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Résumé i

Résumé

Introduction : IL-10 joue un role anti-inflammatoire au cours de I'asthme allergique, un
niveau élevé d'lL-10 a un effet protecteur contre I'nyperréactivité et I'inflammation des voies
respiratoires, cependant I'expression du géne de I'lL-10 au cours de I'asthme allergique
suggeére des études approfondies pour que plus tard cette IL-10 fasse I'objet d’'une étude sur

la cible thérapeutique dans le traitement de I'asthme allergique.

Objectif : Ce projet de these de master a pour objectif de concevoir des amorces du géne

de I'lL-10 pour I'étude de profile anti-inflammatoire au cours de 'asthme allergique.

But : Le but de cette étude est de concevoir des amorces spécifiques encadrant le gene
d’IL10 afin de réaliser par la suite une PCR pour évaluer et délecter 'expression du géne de

'IL-10 au cours de 'asthme allergique pédiatrique.

Matériel et méthodes : Les séquences génomiques du géne de l'interleukine 10 ont été
obtenues grace a la base de données Ensembl. Le logiciel Primer-Blast a été utilisé pour

concevoir des amorces spécifiques encadrant une partie du gene de I'lL-10.

Résultats : Dans un premier temps, des amorces aspécifiques ont été obtenus, ce qui nous
a obligés a élargir la séquence a amplifier. Les amorces obtenues sont spécifiques du géne

de I'lL-10 et présente des caractéristiques optimales pour le bon déroulement d’'une PCR

Conclusion : A travers cette étude, nous avons pu concevoir avec spécificité le couple
d’amorce qui encadre le géne de I'lL-10 qui seront indispensable pour tout étude concernant
le géne du IL-10, ce dernier joue un réle anti-inflammatoire au cours de I'asthme allergique et

il peu avoir un potentiel thérapeutique dans le traitement de I'asthme allergique.

Mots clés

L’asthme allergique pédiatrique, interleukine 10, conception d’'amorce, PCR.



Abstract v

Abstract

Introduction: IL-10 plays an anti-inflammatory role in allergic asthma, a high level of IL-10
has a protective effect against hyperreactivity and inflammation of the airways, however the
expression of the gene of IL-10 in allergic asthma suggests further studies so that IL-10 can
later be investigated as a therapeutic target in the treatment of allergic asthma.

Objective: Our objective is to design primers for the IL-10 gene for the study of the anti-

inflammatory profile in pediatric allergic asthma.

Aim: The aim of this study is to design a good pair of specific primers flanking the IL10 gene
in order to subsequently carry out a successful PCR to evaluate and delect the expression of

the IL-10 gene during pediatric allergic asthma.

Materials and methods: The genomic sequences of the interleukin 10 gene were obtained
from the Ensembl database. Primer-Blast software was used to design specific primers
flanking part of the IL-10 gene.

Results: Firstly, nonspecific primers were obtained, which forced us to expand the sequence
to be amplified. The primers obtained are specific for the IL-10 gene and exhibit optimal
characteristics for the proper conduct of a PCR.

Conclusion: Through this study, we were able to design with specificity the primer pair
which surrounds the IL-10 gene which will be essential for any study concerning the IL-10
gene, the latter plays an anti-inflammatory role. in allergic asthma and may have therapeutic
potential in the treatment of allergic asthma.

Keywords: Pediatric allergic asthma, interleukin 10, primer design, PCR.

Keywords

Pediatric Allergic Asthma, Interleukin 10, Primer Design, PCR.
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Introduction

Introduction

L'asthme est une maladie inflammatoire chronique hétérogéne complexe avec
plusieurs phénotypes. L'asthme allergique est le sous-ensemble de I'asthme induit par la
sensibilisation et I'exposition aux aéroallergénes. C'est le phénotype le plus courant de
I'asthme est le plus fréquent chez les enfants d'age scolaire et les jeunes adultes (Lin et al.
2016). L’asthme allergique est parfois référé a I'asthme atopique en raison de l'association
avec d'autres maladies atopiques telles que dermatite atopique, allergie alimentaire et
rhinite, généralement prédisposés, I'exposition aux allergénes entraine une sensibilisation
allergique et le développement de I'asthme. De nombreux allergenes ambiants et intérieurs
ont été impliqués dans le développement et I'exacerbation de I'asthme allergique pédiatrique,
mais les allergénes d'intérieur ont la plus grande influence sur I'asthme allergique (Lin et al.
2016). En fait, les acariens (HDM), les animaux a fourrure, les cafards, les rongeurs et les
moisissures représentent la grande proportion d’aéroallergénes de I'asthme allergique

pédiatrique.

L'asthme dépendant des cellules Th2 est I'un des diagrammes moléculaires de
l'asthme allergique, les lymphocytes Th2 jouent un réle fondamental dans la pathogenéese
de l'asthme allergique via la libération de cytokines, en particulier I'interleukine (IL) -4, IL-5 et
IL13 (Richards et Stumpf 2018). Dans la pathogenese de l'asthme allergique, nous
accordons une attention particuliere tout au long du réle potentiel de I'lL-10 comme un
facteur anti-inflammatoire de voie aérienne, qui peut avoir des effets immuno-modulatrices

au cours de la pathologie de l'asthme allergiques Pédiatrique.

L’interleukine (IL) -10 est décrit comme une cytokine anti-inflammatoire importante
en raison de ses effets dans la régulation négative sur la production de cytokines pro-
inflammatoires des cellules th2 et ses potentiel de favoriser la résolution de l'inflammation
pulmonaire (Schilke 2018). Par contre une diminution de la production d'IL-10 au cours de

l'asthme allergique permettrait la synthése sans opposition de cytokines pro-inflammatoires
qui contribuant au développement et a la gravité de I'asthme allergique. En raison de ses

effets largement anti-inflammatoires, I'lL-10 est une molécule trés intéressante pour le
traitement des maladies allergiques, ou les patients atteints développent des réponses
immunitaires exagérées, induites par l'immunoglobuline E (IgE) et Th2, contre des antigénes
environnementaux, de nombreuses études soutiennent I'importance de I'lL10 dans la

modulation des maladies y a compris I'asthme allergiques.



Introduction

La mise au point de la technique de réaction de polymérisation en chaine (PCR) a
révolutionné la biologie moléculaire et la médecine moléculaire (Saiki et al., 1985), c’est une
technique utilisée in vitro pour amplifier a I'aide d’enzymes une région déterminée de 'ADN
qui se trouve entre deux régions de séquence ADN connue, la PCR permet maintenant

d’amplifier méme une seule copie de géne a plusieurs exemplaires en quelques heures.

La conception des amorces est considérer comme le parameétre le plus important
pour le succes de la PCR. Cependant, une amorce mal congue peut empécher le
fonctionnement de la réaction PCR. La séquence d’amorce détermine plusieurs choses,
telles que la position et la longueur du produit, sa température de fusion et finalement le
rendement (Innis et Gelfand, 1994). Une amorce mal congue peut conduire a une
production faible, voire nulle, en raison d’une amplification non spécifique et/ou a la
formation de diméres d’amorce, qui peuvent devenir suffisamment compétitifs pour inhiber la

formation de produit.

Ainsi ce travail a pour objectif de concevoir des amorces qui encadrent le géne de

'IL10 pour I'étude de profile anti-inflammatoire au cours de I'asthme allergique.
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Chapitre 1. Revue de la littérature
1.1. L’asthme allergique pédiatrique

L’asthme allergique est une maladie qui se caractérisée par une inflammation
bronchique, causée par le conflit allergéne-IgE est régulée par une hyperréactivité
bronchique non spécifique, elle se manifeste globalement par des crises et des difficultés
respiratoire (Lin et al. 2016). Chez les enfants sans asthme, les bronches sont suffisamment
larges pour respirer facilement. Par contre, chez les enfants asthmatiques, I'inflammation
bronchique permanente et la contraction des muscles provoquent une réduction du diamétre
des bronches, ce qui rend la circulation de I'air plus difficile. 95% des enfants ont une cause
d’allergie (Mastrorilli et al. 2016), cependant , I'exposition aux allergénes peut conduire a une
variété de mécanismes biologiques , conduisant a de grandes quantités de molécules
inflammatoires. Cela provoque une inflammation da la paroi bronchique, ce qui aide
principalement a fermer partiellement les voies respiratoires. Les bronches gonflent alors et
produisent des sécrétions épaisses. De plus, les muscles des bronches qui se contractent
avec le bronchospasme, redent la respiration difficile car I'air dans les poumons ne peut pas

circuler librement.

La crise d’asthme allergique est définie par I'apparition soudaine de signes cliniques
d’asthme (difficulté a respirer, respiration sifflante, toux, oppression thoracique), lorsque les
allergénes déclenchent ces crises, il s'agit de I'asthme allergique ceci est lié a I'inhalation
d’allergénes. L’inhalation commence a l'origine avant 'age de 20ans ; elle représente plus de
2 /3 de I'asthme infantile, tandis que I'asthme adulte n’en représente que 1/3 (Biagini Myers
et al. 2019). L'intensité peut étre Iégére a sévere et peut mettre la vie en danger en cas
d’attaque grave. La durée est généralement courte mais si les symptdomes persistent

pendant plus de 24 heures cela s’appelle une aggravation de I'asthme.

Les signes cliniques de I'asthme allergique résultent des réponses inflammatoires
altérées qui provoquent une hypersécrétion de mucus, une hyperréactivité bronchique et une
activation des granulocytes des voies respiratoires. L’asthme allergique est inspiré des
observations selon lesquelles l'inflammation allergique a été entrainée par l'activité des
cytokines Th2 Y a compris interleukine-4 (IL-4), IL-5 et IL-13 et que ces cytokines ont été
mesurées a des concentrations élevées dans les poumons de patients asthmatiques et
jouent des roles pivotes dans la conduite des caractéristiques physiopathologiques de

'asthme allergique (Peters et Wenzel 2020).
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L'asthme de type 2 est généralement observé en clinique sous forme d'asthme
allergique a début précoce, d'asthme éosinophile tardif ou d'asthme induit par I'exercice. Ces
patients sont généralement allergiques aux aéroallergénes courants, Elles ont tendance a
répondent bien au traitement par gluco-corticostéroides ou par des produits biologiques, tels
gue les approches anti-immunoglobuline E (IgE), anti-interleukine-5 (IL-5) ou anti-IL-4 et anti-
IL-13 (Barcik et al. 2020).

1.1.1. La prévalence de 'asthme allergique pédiatrique

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a estimé qu’environ 300 millions de
personnes souffrent d’asthme dans le monde et la prévalence de 'asthme allergique chez
les enfants d’age scolaire a été estimée dans la population générale de patients
asthmatiques aupres de 50% (Dharmage, Perret, et Custovic 2019). Ces estimations sont
basées sur la proportion des enfants asthmatiques qui présentent une sensibilisation positive

démontrée par une immunoglobuline E (IgE) spécifique aux aéroallergénes.

L’asthme allergique est une maladie chronique avec un indice élevé et une faible
mortalité globale. C’est la principale cause de maladie chronique et d’absentéisme scolaire
chez les enfants. Bien que 'asthme commence généralement dans I'enfance, au cours de
laquelle I'incidence et la prévalence sont élevées, il peut survenir a tout moment de la vie.
Avant la puberté, l'incidence, la prévalence et le taux d’hospitalisation de cette maladie sont
plus élevés chez les garcon que chez les filles, bien qu’il s’inverse a I'adolescence (Bollinger
et al. 2019).

L’estimation de la prévalence de I'asthme chez les enfants est de 4.1% en Algérie
3.6% en Tunisie,4.4% au Maroc (Nafti et al. 2009). La prévalence mondiale, la morbidité et
la mortalité liées a I'asthme infantiles chez les enfants ont considérablement augmenté au

cours des 40 derniéres années (Dharmage, Perret, et Custovic 2019).

1.1.2. La pathogénése de Pasthme allergique

Les réponses a I'asthme allergique sont caractérisées par I'implication de cellule Th2 et
d'immunoglobuline E (IgE) spécifique aux allergénes (Richards et Stumpf 2018). Les
antigenes inhalés sont absorbés par les cellules dendritiques (CD) dans la lumiére des voies
respiratoires, apres les CD activés migrent vers les ganglions lymphatiques thoracique

régionaux (TLN), ou se produit la présentation de 'antigéne aux cellules T CD4+ naives. Ces
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CD activés par un antigéne expriment des molécules costimulatrices et des cytokines qui
fournissent des signaux clés pour la différenciation des cellules t CD4+ naives en
lymphocyte t helper de type 1(Th1), Th2,Th17,0ou des cellules T régulatrice (Tregs).

La libération de cytokines, en particulier I'interleukine (IL)-4, IL-5 et IL-13 par les
lymphocytes Th2 jouent un réle fondamental dans la physiopathologie de 'asthme
allergique, IL-4 conduit a la formation d’IgE par les cellules B et a médiation par les IgE induit
I'activation de mastocytes, apres interaction avec les IgE spécifique différents médiateurs
tels que I'histamine, les protéases et des cytokines pro-inflammatoire sont produit par les
mastocyte. La libération de ces médiateurs a des effets immédiats, comme broncho-
constriction et des effets a long terme, comme la prolifération des cellules musculaire lisses
bronchique, IL-5 provoque I'agrégation des éosinophiles dans le site de l'inflammation et I'lL-
13 est une cytokine multifonctionnel qui augmente I'’hyperréactivité des voies respiratoires,
hyper sécrétion de mucus, hyperplasie des cellules caliciformes et fibrose (Richards et
Stumpf 2018).

Le remodelage, un terme utilisé pour décrire les changements persistants dans la
structure des voies respiratoires, qui peut survenir et conduire finalement a une fibrose, une
hypersécrétion du mucus, des dommages aux cellules épithéliales, une hypertrophie des

muscles lisses et une angiogenése.
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Figure 1.1. Laréaction inflammatoire dans I’asthme allergique (Létuvé et Taillé 2013).

IL : interleukine ; TGF- : transformant facteur de croissance- B ; INF- : interféron ; PGD :

prostaglandine D ; IG : immunoglobuline ; LTC4 : leucotriéne C4 ; TNF: facteur de nécrose tumorale.
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1.1.3. Histopathologie de I’asthme allergique pédiatrique

La premiére étude pionniére qui a étudié I'histopathologie bronchique chez les enfants
asthmatiques a été par Cutz et al. En 1978, qui a décrit un infiltrat éosinophile important et
un remodelage des voies respiratoire (Cutz 2002).Une évaluation dans (figure 1.2) sur les
changements histopathologiques typiques de I'asthme chez les enfants d’age préscolaire
(Bonato et al. 2019). La détection précoce de I'éosinophile de voies respiratoires chez ces
enfants était associée a des caractéristiques importantes de remodelage des voies
respiratoires, non seulement une membrane basale (MB) épaissie, mais aussi une excrétion

épithéliale et une néo-angiogenése.

Ces études prouvent que l'inflammation et le remodelage sont présents au début de
I'histoire naturelle de la maladie, remettant en cause la « théorie classique » de la
pathogenése de I'asthme considére le remodelage comme la conséquence d’'une
inflammation chronique de longue durée. En fait, les dommages chroniques de I'épithélium
des voies respiratoire di a une variété de stimuli pourraient activer des voies inflammatoires,
libération de cytokines qui favorisant 'angiogenése ainsi que I'épaississement de la

membrane basale (MB ) et du muscle lisse (Bonato et al. 2019).
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Figure 1.2. Les changements histopathologiques typiques de I'asthme chez les
enfants (Bonato et al. 2019). 1. Coupes de biopsie d’'un enfant asthmatique (A, C) et d’'un enfant
témoin (B, D). Un nombre accru de vaisseaux sous-épithéliaux (A, brun) et d’éosinophile (C, rouge)
sont démontrés chez I'enfant asthmatique. Les fléches indiquent la perte de cellules épithéliales (A,
C), tandis que les pointes de fleche indiquent un épaississement de la membrane baso-réticulaire (A).
Immun-marquage avec un anticorps monoclonal anti-CD31 5 (A et B) et anti- E (Cet D).
Grossissement d’origine fois 630.

1.1.4. L’étiologie de I'asthme allergique pédiatrique

L’étiologie de I'asthme allergique pédiatrique est variée, et semble étre
multifactorielle, car cette maladie vient de I'association des facteurs environnementaux et de

prédisposition génétique proche de I'allergie qui favorisent sa survenu.
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Des facteurs de risque prénatal comprennent : (le tabagisme, la nutrition maternelle, le
stress, I'utilisation d’antibiotiques et 'accouchement par césarienne) chez la femme enceinte

augmente le risque de respiration sifflante et d’asthme chez I'enfant (Mastrorilli et al. 2016).

Tableau 1.1.Les facteurs impliqués dans I’expression de I'asthme allergique

pédiatrique (Mastrorilli et al. 2016).

Sont essentiels a I'apparition de signes cliniques, surtout dans I'asthme

Des facteurs allergique y compris : allergéne d’acariens (HDM), moisissures, pollution
environnementaux | de l'air, le froid modifie la respiration nasale et I'expiration par la bouche
et cela résulte I'air qui pénétre dans les poumons sec et froid, et qui

provoque un bronchospasme et une crise d’asthme.

La prédisposition ou I'atopie est un facteur d’un risque de souffrir d’'un
Des facteurs asthme chez les enfants ayant un lien de parenté avec des personnes
génétiques asthmatique. D’un autre coté, les enfants atteintes de cette sensibilité
génétique n’auront pas d’asthme si elles ne sont pas exposées a un

environnement propice a I'asthme.

Des facteurs 1 - La fumée de tabac.

déclencheurs 2 - Les produits chimiques irritants.

3 - Les infections respiratoires.

1.1.5. Le diagnostic de I'asthme allergique

Le diagnostic de I'asthme allergique repose sur les symptomes du patient, la
démonstration d’IgE spécifiques aux aéroallergénes et une exposition significative aux
aéroallergenes approprié (Eiringhaus et al. 2019). Un test d’allergie doit étre administré chez
les enfants souffrant d’asthme persistant, bien qu’il puisse étre envisagé chez ceux qui
souffrant d’asthme intermittent. Les tests de micro-réseau pour les IgE peuvent encore

élucider les déclencheurs d’allergie.

Les tests IgE in vivo sont couramment utilisés pour les enfants et les adultes. Le plus
souvent test in vivo utilisé pour inhaler, aliment, venin et les allergies médicamenteuses sont

le test cutané (SPT). Le dernier est facile a réaliser, des petites quantités des extraits
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d’allergéne plus un positif (histamine) et le contréle négatif sont appliquées de fagon épi-
cutanée avec une lancette sur I'avant-bras ou sur le dos. Apres 15 a 20 min, une papule

locale apparait si le patient est sensibilisé a I'extrait (Onell et al. 2017).

D’autres tests d’allergie in vivo importants sont le test cutané intradermique pour les
allergies au venin et les médicaments hypersensibilités, ainsi que des tests de provocation y
a compris le test de provocation nasale, utilisé pour la rhinite allergique, et le test de
provocation bronchique, utilisés pour 'asthme (Williams et al. 2016), ces tests sont appliqués
pour confirmer un diagnostic ou clarifier les écarts entre les tests de diagnostic et les
symptdmes cliniques. Pour la mesure in vitro des IgE aux extraits d’allergénes, plusieurs
outils sont disponibles dans le commerce. Un bien établi et le systéme de test fréiquemment
utilisé est 'immuno CPA (Thermo Fisher Scientific). Les extraits de test contiennent un
mélange de molécules allergenes et nom allergénes, par conséquence le IgE mesuré est

une somme des anticorps contre chacun de ces composants (Onell et al. 2017).

Un résultat de test IgE positif ne doit pas étre considéré comme un paramétre de
diagnostic unique, mais doit étre examiné en fonction des informations cliniques. En effet, un
diagnostic peut restreindre la qualité de vie au moyen d’un traitement excessif et /ou
évitement inutile de certains allergénes. Par conséquent, d’autres diagnostics d’allergie ne
devraient étre envisagés qu’aprés une enquéte approfondie sur les antécédents cliniques et
examen physique du patient qui indiquant une maladie allergique telle que I'asthme ou

allergigue, associée a une exposition a certaines allergénes.

1.1.5.1. Examen physique

Un diagnostic d’asthme doit étre pris en considération lorsque I'un des symptdmes
suivants est présent : épisodes récurrents de toux, respiration sifflante ou oppression
thoracique des symptdmes qui surviennent la nuit ou perturbent le sommeil, des symptdmes
gui semblent étre déclenchés par : (I'exposition aux animaux, de la poussiére, des
moisissures, de la fumée de tabac, des infections des voies respiratoires supérieures, de
I'exercice, des changements météorologiques, du stress, d’une forte expression
émotionnelle...). Le diagnostic chez les enfants agés d’au moins cing ans, se fait par le
spirométre et bronchodilatatrice (Vakili et al. 2020). Les enfants qui présentent une
exacerbation aigue sont diagnostiquées cliniguement et, il convient de commencer le
traitement et d’envisager une radiographie pulmonaire dans la carde suivant :( premier
épisode de respiration sifflante, résultats pulmonaires dans le carde suivant :(premier

épisode de respiration sifflante, résultat pulmonaires asymétriques, fiévre inexpliquée).
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1.1.5.2. Les critéres pour faire le diagnostic de I'asthme

Tableaux 1.2. Les caractéristiques utilisées pour établir le diagnostic de I'asthme
selon GINA (globale initiative for Asthma) 2020

1. Une histoire de symptémes respiratoires variables

Les symptdmes typiques sont une respiration sifflante, un essoufflement, une oppression

thoracique, une toux.
* Les symptdmes surviennent de fagon variable dans le temps et varient en intensité.
* Les symptdmes surviennent souvent ou s’aggravent la nuit ou au réveil.

* Les symptdmes sont souvent déclenchés par I'exercice, le rire, les allergénes ou l'air
froid.

* Les symptdmes surviennent souvent ou s'aggravent avec les infections virales.

2. Preuve d'une limitation variable du débit d'air expiratoire

* Au moins une fois pendant le processus de diagnostic (par exemple lorsque le volume
expiratoire forcé a 1 seconde (FEV1) est bas, documentez que le rapport FEV1/

capacité vitale forcée (FVC) est inférieur a la limite inférieure de la normale.

* Documenter que la variation de la fonction pulmonaire est plus importante que chez les
personnes en bonne santé. Par exemple, une variabilité excessive est enregistrée si : le
VEMS chez les enfants, augmente par rapport a la ligne de base de> 12% de la valeur
prédite) apres l'inhalation d'un bronchodilatateur. « La variabilité journali€re moyenne du
PEF journalier est> 10% (chez I'enfant,> 13%). « Le VEMS (volume expiratoire maximal
par seconde), augmente de plus de 12% et 200 ml par rapport a la valeur initiale (chez
les enfants, de> 12% de la valeur prédite) aprés 4 semaines de traitement anti-
inflammatoire (infections respiratoires extérieures). *plus il y a de variations excessives,

plus vous pouvez étre sir du diagnostic d'asthme.

. * Une réversibilité bronchodilatatrice importante peut étre absente lors d'exacerbations
séveres ou d'infections virales. Si une réversibilité bronchodilatatrice importante n'est pas
présente lors de son premier test, |'étape suivante dépend de l'urgence clinique et de la
disponibilité d'autres tests. Pour d'autres tests pour aider au diagnostic, y compris les

tests de provocation bronchique.
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1.2. L’interleukine 10

L’interleukine 10, est une cytokine anti-inflammatoire, pareillement connue sous le nom
d’agent bloqueur de la synthése des cytokines humaines (CSIF). Chez ’lhomme, il est codée
par le géne 10 est situé dans le chromosome 1 (Hyun et al. 2013), et ses signaux sont
transmet par un complexe récepteur composés de deux protéines IL-10 récepteur-1 (IL-
10R1) et protéine IL-10 récepteur-2 (IL-10R2).

L’activité immunosuppressive de I'lL10 dans la suppression de l'inflammation
pulmonaire, est médiée par ses récepteurs. La ligature des récepteurs active la signalisation
JAK / STAT, entrainant de grands changements dans le profil d’expression des géenes
immunomodulateurs, en effet, servent a inhiber la synthése des cytokines pro-inflammatoires
tells que (interleukinel (IL-1) ,facteur de nécrose tumorale TNF, interleukine 6 (IL-6))
(Schilke 2018).

La famille des cytokines de IL-10 comprend (IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26 interféron
gamma 1, IFN-A2 et IFN-A3 (Ouyang et O’Garra 2019). Des études sur ces cytokines ont
révélé leurs roles fonctionnels profond et indispensables dans I'infection, I'inflammation

tissulaire, 'auto-immunité.

Tableau.1.3. Homologues cellulaires de I'lL-10 humaine (Zdanov 2004).

Cytokine | % d’identité | Etat Récepteur Réle biologique
avec il-10 d’agrégation
IL-10 100% Dimer IL-10R1/IL-10R2 | Immunosuppresseur,
anti-inflammatoire

IL-19 21% Monomére IL-20R1/IL-20R2 | Réponse immunitaire

IL-20 29% Monomere IL-20R1/IL-20R2 | Différenciation cutanée
IL-22R1/IL-20R2

IL-22 26% Monomeére IL-22R1/IL-10R2 | Réponse en phase aigué
IL-22BP dans les hépatocytes
IL-20R1/IL-20R2 | Inhibition de la croissance de

IL-24 24% Monomére IL-22R1/IL-20R2 | différents types de tumeurs

IL-26 27% Dimer IL-20R1/IL-10R2 | Réponse immunitaire

IFN-AL

IFN-A2 Faible Monomere IFN- 11R1/IL- antiviral

IFN-A3 10R2

10
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1.2.1. Structure de l'interleukine 10

1.2.1.1. Structure de géne de I'interleukine 10

Le locus du gene de I'lL-10 humain est situé sur le chromosome 1 dans la position
11p32. Sa séquence déposée dans GenBank sous le numéro d’accession NC_000001, elle
est constituée de 7 exons (Hyun et al. 2013).
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Figure.1.3. Localisation du gene IL-10 sur le chromosome 1

IL-10 s’est avéré étre un géne candidat dans le mécanisme physiopathologique des
maladies inflammatoires y a compris I'asthme allergique car il régule 'immunité cellulaire et
humorale. La production d’IL-10 est stimulée par divers facteurs endogénes et exogenes,
mais certaine variante alléliques du géne IL-10 sont également associées a des différences
d’expression d’IL-10, il existe de nhombreuses variantes génétiques du gene IL-10, cependant
il & été démontré que trois polymorphismes mono-nucléotidiques SNP sont : rs1800896 -
1082 (G/A), rs180071-819(C/T), rs1800872-592 (C/ A) qui forment trois haplotypes
prédominants (GCC,ACC,ATA) était associé a I'asthme pédiatrique (Huang et al. 2016).
Cependant, il est nécessaire d’effectuer des études supplémentaires pour bien comprendre
I'association des polymorphismes de I'lL-10 avec la prédisposition a la maladie de I'asthme

allergigues et les processus pathologiques sous-jacents.

Tableau.1.4. Les polymorphismes SNP de I'lL-10 associé a I’'asthme pédiatrique
(Huang et al. 2016).

SNP La substitution

L'allele -1082 SNP C’est une substitution G-a-A et se trouve dans un site de liaison de

facteur de transcription putatif.

L’allele -819 SNP a un polymorphisme dimorphe, un Substitutionde C a T.

L’allele -592 SNP

C’est une substitution C-a-A et se trouve au sein d'une région.
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1.2.1.2. Structure de la protéine de I'interleukine 10

La protéine codée par ce géne est homodimérique, nom covalente, de 37 KDa,
former par deux monomeres chacune forme un polypeptide de 160 acides aminés (aa)
issu d’'un précurseur de 178 aa constituant une séquence signal de 18 aa (Zdanov,
Schalk-Hihi, et Wlodawer 1996). Le récepteur de 'lL-10 se compose de deux types de
chaines : IL-10R1 (récepteur a haute affinité) e IL-10R2 (récepteur a faible affinité). Chacune
des deux chaines a 3 domaines : extracellulaire de 200 aa, transmembranaire de 20 aa et
domaine intracytoplasmique : 322 aa pour IL10R1 et 62 aa pour IL-10R2 (Pletnev et al.
2005).

Figure .1. 4.Structure de l'interleukine 10 lié a son récepteur (Pletnev et al. 2005)

1.2.2. Source immunologique de I'interleukine 10

L’IL-10 a été initialement classée comme de type 2, du fait de sa production par les
cellules de Th2 et de sa capacité a inhiber la production d’INF et IL-2 par les cellules Th1l.
(Branchett et al. 2020). Cependant il est désormais connu que I'lL-10 peut étre également
produite par défirent population de leucocytes (Sabat et al. 2010, 10), y compris les sous —
ensembles de cellules T CD4+, TH17, T régulateurs (T reg) , TCD8+, cellule NK, monocyte

et cellule macrophage, cellule dendritique.

Un nombre croissant d’études ont montré que la différenciation insuffisante et les
défauts fonctionnels des Tregs sont principales raisons de 'amélioration de la réponse Th2
et pathogénése de I'asthme (Zhao et Wang 2018). Les cellules Treg qui produisent I'lL10
sont responsable a homéostasie du poumon, ces lymphocyte T, qui possédent un fort
pouvoir suppresseur, sont caractérisés par une production éléve de I'lL-10. Des études
animales ont montré que I'lL-10 secrétés par les Tregs supprimaient nettement
l'inflammation des voies respiratoires et la procréation assistée dans I'asthme, tandis que le

blocage de I'lL-10 aggravait l'inflammation des voies aériennes (Zhao et Wang 2018).
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Figure.1.5. ROle de lymphocyte T régulateurs dans le contréle de I’'asthme allergique
(C. A. Akdis et Akdis 2011).Les cellules Treg contribuent au contréle des réponses immunitaires
spécifiques aux allergenes, plusieurs voies principales :suppression des CD qui soutiennent la
génération de cellules T effectrices; suppression de TH2 et d'autres cellules effectrices; suppression
des IgE spécifiques aux allergénes et induction des 1gG4, IgA, ou les deux; suppression des
mastocytes, des basophiles et des éosinophiles; interaction avec les cellules tissulaires résidentes et
remodelage; et suppression de la migration des cellules T effectrices et d'autres cellules

inflammatoires vers les tissus.

1.2.3. La signalisation de l'interleukine 10

La signalisation immuno-modulatrice de I'lL-10 joue un r6le important dans la
pathologie de I'asthme allergique grace a ca capacité a inhiber la synthése de cytokine pro-
inflammatoires non spécifique telles que (I'lL-1, I'lL-6, TNFa et I'INF- y, ainsi que des

cytokines associées a une inflammation allergique, y compris I'lL-4 et I'IL-5.

Dans les cellules présentatrice d’antigéne (APC) la signalisation immuno-modulatrice
est médiée par le récepteur hétérodimérique (IL-10R) contenant la sous-unité de liaison du
ligand IL-10Ra et son partenaire IL-10Rb (Moore et al. 2001). L’activation de la kinase
Janusl (JAK1) et de la tyrosine kinase 2 (TyK2) ainsi que des voies du transducteur de
signal et de I'activation de transcription 3 (STAT3) dans '’APC provoque la phosphorylation
de STATS par IL-10R suivie de la translocation des homodiméres STAT3 dans le noyau
(Schiilke 2018).

13
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Les homodiméres STAT3 dans le noyau se lient aux éléments de liaison & STAT et
stimulent I'expression des génes sensibles a STAT3 tels que le suppresseur de cytokine de
la signalisation 3 (SOCS-3) et I'antagoniste des récepteurs IL-1 (IL-1RN) (figure2.2).
SOCS-3 inhibe efficacement I'activation de la protéine kinase (MAP kinase) activée par un
mitogéne, inhibe également la translocation de nuclear factor kappa B (NFkB) dans le noyau
et l'induction de I'expression génique pro-inflammatoire, tandis que la protéine IL-1RN
supprime la signalisation pro-inflammatoire initiée par la liaison de I'lL-1 B & son récepteur
(Schilke 2018).

L’activation de STAT3 inhibe de plus I'activation de STAT6 et donc l'inhibition de
I'expression des génes sensibles a IL-4/ IL-13. (figure.2.2) grace a ces événements, I'lL-10
inhibe la production de cytokines pro-inflammatoire (IL-1, IL-6, TNFa) et réduit la la fois
I'expression du complexe majeur d'histocompatibilité 1l et des molécules co-stimulantes
(CD80, CD83, CD86) sur les APC (Schilke 2018).

Inhibition de la
signalisation IL1B
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Figure 1.6. La signalisation immuno-modulatrice de I'interleukine 10 (Schulke
2018).Fléches noires: activation des voies de signalisation indiquées, fléches oranges: inhibition de la

voies signalisation indiquée , fléches noires en pointillés: voies normalement induites par les

molécules indiquées qui sont inhibées en présence de l'activation de STATS3.

1.2.4. Le profile anti-inflammatoire de I'interleukine 10 dans I'asthme allergique

Plusieurs études murins et humaines suggérent que la fonction principale de I'lL-10 est
anti-inflammatoire en ce qui concerne I'asthme allergique (Borish 1998). Son profile anti-
inflammatoire représente un fort effet inhibiteur dans la régulation négative sur la production
de cytokines pro-inflammatoires et ses potentiels de favoriser la résolution de I'inflammation

pulmonaire.
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En raison de I'importance du mastocyte associée a des mécanismes allergiques
pulmonaires qui joue un réle important dans la pathologie de I'asthme allergique. L’IL-10 a
été initialement décrite comme facteur inhibiteur dans ces cellules (Speiran et al. 2009, 10),il
inhibe la production de TNFa ,IL-6 et GM-CSF dépendante des IgE, car la ligature du
récepteur a haute affinité pour les IgE sur les mastocytes humains (MC) induit la libération

de ces médiateurs pro-inflammatoires.

En plus de son effet inhibiteur sur 'expression de CMH Il ou (HLA-DR) et différent
molécules costimulatrices telles que CD54, CD80 et CD86 a la surface des cellules APC
(Ogawa, Duru, et Ameredes 2008), il inhibe aussi la survie des éosinophiles dans la
pathologie de I'asthme allergique, un mécanisme consiste a inhiber IL-5, une cytokine pro-
inflammatoire qui induit 'inflammation des éosinophiles, par ses effets sur la survie et
subsistance des éosinophiles (Marina Pretolani et Goldman 1997). IL-10 inhibe également
les cellules T au repos produisant de I'lL-5, en interférant avec des signaux dépendants du
B7-CD28 des ACP, qui peuvent favorisent la limitation du recrutement des éosinophiles
représentant ainsi un autre mécanisme de suppression de I'’éosinophile. Enfin, IL-10 a aurait
eu un effet direct sur les éosinophiles, en accélération de I'appoptose des éosinophiles
(Ogawa, Duru, et Ameredes 2008).

1.2.5. L’interleukine 10 et I'asthme allergique pédiatrique

Une étude révélée que les enfants asthmatiques avait moins de cellule Tregs qui
produit IL-10 dans les poumons que des enfants normaux (Hartl et al. 2007). Une réduction
dans la production de I'lL-10 lors du contact avec 'antigéne peut faciliter le développement
de I'asthme allergique en biaisant les réponses immunitaires vers le développement des
cellules TH2 et le développement de 'atopie et / ou de I'asthme infantile (Zhao et Wang
2018). Les cellules qui produisent L’IL-10 possédent un fort pouvoir suppresseur, car I'lL-10
est connu pour inhiber la synthése des cytokines pro-inflammatoires et inhibe aussi la survie
des éosinophiles par multiple mécanisme dans I'asthme allergique. Cette expression de I'lL-
10 peut aider a induire et a maintenir la tolérance aux allergénes. Cependant , 'absence de
I'lL-10, ou au moins une diminution de leur nombre, pourrait contribuer a l'inflammation dans

'asthme allergique (Yang, Zhang, et Wu 2010) .

Des études suggérées que les origines et mécanisme derriere ce manque d’induction
de I'lL-10 dans les cellules des patients asthmatiques est lié a une carence en vitamine D
chez les enfants asthmatique (Vasiliou et al. 2014). Cependant des niveaux sériques plus

élevés de vitamine D sont associés a un nombre accru de cellule Treg circulantes qui
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pourraient stimuler la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, y a compris IL-10 qui
entrainant une réduction significative des niveaux de nombreuses cytokines pro-
inflammatoire impliquées dans la pathogenése de I'asthme allergique pédiatrique (Hamzaoui
etal. 2012) .

Tableaux.1.5. Les Fonctions biologiques de I'lL-10 compatibles avec son profile anti-
inflammatoire (M. Pretolani 1999).

Inhibition de la production d'IL-5 par les cellules T au repos, et
régulation négative de I'expression de molécules costimulatrices sur
In vitro CPA, inhibition de la synthése et de la libération de GM-CSF par les
cellules inflammatoires, inhibition de la stimulation dépendante des
IgE des mastocytes, diminution de la survie des €osinophiles médiée
par le LPS et le CD40.

In vivo Suppression de I'éosinophilie induite par un antigene et de la
(modéles animaux) | libération d'IL-5 dans les poumons et la cavité péritonéale des souris

immunisées.

In vivo Diminution des taux de cytokines pro inflammatoire dans le plasma

(modéle humaine) et inhibition de leur libération apres systémique d’IL10.

1.2.6. Administration clinique de I'lL-10

L’IL-10 est induite et secrétée en évidence par immunothérapie spécifique a l'allergéne
(SIT) (Till et al. 2004), le SIT est efficace, en grande partie, car il induit des Tregs et des
cellules dendritiques qui produire IL-10(M. Akdis et Akdis 2007) .IL-10 génére non seulement
la tolérance dans les cellules T mais inhibe également la production des IgE spécifique de
'antigéne (Jutel et al. 2003). Le SIT est indiqué pour les patients avec IgE telles que la
rhinite allergique, due a la sensibilité aux allergénes connus, y compris le pollen, les

moisissures, les animaux. L'administration SIT est sous-cutanée et se poursuit pendant 3 a 5
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ans. De plus, dans les populations pédiatriques, le SIT & démontré des effets protecteurs
dés le début de I'asthme, ainsi que l'inhibition de la progression allergique et de nouveaux
sensibilisations (Mdller et al. 2002), donc ces résultat offrent un potentiel théorique de
développement de futurs traitements de type SIT spécifiques aux poumons pour les

maladies de l'inflammation des voies aériennes y compris I'asthme allergique.

1.3. La PCR (Polymérase Chaine Réaction)

La réaction en chaine par polymérase (PCR) inventé par le biochimiste américain Kary
Mullis en 1983 (Mullis 1990), c’est une méthode enzymatique largement utilisée pour
I'amplification des fragments ADN spécifique in vitro qui peut produire rapidement des
millions a des milliards d’exemplaires d’échantillons d’ADN spécifiques, permettant aux
scientifiques d’extraire de tres petits échantillons d’ADN et de les agrandir assez pour mener
des études détaillées. En raison des produits d’amplification le cycle précédent est utilisé
comme modele pour le cycle suivant, et 'amplification est un processus index et technologie

de détection d’acide nucléique trés sensible.

1.3.1. Le principe de la PCR

La technique de la PCR se fonde sur trois étapes essentielles. Etape 01 : Percevoir les
fragments (20 nucléotides) qui se ressemblent a la séquence d’ADN a amplifier. Etape
02 : est La synthése des amorces oligonucléotidiques, se sont des séquences
complémentaires a ces fragments. Etapes 03 : La synthese des brins complémentaires par
I’ADN polymérase grace aux amorces et pour chaque réplication le nombre de copie de
I’ADN est doublée (Mathys et al. 2007).

1.3.2. Les acteurs de la PCR

L'ADN, En général sous forme de double-brin, contient le fragment a amplifier. L’'enzyme
Tag Polymerase une ADN polymérase thermorésistante c’est une extraite d’'une bactérie
Thermus aquaticus. La température d'action est de 72°C et elle résiste a des passages
successifs a 95°C, ce quia rendu possible l'automatisation de la procédure. Les
nucléotides dGTP, dATP, dTTP, dCTP qui sont les éléments de base utilisés par la Taq Pol

pour synthétiser les brins d'ADN complémentaires.
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1.3.3. Les étapes de la PCR

La premiére étape et la dénaturation: le chauffage a la premiére étape de 95 ° C peut
séparer les deux brins d'ADN, homogénéiser le milieu réactionnel et inhiber d'autres
enzymes qui peuvent étre présentes dans la solution. Puis I'hybridation d'amorce (56-64 °
C): les amorces sont spécifiquement appariées avec leurs brins Complémentaire a I'ADN
dénaturé. L’étape suivante est I'extension de I'amorce par L'intervention de la polymérase
tag (ADN polymérase) qui prolonge les amorces en incorporant de 'ADN complémentaire
de la séquence matricielle a laquelle elle s'hybride. Cette étape est réalisée a une
température de 72 ° C.

Une nouvelle étape dans le prochain cycle de la dénaturation sépare les brins d'ADN
matrice des brins néo synthétises, qui deviennent a leur tour la matrice pour la prochaine
réaction. La répétition d'un cycle de changements de température d'environ 25 a 35 fois
permet d'amplifier la quantité totale d’ADN concerné a la séquence cible presque
exponentiellement (Uhel, Zafrani, et Commission de la recherche translationnelle de la

Société de réanimation de langue frangaise 2019).

1.3.5. Les amorces
Les oligonucléotidiques d'’ADN monocaténaire sont de courtes séquences, lors des
Réaction de polymérisation en chaine (PCR) sont utilisées pour amplicon. Il faut qu’elles

soient spécifiques de la séquence a amplifier, compatibles et stable entre elles.

1.3.6. Conception des amorces pour la PCR

La conception des amorces est considérée comme le paramétre le plus important pour
la réussite de la PCR, d’un autre c6té une amorce mal congus peu bloquer le fonctionnement
de la réaction PCR. La séquence d’amorce défini beaucoup de choses, telle que la longueur
et la position du produit, sa température de fusion et le rendement (Jane Gurr 1991). L'osque
une amorce est mal congue elle peut conduire a une faible production, voire nulle, a cause
d’'une amplification non spécifique et/ ou a la production de diméres d’amorce, qui peuvent

devenir suffisamment t compétitif pour diminuer la formation du produit (Deitcher 1995).

1.3.6.1. Les Choix des amorces de PCR
La spécificité cet aspect est essentiel, surtout si on s'intéresse a un transcrit alternatif

précis, ou une Famille multigénique, les amorces doivent étre choisis de sorte qu'ils aient
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une séquence unique dans le ADN matrice qui doit étre amplifié. Un apprét congu avec une
séquence hautement répétitive entrainera un frottis lors de I'amplification de 'ADN
génomique.

Pour la Recherche de bonnes amorces, il faut bien sélectionner I'amorce pour une
efficacité optimale de la PCR, différent facteurs interviennent pour obtenir un bonne amorce
y compris : La taille optimale est entre 18 a 22 base, généralement les oligonucléotides qui
sont entre 18-24 bases sont énormément spécifiques de la séquence mais la température
d’hybridation doit étre optimale. La longueur de 'amorce est aussi relative a I'efficacité de
I'hybridation. Cependant, I'hybridation est moins efficace lorsque I'amorce est plus longue.

La température de fusion : entre 52°C et 58°C, car un Tm trop élevé accroitre le risque
de mauvais appariement, cependant un Tm trop faible dévoile que I'appariement double-brin
de I'amorce sera pas trés stable et provoquera de moins bon résultat. Les pourcentages de
G et C dans l'appariement doivent étre d'au moins 40% a 60%, La séquence de 'amorce
doit étre sélectionnée de maniére a ce qu’aucune suite poly-G ou poly-C ne puisse favoriser
I'hybridation non spécifique. Les suites polyA et poly-T doivent aussi étre évitées, parce
qu’ils (respirent) et ouvrent des parties du complexe amorce-matrice, ce qui peut réduire

I'efficacité d’amplification.

1.3.6.2. Les séquences d’amorces complémentaires

Les amorces doivent étre congues sans aucune homologie intra-amorce au-dela de 3
paires de base. Si une amorce a une telle région d’auto-homologie, un (retour en arriere)
peut se produire. Un autre danger connexe est ’'homologie inter-amorce : homologie partielle
au milieu des régions de deux amorces peuvent interférer avec I'hybridation. Si ’lhomologie
doit se produire a I'extrémité 3’ de chaque amorce, une formation de dimére d’amorce se

produira.

1.3.6.3. La séquence a I'extrémité 3

Il est bien établi que la position 3’ terminale dans les amorces de PCR est importante
pour le contréle des erreurs d’'amorgages .Les amorces doivent étre « plus collant » a leurs
extrémités 5’ qu’a leurs extrémités 3’. Une 3’ « collant » comme indiqué par un contenu G/C
élevé pourrait réduit potentiellement a nombreux sites sur ’ADN matrice. Un “G” ou "C” est

souhaitable a I'extrémité 3’ mais la premiére partie de cette régle devrait s’appliquer.
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1.4. Problématique

L'asthme allergique est fortement corrélé a l'inflammation des voies respiratoires causée
par des cytokines pro-inflammatoire et IL-10 s'est révélé exercer des activités anti-
inflammatoire qui inhibe la synthése de ses cytokines pro-inflammatoires au cours de la
pathologie de I'asthme allergique, en raison de ses activités largement anti-inflammatoires
des études approfondie sur I'expression de I'lL-10 sont nécessaire Cependant I'étude de
I'expression du géene de I'lL10 au cours de I'asthme allergique, consiste une PCR réussite et
la conception des amorces est considérer comme le parametre le plus important pour le
succes de la PCR., il faut un bon choix des amorces pour le bon déroulement de la PCR.
Dans cette optique nous avons concevoir des amorces du géne de I'lL-10 pour 'étude de

profile anti-inflammatoire au cours de I'asthme allergique pédiatrique.

Objectif

Notre objectif est de concevoir des amorces du géne qui code pour I'lL-10 pour I'étude de

profile anti-inflammatoire au cours de I'asthme allergique.
But

Notre étude a pour but de choir un bon couple d’amorce spécifiques qui encadrant le géne
de IL10 afin de réalisé par la suite une PCR pour évaluer et détecter I'expression du géne

de I'lL-10 au cours de I'asthme allergique pédiatrique.
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1. La séquence du géne de l'interleukine 10

Le locus du géne de I'lL-10 humaine est situé sur le chromosome 1 dans la position
1932, constituée de 7 exons. La séquence du géne IL-10 a été importé de la base de

donnés ensembl (www.ensembl.org) apres avoir spécifié 'espéce humaine et mettre le nom

du géne.

& > C © Nonsécurisé | ensembl.org/index.html m v @

BLAST/BLAT | VEP | Outils | BioMart | Téléchargements | Aide etdocuments | Blog

BLAST/BLAT>

Prédicteur d'effet de
variante>

Ensembl Release 100 (avril 2020)

® Mise 4 jour vers GENCODE 34 (humain) et GENCODE M25

Chercher

Humain | pour

par exemple BRCAZ ou rat 5: 62797383-63627669 ou rs699 ou maladie coronarienne

multid

Jus d'actualités @ sur notre blog
Tous les génomes Génomes préférés &
Autres nouvelles de notre blog

- Sélectionnez une espéce - ~ Humain
F @l GRCh38p13 ® 26 mai 2020 Normalisation des vanantes pour standardiser I3
E P
x il ouiours G . 2020: ' s verrouillage artie 267

Races de porcs
référence du porc et 12 races supplémentaires

Ce site Web nécessite des cookies et le traitement limité de vos données personnelles pour fonctionner. En utilisant le site, vous acceptez cela, comme indiqué dans notre politique de confidentialité et nos S siis
d'accord

A~ = || 42 T
= c A = ) S E a0 i e

Figure 2.1. Plateforme de la base de données Ensembl.

La séquence compléte du géne de I'lL-10 peut étre trouvée sous le code

ENSG00000136634 comme montré dans les figures suivantes :

€« > C @ MNonsécurisé | ensembl.org/Homo_sapi /Results?q=il10;site=ensembl:facet_species=Human wm v &

Login/Register
BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog &) -~ Search all spesies

[Current selection: ]
Il Species Only searching Human v IR [ a ]

Only searching Human 1772 results match 10 when restricted to [ species: Fiuman

Reatrict catogory t0:
1L10 (Human Gene)
‘ N $cb0800

fur
407,
0[S

4 (L
EN STO00006:
Interieukin 1

Figure 2.2. Introduction du géne de I'lL-10 dans la base de données Ensembl.
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[ €l Gene:lL

&« c @ Mon sécurisé \ ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?db=core;g=ENSG00000136634;r=1:206767602-206774541

Login/Register
BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog &)~ Search all spacies.

(GRCh38 p13) ¥

Location: 1:206,767,602-206,774,541 [KellAIRII]
Gene-based displays

B+ Summary Gene: IL10 ENSG00000136634
Splice variants
Transcript comparison Description interleukin 10 [Source:HGNC SymbolAcc: HGNC:5562:]
Gene alleles
EF Sequence Gene Synonyms CSIF, IL-10, IL10A, TGIF
L Secondary Structure Location Chromosome 1: 2 1 reverse strand

B Comparative Genomics GRCH38:CMO00G63.2
Genomic alignments B
Gene tree About this gene This gene has 7 transcripts (splice vanants), 252 erthologues, 4 paralogues, is a member of 1 Ensembl protein family and is associated with 6
Gene gainfloss tree phenotypes.
Orthologues

Transcripts

Paralogues
Ensembl protein families
- Ontologies

E GO: Cellular component

g
Showihide columns (1 hidden) [Fiter ]

GO: Molecular fu

GO Biological p s Name Transcript ID bp Protein Biotype CCDS UniProt RefSeq Match Flags
L Phenotypes 1L10-202 ENSTO0000423557 1| 1630 178aa | | Protein coding CCDS1467 | P22301% V4| NM_0005723@ | (TSLA | GENCODE basic 1
[ GE\';EE'C \t’ffﬁ“”" 1L10-206 ENSTO00 2269 13923 I Profein coding - ADASI0UKI2E - GENCODE basic
fariant table -
E Variant image 1L10-205 ENSTOOD 1296 13%aa || Protein coding - ADASIDUKI 2 - 'GENCODE basic
Structural variants 1L10-207 ENSTOOD) 865 13%a |1 ADABSDUK12 & - GENCODE basic

- Gene expression

1L10-203 ENSTO00004710711 393 Zdaa || Protein coding - AQA2BEYEX3@ - CDS 3 incomplete  TSL3
[~ Regulation IL10-204 ENSTOOOD 1 1370 Mo protein | Processed transcript - - - TSL:5
- External references
I Supporting evid 1L10-201 ENSTO0D00367099.3 557 | No protein | | Retained intron - - - TSLi4

pp
- ID History

nited processing of your personal data in order o function. By using the site you are agreeing to this as outined in our P

Figure 2.3. Code donnée pour le géne de I’IL-10.

La figure 2.4 montre la séquence du géne de I'lL-10 sur la plateforme Ensembl, la séquence

est divisée en séquences non codantes (en noir), et séquences codantes (en rouge).

I €] Genz:1L10 [ENSG

<« C  @® Non sécurisé | ensembl.org/Home_sapiens/Gene/Sequence?db=co & W o i
External references it b R ks Lt L e A
Supporting evidence IL10-201 ENSTOO0003670995 557 | No protein - _ TeLa

= |D History

L Gene history

&3 Configure this page
s e Lt
1 Download sequence
Exons IL10exons All exons in this region
«; Share this page
IEEES I S
F+ Bookmark this page

Marked-up sequence @

GTC
GGTGCOCCATGCTGAGTCCACTTCTGGAACACCCAGC TCAGAGAGGGGETTAGACCTGCAG
GCTAACACAGACACAGCCCAGAAAACCCAGGAGCCGAGGGGGAAGGAGARAGGTGCAAGA
AGGOGAAACCCAGETCCTGOTCCCCTTCTCTCTGCT TCCTGOCACCACAACTCAGACAGA
ACCCTTAAGCCAGTCTAAGTCTGGCAGGACCAS

Figure 2.4. la séquence du géne de I'lL-10 sur plateforme Ensembl.
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Ensuite la séquence du gene de I'lL-10 est copiée dans un document Word pour faciliter son
utilisation.

AAGTATAGCTGATACCTTCCAAGGGCCAGACTTGGTGCTAAGTACCAAGTACGCAAAGAT
TAATAAAACAATGTCCTGTTTCAGGGAGCTCAAAGCTGATTCGGCAGGGCATGGTGTGTA
CATGAATGATAACCACGTAGGGTTGCAGGTTITCCTAGTGAGGTAAGCACAAGGCAAGATG
GGAAACAANGGAAGGAGGGGTTCACAGCCTCACCCAGAGTCCAGAACCCCTGGCCTGCCT
GGTGCCCATGCTGAGTCCACTTCTGGAACACCCAGCTCAGAGAGGGGGTTAGACCTGCAG
GCTAACACAGACACAGCCCAGAAANCCCAGGAGCCGAGGGEGAAGGAGAANGGTGCAAGA
AGGGGAAACCCAGGTCCTGGTCCCCTTCTCTCTGCTTCCTGGCAGCAGAACTCAGACAGA
ACCCTTAAGCCAGTCTAAGTCTGGCAGGACCAGTAAGTTCTGAGTTAGCTCCATACTAGT
TTCTAGCAGGCTCTTTCTCACTTCCTGATTCTTAGGTTITCTACATTGACACTCCCTGAAG
AGTTGGEGAAGAGACACCACAGTCCCCTGACCCTGATCCATAGGTCACACAGCAGGGACAT

CCACAGGGTGGEGCGTGGEGCCCTCTCATCCCTCCCTCCCACTCACTTCACGCTGGCTGGEGEC

Figure 2.5. Exemple 01 de la séquence du géne de I'lL-10.

2. L’outil de Primer —Blast

Cet outil est retrouvé dans la base de donné (www.ncbi.nlm.nih.gov), National center for

Biotechnology Information (ncbi), qui nous permet une conception d’'amorces les plus
spécifiques de la séquence que I'on veut amplifier. Les étapes de I'utilisation de cet outil sont

représentées dans les figures suivantes :

000136634) - X & Centre national d'information s X + m'

m:vea_

Sign in to NCBI

r & Gene: 1110 (ENS!

< Cc

& ncbinlm.nih.gov

22 NCBI Ressources® Comment )

=NCBI

Centre national dinformation
sur la biotechnologie

Toutes les base v | |

COVID-19 est une situation émergente en &volution rapide.
Obtenez les derniéres informations de santé publique sur CDG: NHRS AW CEronavirus gov
Gbtenez les demnigres recherches du NIH: hitps/fwwve.nin govicoronavirus -
Trouvez la documentation, Ia séguence et le contenu clinique du NCBI SARS-CoV-2: hitps:/www ncbi.nim nih govisars-cov-2/

Bienvenue sur NCBI Ressources populaires

la science et la santé en donnant accés a  PubMed

Le Centre national d'inf; v sur les bi ies fait p
des informations biemédicales et génomiques.

Toutes les ressources

Etagére 2 livres

Produits chimiques et essais A propos du NCBI | Mission | Organisation | NCBI News & Blog PubMed Central

Données et logiciels EXPLOSION
ADN & ARN Soumettre Télécharger Apprendre Nucléoticdle
Domaines et structures Déposer des données ou des Transférez les données NCBI Trouvez des documents d'aide Genome
Génes el expression manuscrits dans les bases de sur votre ordinateur assistez a un cours ou regardez SNP

B données NCBI un tutorie Sene
Génétique et médecine he
Génomes et cartes Protéine

PubChem

Homologie up-ne
Littérature
Protéines NCBI News & Blog
Analyse de séquence Développer Analyser Recherche Les orthologues sont A-Swimming et A-

Taxonomie

Formation et tutoriels
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Figure 2.6. Plateforme de base de données nchi
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@] Gene:IL10 (ENSGOD000136634) X & Outil de conception d'amorce X ° | o e
&« C @& ncbinim.nih.gov/tools/primer-blast/ B 6 H
N IH Bibliothéque nationale de médecine des Etats-Unis NEBI National Center for Biotechnology Information Connectaz-vous a NCBI
Primer-BLAST Un outil pour trouver des amorces spécifiques
Recherche d'amorces spécifiques & votre modéle de PCR (en utilisant Primer3 et BLAST).
. Réinitial la page  Enregistrer les p: é de recherch. Ré érer les résultats récents  Publication  Conseils pour trouver des amorces spécifiques
Modéle PCR
Entrez la séquence d'accession, gi ou FASTA (un enregistrement refseq est Intervalle
préférable) &b Clair Du au
Amorceinversée| | [ |
2
Ou, téléchargez le fichier Choisir un fichier | Aucun fichier choisi
FASTA

Paramétres d'amorce

Utiliser mon propre apprét -

avant (5 > 3' sur le brin ‘ J@ e

plus) a | @ Ctair

Utiliser mon propre apprét

inversé (5> 3’ sur le brin Min Max

S

Taille du produit PCR

Nombre d'amorces &

retourner Min Opt Max Max T ™ difference
(570 ] 600 | 630 | [3 @

Températures de fusion de
I'amorce (T ™)

Sélection exon / intron Une séquence /ARNM refseq comme entrée de modéle de PCR est requise pour les options de la section &)

Envergure de jonction Exon \ Pas de préférence v‘ 9

Match de jonction Exon Match de min 5'Match de  min 3' Match de  max 3° =

- 0640 |

28/05/2020

Figure 2.7. Interface du logiciel Primer Blast

3. Analyse des résultats du primer Blast

Les couples d’amorces choisi doit répondre aux critéres suivant :
. Ignorer les produits aspécifiques de plus de 1000 Pb, car lors d’'une PCR il est moins
probable d’amplifier une séquence de plus de 1Kb
. Il faut choisir le couple d’amorce qui donne le moins de produits aspécifiques, afin
d’amplifier que le produit étudié.

. Le pourcentage de la teneur en GC doit étre comprise entre 40 et 60%.

. Les températures d’hybridation des deux amorces doivent étre les plus proche

possibles, car la température d’hybridation lors d’'une PCR est programmée en une seule

température.
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Chapitre 3. Résultats

1. Résultats de la conception des amorces

Tout d’abord, les dix paires d’'amorce données par I'outil Primer blast n’amplifierais pas
seulement la région promotrice du géne de I'lL10. Cependant plus d’'un produit aspécifique
de moins de 900 paires de base (Pb) ont été ampilifié par chaque pair d’amorce, alors ce
résultat n’est pas pris en compte.

THER T R R .

<« C @ necbinim.nihgev/tools/primer

blast/primertocl.cgi?etg_time=15916393138job_key =a2G0eZarmwOB0Qs8BIwvDnxHPjXRVCUhUA B v @
other reports 92arcn Summary.

® Graphical view of primer pairs

B jEe ae |se  |se oa  |izg |ie
Query_1: 1..720 (720 nt)

® Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5'-=31) Template stran. a Length  Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3 complementarity
CGTAGGGTTGCAGGTTTCGT Plus 20 196 216 5996 5500 4.00 300
AGGGGACTGTGGTGTCTCTT Minus 20 27 608 6010 5500 3.00 o.00

a3z

Figure 3.1 Représentation graphique des 10 paires d’amorces encadrent une partie du
géne de I'lL-10

Nous avons ensuite agrandir la séquence a amplifier, afin de donner au logiciel un plus
large choix de séquence pour les amorces. Avec l'aide du logiciel Primer Blast nous avons

obtenus un couple d’amorce spécifique encadrant une partie du géne de I'lL-10.

-
@ nebi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=15916402298&job_key=0dsOwzO0P hwZlq4jo00 KEdIYmyPOS4A-9C % v @

©Graphical view of primer pairs

~la S @ @ i = & 7 -

3 . I .. | | | | S22 S — a1 -l . L] —— ] ——
Quary_ (500 nt) *" e Tracks shown: 2/32
©Detailed primer reports
Primer pair 1
Sequence (5°-=3') Template strand Length Start  Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3° complementarity
Forward primer ATGCTTACCTGTGCCCAGAC Plus 20 45 64 60.04 5500 6.00 2.00
Reve AGGGEACTGTGGTGTETCTT Minus 20 687 668 6010 5500 300 o0
643

Products on potentially unintended templates
>NC_000001.11 Homo sapiens chromesome 1, GRCh38.p12 Primary Assembly

Figure 3.2. Représentation graphique des 10 nouvelles paires d’amorces encadrent
une partie du géne de I'lL-10
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Parmi les dix nouveaux couples d’amorces nous avons choisis la troisieme paire, elle
amplifiera un fragment de 609 Pb correspondant au géne de I'lL-10 et un produit
aspécifiques de 3806 Pb (figure 3.3).

S Primer-Blast results

&« c & ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=1591640229&job_key=0dsOwz00PhwZ)q4jo00KEdIYmyPOS4A-9Q B a :

Primer pair 3

Sequence (5'->37) Template strand Length Start Stop Tm GC%  Self complementarity Self 3’ complementarity
Forward primer GCTCAAAGCTGATTCGGCAG Plus 20 208 227 5990 5500 5.00 2.00
Reverse primer AAGGTCACTCACTGCAAGGG Minus 20 816 797 5989 5500 4.00 200
Product length 609

Products on potentially unintended templates
=NC_000001.11 Homo sapiens chromosome 1, GRCh38.p12 Primary Assembly

oroduct length = 669
Features flanking this product:
1652 bp at 5' sid interleukin-18 precursor
24200 bp at 3' side: interleukin-19 isoform 1

Forward primer 1 GCTCAAAGCTGATTCGGCAG 28
Template 206774694 . ........... 286774675

Reverse primer 1 AAGGTCACTCACTGCAAGGG 28
Template 2VETTABEE 1 aurnsrerinanaiaas 286774185

=NC_000003.12 Homo sapiens chromosome 3, GRCh38.p12 Primary Assembly

product length = 3506
Features flanking this product:
148 bp at 5' side: ventricular zone-expressed PH domain-containing_ protein h..
53956 bp at 3' side: putative uncharacterized protein SLCG6AIL isoform 2

Forward primer 1 GCTCAAAGCTGATTCGGCAG 20
Template 157499301 AAG. ........... C... 157499282

Reverse primer 1 AAGETCACTCACTECAARGE 20
Template 157495486 . TT.A.....T......... 157495315

product length = 1731
Features flanking this product:
2267 bp ot 5' side: kinesin-like protein KIF1S isoform X9

5193 bp st 3' side: transmembrane protein 42 -
o b
£3 Primer-Blast results
<« c @ ncbinlm.nih.gov/tools/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=1591640229&job_key=0dsOwzO0PhwZ)q4jc0OKEdIYmyP0S4A-9Q B a
product lengtn = 1731
Features flanking this product:
2267 bp at 5° side: kinesin-like protein KIF15 isoform X3
5193 bp at 3' side: transmembrane protein 42
Reverse primer 1 AAGGTCACTCACTGCAAGGE 29
Template 44856731 6GA....TA.....u..... 44856712
Reverse primer 1 AMGGTCACTCACTGCAAGGG 20
Template 44855001 L .CA.. ... Toiannn A 44555020
>NC_000002 12 Homo sapiens chromosome 2, GRCh38.p12 Primary Assembly
product length = 2384
Features flanking this proguct:
92794 bp at ide: vacuolar protein sorting-associated protein 54 isoform X1
15715 bp at 3' side: E3 ubiquitin-protein ligase pellino homolog 1 isoform X1
Foruard primer 1 GCTCAMAGCTGATTCGGCAG 20
Template 64076688 LAGT.......... T.C... 64076693
Foruard primer 1 GCTCAAMGCTGATTCGGCAG 20
Template 64878983 .T...TG...C......... 64978964
>NC_000015 10 Homo sapiens chromosome 15, GRCh38.p12 Primary Assembly
product length = 3724
Features flanking this product:
774948 bp at 5° side: RAS guanyl-releasing protein 1 isoform X3
238559 bp at 3' side: thr in-1 precursor
Reverse primer 1 AAGGTCACTCACTGCAAGGGE 20
Template 39343298 ......... G BB T 39343278
Reverse primer 1 AAGGTCACTCACTGCAAGGG 20
Template 39339575 ..A.G..T...T.......A 38339594
Primer pair 4
Sanuanca I8 27 Tamnlata etrand lannth  Start  Stan Tm 6% Salf eomnlamantarit Salf 2 camnlamantarity -
. »

Figure 3.3. Résultat du Primer blast montrant les caractéristiques de la paire

d’amorces choisis.

Cette paire d’amorce a été choisi car elle donne le moins de produits aspécifiques et
les températures d’hybridation des deux amorces sont trés proches de : 59.90°C et 59.89°C,
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les longueurs des amorces sont 20 nucléotides (figure 2.11), les oligonucléotides entre 18 et
24 base sont fortement spécifique de la séquence. La teneur en GC et de 55% (figure 2.11)
et la teneur en GC d'une amorce doit étre comprise entre 40 et 60%. Ce qui renforce notre
choix pour cette troisieme paire.

Primer pair 3 1 1 1

Sequence (5-»3) Template strand Length Start Stop Tm  GC%  Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer ~ GCTCAAAGCTGATTCGGCAG Plus 20 206 227 5990 5500 5.0 2.00
Reverse primer ~ AAGGTCACTCACTGCAAGGG Minus 20 816 797 598% 500 4.00 2.00
Product length 609

Figure 3.4. Les caractéristiques du couple d’amorce choisi

Ensuite, nous avons situé notre paire d’'amorce dans la séquence du géne de I'lL-10

montré dans la figure 2.12.

AGACCACCTCCTTAGCCTCGCACCCTCCAGGCTTACAGGGCACTCTTCTATGCCCATCCC

AAGTATAGCTGATACCTTCCAAGGGCCAGACTTGGTGCTAAGTACCAAGTACGCAAAGAT

TAATAAAACAATGTCCTGTTTCAGGGAGCTCAAAGCTGATTCGGCAGGGCATGGTGTGTA

CATGAATGATAACCACGTAGGGTTGCAGGTTTCCTAGTGAGGTAAGCACAAGGCAAGATG

GGAAACAAAGGAAGGAGGGGTTCACAGCCTCACCCAGAGTCCAGAACCCCTGGCCTGCCT

GGTGCCCATGCTGAGTCCACTTCTGGAACACCCAGCTCAGAGAGGGGGTTAGACCTGCAG

GCTAACACAGACACAGCCCAGAAAACCCAGGAGCCGAGGGGGAAGGAGAAAGGTGCAAGA

AGGGGAAACCCAGGTCCTGGTCCCCTTCTCTCTGCTTCCTGGCAGCAGAACTCAGACAGA

ACCCTTAAGCCAGTCTAAGTCTGGCAGGACCA GTAAGTTCTGAGTTAGCTCCATACTAGT

TTCTAGCAGGCTCTTTCTCACTTCCTGATTCTTAGGTTTCTACATTGACACTCCCTGAAG

AGTTGGGAAGAGACACCACAGTCCCCTGACCCTGATCCATAGGTCACACAGCAGGGACAT

CCACAGGGTGGGCGTGGGCCCTCTCATCCCTCCCTCCCACTCACTTCACGCTGGCTGGGC

CCCAAGGTGTTTGCACCCCTTGCAGTGAGTGACCTTCTCTAGTGCAGCAAGCTCAGAACC

Figure 3.5. Paire d’amorce N° 3 (en vert) encadrent une partie de la séquence du géne
de I'IL-10.
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2. Confirmation des résultats

Nous avons soumis la séquence d’amorces a I'analyse de confirmation effectuée par
le programme sur le site (http /génome.UCSC.edu /). Les résultats de cette confirmation ont
donné un produit de 609 Pb situé sur le chromosome 1 (figure2.14), ce qui correspond a la
localisation du géne de I'lL-10. Ces résultats confirment donc la spécificité et la fiabilité des

amaorces que nous avons congues.

& C & genomeucscedu/cgi-bin/hgPer?hgsid=843704739 VO0YV5dWIDsVRgZ7way)VvE8p3VGalorg=Human&idb=hg38&wp_target=genomeBwp_f=gctcaaagctgattcggcaglwp r=aagg.. I 6 :

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

UCSC In-Silico PCR

»chrl: 206774086~ 206774694 609bp GCTCAAAGCTGATTCGGCAG AAGGTCACTCACTGCAAGGG
GCTCAAAGCTGATTCGGCAGEgcatggtgtgtacatgaatgataaccacg
taggettgcaggtitcctagtgaggtaagcacaaggcaagataggasaca
aaggaaggagegetteacagecteacccagagtccagaaccoctggecty
cctggtgeceatgetgagtecacttetggaacacceagctcagagagggs
gttagacctgcaggctaacacagacacagcccagaaaacccaggagocga
ggggsanggagaasgtacasgaaggEgasaccaggtectgateccett
ctetetgeticctggeageagaactcagacagaacccttaagecagtcta
agtctggeaggaccagtaagttctgagttagetocatactagtttetage
aggctctttcteacttcctgattettaggtitctacatigacactecctyg
asgagttgggaagagacaccacagtoccctgaccctgatecataggteac
acagcagggacatccacagggtgggcgtgggeoctcteateccteactec
cactcacttcacgetggetgggecccaaggtgtttgeacCCCTTGLAGTG
AGTGACCTT

Primer Melting Temperatures

Forward: 63.4 C gctcasagctgattoggeag
Reverse: £0.3 C aaggtcactcactgcaaggg
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.

Help

What is chr_alt & chr_fix?
Replicating_in-Silico PCR results on local machine

Figure 3.6. Confirmation des Résultats par le site UCSC in sillico PCR
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Discussion

Au cours de cette étude, Nous avons congus, avec spécificité le couple d'amorces
encadrant une partie du géne de I'lL-10. Les amorces, sens et anti-sens : Ce sont de petits
brins d'ADN d'environ 20 bases, (appelés oligonucléotides) capables de s'hybrider de facon
spécifique, grace a la complémentarité des bases, sur le brin d'’ADN elles sont choisies de
facon a encadrer la séquence d’ADN a amplifier. Les amorces, concues dans cette étude,
sont indispensables pour tout travail de recherche concernant le gene de I'lL10. En effet,
Ces amorces seront utilisées pour réalisé une PCR pour étudier et détecter I'expression du

gene de I'lL-10 au cours de 'asthme allergique.

De nombreuses études ont indiqué que. IL-10 joue un rdle anti-inflammatoire, inhibe la
production de cytokines pro-inflammatoires et inhibe aussi la survie des éosinophiles par
multiple mécanisme au cours de la pathologie de I'asthme allergique mais l'expression de
I'IL10 est significativement diminuée chez les asthmatiques, Et les faibles niveaux
d'expression d'lIL-10 ont un rdle sur la pathogenése de I'asthme car cette carence en I'lL-10
permettrait la synthése sans opposition de cytokines pro-inflammatoires y compris (IL-
1,IL6 ,TNFa) qui contribuant au développement et a la gravité de lI'asthme allergique.
D'autre part, un niveau élevé d'lIL-10 provenant des cellules T régulatrices a un effet
protecteur contre I'hyperréactivité et I'inflammation des voies respiratoires. Cependant cette
interleukine suggére un domaine potentiel pour une enquéte future pour évaluer son
pertinence potentielle pour la médecine a travers ses applications cliniques dans le

traitement de I'asthme allergies pédiatrique.

Des études précédentes ont indiqué que Les origines et mécanisme derriére le
mangue d'induction de I'lL-10 dans les cellules des patients asthmatique est lié a une
carence en vitamine D chez les enfants asthmatique. Une autre étude précédente ont
suggéreé que la sécrétion d'IL-10 était largement déterminée (74%) par des facteurs
héréditaires (Westendorp et al., 1997 ) A ce jour, plus d'une centaine de génes a risque ont
été identifiés comme étant associés avec une sensibilité a I'asthme. Parmi ceux-ci, les trois
polymorphismes du promoteur de I'lL-10 rs1800896 ou rs1800871 ou rs1800872) ont été
intensivement enquétés. Des preuves croissantes indiquent que ces polymorphismes
peuvent influencer sur la sécrétion d'lL-10. Zhang et al. (2002). Cependant déterminer le
risque génétique est une condition fondamentale pour la mise en ceuvre des essais de

prévention primaire de 'asthme allergique.
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Chapitre 05. Conclusion et perspective

Conclusion et perspective

L’asthme allergique est la maladie chronique la plus fréquente chez les enfants, cette
maladie est caractérisée par une inflammation bronchique, avec une augmentation des taux
d'lg E totales, et la sécrétion de cytokines "Th2" tells que (IL-4, IL-5 et IL-13) ainsi que
d'autres cytokines pro-inflammatoires, y compris IL-1, TNFa, IL-6 qui conduisent au
recrutement, accumulation des éosinophiles dans le poumon, la libération de ces cytokines
est inhiber par I'lL-10 qui y est connu par son profile anti-inflammatoire qui inhibe la
syntheése des cytokines pro-inflammatoire et inhibe aussi la survie des éosinophiles par
multiple mécanisme au cours de I'asthme allergique. Cependant une réduction dans la
production de I'lL-10 lors du contact avec I'antigéne peut faciliter le développement de
'asthme allergique en biaisant les réponses immunitaires vers le développement des cellules

TH2 et le développement de I'atopie et / ou de I'asthme infantile.

A lissu de ce travail, portant sur le profile anti-inflammatoire de I'lL-10 au cours de
'asthme allergique pédiatrique on a réalisé une conception des amorces spécifique qui
encadrent le géne de I'lL-10 afin d’évaluer par la suite une étude sur I'expression de IL-10 au

cours de I'asthme allergique

En termes perceptive, des études approfondies sont hécessaire pour une cible

thérapeutique par cette cytokine dans le traitement de I'asthme allergique.

De plus il serait important d’étudier I'effet de la vitamine D qui est connue pour son
effet modulateur des réponses inflammatoires dans I'expression de I'lL-10 au cours de

I'asthme allergique.
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Résumé

Introduction : IL-10 joue un réle anti-inflammatoire au cours de I'asthme allergique, un niveau élevé d'lL-10 a un effet protecteur
contre I'hyperréactivité et I'inflammation des voies respiratoires, cependant I'expression du gene de I'lL-10 au cours de I'asthme
allergique suggeére des études approfondies pour que plus tard cette IL-10 fasse I'objet d’'une étude sur la cible thérapeutique
dans le traitement de I'asthme allergique.

Objectif : Notre objectif est de concevoir des amorces du gene de I'lL-10 pour I'étude de profile anti-inflammatoire au cours de
I'asthme allergique pédiatrique.

But : Le but de cette étude est de concevoir un bon couple d’amorces spécifiques encadrant le géne d’IL10 afin de réaliser par la
suite une PCR réussite pour évaluer et délecter I'expression du géne de I'lL-10 au cours de I'asthme allergique pédiatrique.
Matériel et méthodes : Les séquences génomiques du gene de I'interleukine 10 ont été obtenues grace a la base de données
Ensembl. Le logiciel Primer-Blast a été utilisé pour concevoir des amorces spécifiques encadrant une partie du géne de I'lL-10.
Résultats : Dans un premier temps, des amorces aspécifiques ont été obtenus, ce qui nous a obligés a élargir la séquence a
amplifier. Les amorces obtenues sont spécifiques du gene de I'lL-10 et présent des caractéristiques optimales pour le bon
déroulement d’'une PCR.

Conclusion : A travers cette étude, nous avons pu concevoir avec spécificité le couple d’amorce qui encadre le géne de I'lL-10
qui seront indispensable pour tout étude concernant le géne du IL-10, ce dernier joue un role anti-inflammatoire au cours de
I'asthme allergique et il peu avoir un potentiel thérapeutique dans le traitement de I'asthme allergique.

Mots clés: L’asthme allergique pédiatrique, interleukine 10, conception d’amorce, PCR.

Summary

Introduction: IL-10 plays an anti-inflammatory role in allergic asthma, a high level of IL-10 has a protective effect against
hyperreactivity and inflammation of the airways, however the expression of the gene of IL-10 in allergic asthma suggests further
studies so that IL-10 can later be investigated as a therapeutic target in the treatment of allergic asthma.

Objective: Our objective is to design primers for the IL-10 gene for the study of the anti-inflammatory profile in pediatric allergic
asthma.

Aim: The aim of this study is to design a good pair of specific primers flanking the IL10 gene in order to subsequently carry out a
successful PCR to evaluate and delect the expression of the IL-10 gene during pediatric allergic asthma.

Materials and methods: The genomic sequences of the interleukin 10 gene were obtained from the Ensembl database. Primer-
Blast software was used to design specific primers flanking part of the IL-10 gene.

Results: Firstly, nonspecific primers were obtained, which forced us to expand the sequence to be amplified. The primers
obtained are specific for the IL-10 gene and exhibit optimal characteristics for the proper conduct of a PCR.

Conclusion: Through this study, we were able to design with specificity the primer pair which surrounds the IL-10 gene which will
be essential for any study concerning the IL-10 gene, the latter plays an anti-inflammatory role. in allergic asthma and may have
therapeutic potential in the treatment of allergic asthma.

Keywords: Pediatric allergic asthma, interleukin 10, primer design, PCR.
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