based on a variation of the Needleman Wunsch global alignment
algorithm and specifically accounts for introns and splice signals. Due to this algorithm, ProSplign is accurate in determining splice sites and tolerant to
sequencing errors.

PubChem Power User Gateway (PUG)
PUG provides access to PubChem services via a programmatic interface. PUG allows users to download data, initiate chemical structure searches,
standardize chemical structures and interact with the E-utilities. PUG can be accessed using either standard URLs or via SOAP.

PubChem Standardization Service
Standardization, in PubChem terminology, is the processing of chemical structures in the same way used to create PubChem Compound records from
contributors' original structures. This service lets users see how PubChem would handle any structure they would like to submit.

PubChem Structure Search

PubChem Structure Search allows the PubChem Compound Database to be queried by chemical structure or chemical structure pattern. The
PubChem Sketcher allows a query to be drawn manually. Users may also specify the structural query input by PubChem.Compound|dentifier (CID),
SMILES, SMARTS, InChl, Molecular Formula, or by upload of a supported structure file format.

Figure 2.4. L’outil Primer blast
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Ensuite, on copie la séquence dintérét dans le primer blast avec Ia
suppression des intervalles non souhaitées. On sélectionne le Forword et le
Reverse primer (comme il est montré dans la figure) pour que le logiciel soit

capable de connaitre son intervalle de recherche (Fig 2.5).

B U National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Signin to NCBI

Primer-BLAST Atool for finding specific primers

Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).
Resetpage Save search parameters Retrieve recent results Publication  Tips for finding spedific primers

PCR Template

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

rom
Forward primef 1 '@ Cuar
/| Reverse prime} 668

cec
Or, upload FASTA file [ Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Primer Parameters

Use my own forward primer ‘ 9 Clear
(5>3' on plus strand) o
Use my own reverse primer ‘ v Clear
(5'>3' on minus strand) o
Min Max
PCR product size [70 1000
# of primers to return ‘ 10
Min Opt Max Max Tm difference
Primer melting temperatures ‘57 0 60.0 ‘ 630 3 9
(Tm) - .
Exon/intron selection Arefseq MRNA sequence as PCR template input is required for options in e section 43
Exon junction span [No preference viu
Exon junction match Min &' match  Min 3'match  Max 3’ match
[7 4 8

Minimal and maximal number of bases that must anneal to exons at the 5' or 3' side of the junction &

Intron inclusion (O Primer pair must be separated by at least one intron on the corresponding genomic DNA &3

Figure 2.5. Analyse de la séquence d’intérét par Primer blast

On choisit l'option « Genomes for selected organism (primer reference
assembly only) » dans le paramétre « Database » et on clique finalement sur « Get

primer» pour obtenir les résultats (Fig 2.6).

7 4 3

Minimal and maxm‘.a‘l number e(‘bases that must ar\‘neu 1o exons at the 5' or 3' side of the juncion &)
Intron inclusion O Primer pair must be separated by at least one intron on the comesponding genomic DNA &
Intron length range Min Max

1000 [1000000 | &

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

Specificity check Enable search for primer pairs specific to the infended PCR template &)
Search mode Automatic v
Genomes for selected organisms (primary reference assembly only) v | &
Exclusion L Exclude predicted Refseq transcripts (accession with XM, XR prefix) LJ Exclude unculturedienvironmental sample sequences &
Organism Homo sapiens

Enter an organism name (or organism group name such as enterobacteriaceae, rodents), taxonomy id or select from the suggestion list as you type. &

Add more organisms
Entrez query (optional) o

Primer specificity stringency  primer must have at least 2 v ] total mismatches to unintended targets, including
atleast 2 v] mismatches within the last(5_ v | bps at the 3'end. &
Ignore targets that have 6 v | or more mismatches to the primer. &

Max target size 4000 o

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

Show results in 2 new window £ Use new graphic view

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

Figure 2.6. L’obtention des résultats a partir de primer blast.
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2.5. Caractéristique d’'une bonne amorce
Le choix de la bonne paire d’amorces se base sur les critéres suivants :

* L’amorce spécifique doit contenir moins de 1000 base car la PCR n’amplifie pas

une séquence supérieure a 1000 base.
» Lateneur en GC doit étre proche de 40%.

* Les températures d'hybridation des deux amorces (sens et anti-sens) doivent
étre le plus proches possibles l'une de l'autre, car lors d'une technique PCR la

température d'hybridation est programmée en une seule valeur.

* Les produits aspécifiques de I'amorce sélectionnée doivent étre toute supérieurs
a 1000 bases.

2.6. Confirmation des résultats par in silico-PCR

Pour confirmer nos résultats, nous avons vérifié 'emplacement de notre paire d’'amorces

choisi par une PCR virtuelle en utilisant I'outil /n silico-PCR (Fig 2.7).

ﬁ Genomes  GenomeBrowser  Tools  Mimors  Downloads  MyData  Projects  Help  AboutUs

UCSC In-Silico PCR

Genome: 7 Assembly: Target: Forward Primer. Reverse Primer. -
Human v Dec. 2013 (GRCh38/hg38) v genome assembly v submit
Max Product Size: 4000 | Min Perfect Match: 15 Min Good Match: 15 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 video 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 forward primer. Minimum length of 15 bases.

Max Product Size - Maximum size of amplified region.

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

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

Figure 2.7. L’outil in silico-PCR.
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Chapitre 3. Résultats
3.1 Résultat du primer blast

Le site Ensembl nous a permis de montrer que le géne IL-13 est composé
de 6 introns et 5 exons. Dans notre travail, nous avons choisi I'exon 1. Loutil
Primer-Blast nous a donné dix différentes paires d’amorces (Fig 3.1). Le choix a été
fait sur la paire 9, et cela en raison de son respect des conditions mentionnées
dans le tableau (3.1).

m) U.S. National Library of Medicine NCBI National Center for Biotechnology Information Signinto NCBI

Primer-BLAST » 108 I0:amc1cosjgauktYawloCIgvHLSTDe2KIt3Q

Primer-BLAST Results &

Input PCR template Icl|Query_1
Range 1-1020
Specificity of primers Primers may not be specific to the input PCR template as targets were found in selected database:Genome database (reference assembly only) for selected species (Organism limited to Homo
sapiens)...help on specific primers
Other reports > Search Summary.

©Graphical view of primer pairs

& Queny_t+ | Find: Y e Qi QM I ATooss | P Tradss @ 7+

109

dam
=
P
=
-
=
1
—
—1
—
=1
—
Ly
==
=0
=
&
=
1
AAAAAAAAAA 200 . [0 %8, 0., o0, ¢, . |0, PO (G0 . SO 708 ™D, .cpM0. e . . P . P°0. . 10
" ¥ Tracks shown: 2/4
E) = -
Detailed primer reports
Primer pair 1
Sequence (5'->3') Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GCGGCCCTTTGGTAGTTAGT Plus 20 6 25 60.04 5500 4.00 1.00
Reverse primer CTCTTCCCACAGGGAACGTC Minus 20 902 883 60.04 60.00 7.00 2.00

Product length 897

Products on potentially unintended templates
>NC _000005.10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 897
Features flanking this product:
136e5 bp at DNA repair protein RADS@
1322 bp st 3' side: interleukin-13 i 1 precursor

Forward primer 1 GCGGCCCTTTGGTAG

Template 132655968 . 132655987
Reverse primer 1 20
Template 132656364 122656845

>=NC 000011.10 Homo sapiens chromosome 11, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 47@
Features associated with this product:
myotubularin. ted protein 13 isoform X5

myotubularin-related protein 13 isoform x4

Forward primer 1 GCGGCCCTTTGGTAGTTAGT 20
Template 9812074 .T.TG........G.G.... 9812093
Reverse primer 1 CTCTTC 20
Template 9812543 TGG... . 9812524

Primer pair 2

Figure 3.1. Résultat a partie de I'outil Primer-blast
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Primer pair 9

Sequence (5'>3) Template strand Length  Stat Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer CGGCCCTTTGGTAGTTAGTGT Plus 2 7 27 6000 5238 400 0.00
Reverse primer CTTCCCACAGGGAACGTCAT Minus 20 900 881 5068 5500 7.0 200

Product length 894

Products on potentially unintended templates
>NC _000005.10 Homo sapiens chromosome 5, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 894

1.1 precursor

Forward primer 1 CGRCCCTTTER GTeT 21
Tenplate P 122655989
Reverse priner 1 CTTCCCACAGGGRACGTCAT 20
Template 132656862 +vuvinennnnninnninns 132656843

>NC_000004.12 Homo sapiens chromosome 4, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 3510
Fea lanki i

transferase 1 isofor...

Reverse priner 1 CTTCCCACAGGGAACGTCAT 28
Tenplate 12311086 AAC.uvvns (s FEPPION 12310987
Reverse primer 1 CTTCCCACAGRGARCGTCAT 20

12307516

Template 12307497 vuvvennnnsCCauTonnA

Figure 3.2. Caractéristiques de la paire d’amorce choisie.

Tableau 3.1. La comparaison entre les critéeres d’une bonne amorce et notre

amorce.
Les critéres Taux optimale Notre amorce
) Amorce sens 21 nucléotides
Longueur 16 a 28 nucléotides ) o
Amorces anti-sens 20 nucléotides
) . Amorces sens (60 C)
Température de fusion 50Cet62C )
Amorces anti-sens (59.68 C)
Amorces sens (52.38%)
Teneur en CG 40 a 60% )
Amorces anti-sens (55%)
Amorce spécifique Inferieur a 1000 pb 894 pb
) o Supérieur a 1000
Produits aspécifiques b Tous plus de 1000 pb
p

Pb : paire de base

3.2. Confirmation des résultats : in silico-PCR

Pour la confirmation des résultats, nous avons utilisé le programme «in-

silico-PCR » (www.genome.ucsc.edu) qui nous a donné la localisation de notre

produit dans le chromosome 5 ce qui a prouvé la validité et la spécificité de ces

amorces.
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(1)) Genomes Genome Browser  Tools Mirrors Downloads My Data Projects Help About Us
UCSC In-Silico PCR
N Genome: _ Assembly. Target Forward Primer: Reverse Primer:
[Human v| [Dec. 2013 (GRCh38/mg38) v | [geneme assembly v| [CGGCCCTTTGGTAGTTAGTG [CTTECCACAGGGAACGTCAT] | submit |
Max Product Size: 4000 Min Perfect Match: (15| Min Good Match: |15 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 video 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 forward primer. Minimum length of 15 bases.

Max Product Size - Maximum size of amplified region.

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

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

Output

When successful, the search returns a sequence output file in fasta format containing all sequence in the database that lie between and include the primer pair. The fasta header
describes the region in the database and the primers. The fasta body is capitalized in areas where the primer sequence matches the database sequence and in lower-case elsewhere
Here is an example from human:

>¢hr5:132655969+132656862 894bp CGGCCCTTTGGTAGTTAGTGT CTTCCCACAGGGRACGTCAT
CGGCCCTTTGGTAGTTAGTGTt a8t taaaattacccgcacgggagtaget
ceeegetg: 8 8 gaccctetgatgrag t
grgecgegectetecgeaccgeccgecacgecttggtecctggagaccac
cctecagggeaggggctgccgeteggeegggecegeggggteccteggee
tgacatggceggtactggageggeacgtgegegecteggeeccteggeey
cte tcggggageegetggeeegg
gtg! ttgccctgeetggege tttge
geccectegecagectecgeagettecagactggeeggtetgegegeeca
ceectgeeteecgg
cgettateggg tecegt 88!

BCBE! geeg geegegecagegectict

cectate

g 5 ttteggty
gecatggeggatasggegcattgactcaccgggcgeggeteegggagtt
geacagaccaaggrag getect ggagaccetgt
8883gatgecgtgggecctetactacagattagg ggcccgtagag
888 88 ggcactgggggecctcgagsg

ttc

88838! 3

8agccageagetygactaggag
TGACGTTCCCTGTGGGAAG

Primer Melting Temperatures

Forward: 60.4 C cggeectttggtagttagtgt
Reverse: 62.3 C cttcccacagggaacgtcat

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 par in silico-PCR
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Chapitre 4. Conclusions et perspectives

L’allergie est devenue la premiére maladie chronique dans plusieurs régions
du monde au cours des derniéres décennies. Elles affectent jusqu'a 30% de la

population de chaque pays.

L’IL-13 est une cytokine qui a regu récemment beaucoup d’attention puisque
les chercheurs ont découvert que cette cytokine est incluse dans presque toutes les

maladies allergiques.

L’étude de son expression par les méthodes de biologie moléculaire,
comme la technigque PCR, au niveau du macrophage M2 consiste a utiliser des
amorces pour amplifier la région encadrant ce géne dont cette étape la est I'étape

clé pour la technique mentionnée si dessus.

Cette étude a permis aux chercheurs d’étudier I'implication de cette cytokine

dans les maladies allergiques.

Ce ravail a été pour objectif de concevoir de bonnes amorces pour le géne

IL-13 afin de réaliser ultérieurement une PCR.
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Résumé

Introduction : Lorsqu'il est exposé a des substances allergiques, le systéme immunitaire stimule les réactions
d'hypersensibilité, dont l'allergie est I'une de ces réactions qui implique des macrophages de type M2.
L'expression de l'interleukine-13 au cours de cette réponse immunitaire et son effet sur les maladies allergiques
fait I'objet de plusieurs études dont I'étude de son expression par la PCR soit une étape fondamentale pour le
dépistage de l'allergie.

Objectif : L'objectif de notre travail est de concevoir des amorces du gene IL-13 pour connaitre son effet dans
I'allergie.

Matériel et méthodes : Les amorces spécifiques pour le géne IL-13 ont été congus a I'aide de I'outil Primer-Blast
a travers le site « www ncbi.nih.gov ».

Résultats : Le choix s'est porté sur la neuvieme paire des amorces en raison de ses produits aspécifiques qui
sont supérieures a 1000 paires de bases et aussi parce qu'elle répond a toutes les conditions requises.

Conclusion : La paire d'amorce sélectionnée sera utilisée pour amplifier le géne IL-13 par la PCR afin que les
chercheurs puissent étudier son implication dans l'allergie.

Mots clés : Allergie, Macrophage M2, Interleukine-13, PCR, Conceptions des amorces.

Abstract

Introduction: When exposed to allergic substances, the immune system stimulates hypersensitivity
reactions, of which allergy is one of those reactions that involves type M2 macrophages. The
expression of interleukin-13 during this immune response and its effect on allergic diseases is the
subject of several studies, including the study of its expression by PCR is a fundamental step in the
screening of allergy.

Objective: The objective of our work is to design primers for the IL-13 gene to know its effect in
allergy.

Material and methods: The primers specific for the IL-13 gene were designed using the Primer-Blast
tool through the site “www ncbi.nih.gov”.

Results: The choice fell on the ninth pair of primers because of its non-specific products which are
larger than 1000 base pairs and also because it meets all the required conditions.

Conclusion: The selected primer pair will be used to amplify the IL-13 gene by PCR so that
researchers can study its involvement in allergy.

Keywords: Allergy, Macrophage M2, Interleukin-13, PCR, Primer designs.
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