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Résumé

Résumé

Introduction : Le régulateur auto immune AIRE est un régulateur important de l'auto
immunité favorisant la tolérance centrale en contrélant la sélection des thymocytes T par
l'expression ectopique des antigénes des tissus périphériques dans les cellules épithéliales
médullaire thymique . les mutations de la protéine AIRE sont le facteur causal de
développement de maladie humaine auto immune . le polyendocrinien auto-immun de type
1 également connus sous le nom polyendocrinopathie auto-immune-candidose-dystrophie
ectodermique (APECED) est une maladie autosomique récessive rare caractérisée par trois
symptdmes hyperparathyroidie, insuffisance corticosurrénale auto-immune et mucocutanée
chronique CMC bien que d’autre auto-immunité. La réaction en chaine par polymérase
(PCR) est fondamentale pour la biologie moléculaire et la technique moléculaire la plus
importante pour le laboratoire de recherche grace a leur sensibilité et spécificité , . La

conception de I'amorce est une étape essentiel dans tous les types de méthodes de PCR..

Objectif :nous allons concevoir avec spécificité le couple d’amorce de géne AIRE

But :le couple d’amorces connues au cours ce travail serviras a étudier 'association de géne
AIRE avec auto immunité .

Matériels et méthodes : recherche de la séquence de gene AIRE dans la base de donné
ensembl puis utilisé I'outil primer blast pour concevoir les paires d’amorces .

Résultats : outil primer blast donne 10 paires d’amorces , permis ces amorces en choisi un
couple d’amorces de 20 nucléotides de longueur qui donne un produit de 666 paires de
bases .

Mot clé: le géne AIRE , tolérance immunitaire , mTEC , polyendocrinopathie auto-

immune-candidose-dystrophie ectodermique (APECED)




Abstract

Abstract

Background :. The autoimmune regulator AIRE is an important regulator of autoimmunity
promoting central tolerance in the thymus by controlling the selection of the T cell through the
ectopic expression of peripheral tissue antigens (PTAs) in medullary thymic epithelial cells
(mTECSs) . Mutations in AIRE protein are the causative factor in development of the human
disease autoimmune. Polyendocrinopathy type 1 (APS1) also named autoimmune
polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy (APECED) is a rare autosomal
recessive disease characterized by a triad of symptoms including hypoparathyroidism,
autoimmune adrenal insufficiency and chronic mucocutaneous candidiasis (CMC) although
other autoimmunity. The polymerase chain reaction (PCR) is fundamental for molecular
biology and the most important molecular technique for the research laboratory through to
their sensitivity and specificity .The design of the primer is an essential step in all types of
PCR.

Objective: we will design with specificity the pair of AIRE gene primer

Purpose : the pair of primers known during this work will be used to study the association of
the AIRE gene with autoimmunity.

Materials and methods :search for the AIRE gene sequence in the database ensemble
then used the primer blast tool to design the primer pairs

Results : primer blast tool yields 10 primer pairs, allowing these primers to pick a primer pair
20 nucleotides in length which gives a product of 666 base pairs.

Keywords: Aire gene ,immune tolerance YmTEC, autoimmune polyendocrinopathy

candidiasis ectodermal dystrophy (APECED)
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Introduction

Introduction

Le syndrome polyendocrinien auto-immun de type 1 (APS-1, OMIM 240300), également
connu sous le nom de polyendocrinopathie auto-immune-candidose-dystrophie
ectodermique (APECED) (zZhu et al., 2017).Est une maladie monogénique autosomique
récessive rare causée par une mutation du géne régulateur auto-immun (AIRE) (Humbert et
al., 2018) caractérisées par la présence de deux ou trois principaux critéres candidose
muco-cutanée chronique, insuffisance corticosurrénale auto-immune (maladie d'Addison) et
hyperparathyroidie (Zhu et al., 2017). La CMC peut étre compliquée par une candidose
systémique ou un carcinome épidermoide oral (SCC), et peut entrainer la mort (Humbert et
al., 2018) Cependant, les patients atteints d'’APS-1 peuvent aussi présenter des maladies
auto-immunes supplémentaires, y compris le diabete de type 1 (DT1),le vitiligo, l'alopécie
I'hépatite auto-immune et l'anémie pernicieuse .La gamme de ces troubles auto-immunes
secondaires est large et variable(Mora et al., 2014a).APECED est trés répandue dans
certaines populations géographiquement isolées, comme les Finlandais, les Sardes et les

Juifs iraniens, mais elle est rare dans la population chinoise. (Zhu et al., 2017).

Le géne AIRE est localisé dans le chromosome 21922 « 3 et se compose de 14 exons et
code pour une protéine de 58 kDa impliquée dans la transcription nucléaire (Herzig et al.,
2017a)et joue un rdle importante Dans le maintien de la tolérance centrale (Guo et al.,
2018a).par I'expression ectopique des auto-antigénes dans le thymus (Humbert et al., 2018).
le géne AIRE et codé pour une protéine composée de 545 acides aminés et contient des
motifs indicatifs de sa fonction de facteur de transcription (Mora et al., 2014a).y compris
gu'un domaine de région de coloration homogéne (HSR), un signal de localisation nucléaire
bipartite conservé (NLS , un domaine CARD (domaine de recrutement en caspase), SAND
(SP100, AIRE1, NucP41 / P75 et DEAF1l), PHD1 (domaine homéo végétal 1) et
PHD2(Anderson and Su, 2016a).L'expression de 'AIRE a été détectée dans les tissus et les
cellules de différents niveaux chez 'homme et la souris. Il est exprimée principalement dans
le thymus (Zhao et al., 2018a). plus précis dans les cellules épithéliales thymiques
médullaires mMTEC, mais est également exprimé a des faibles niveaux dans la rate, les
ganglions lymphatiques, le pancréas, le cortex surrénal et cellules mononucléaires du sang
périphérique.(Guo et al., 2018a)

Les cTEC et m TEC partagent le méme progéniteurs bipotents commun mais ce deux
cellules spécialisent dans des types de cellules fonctionnellement distincts tandis que le
cTEC entraine I'engagement de la lignée de cellules T et la sélection positive et le mTEC

implique dans la délétion des thymocytes auto-réactifs ou favorise leur déviation clonale en

]



Introduction

cellule T régulatrice.(Rodrigues et al.,, 2018). Le mTEC subit des différents stades de
maturation  leur différenciation et développement régulée par différentes facteurs
notamment Les signaux extrinséques tels que RANK, CD40L et lymphotoxine-béta qui
favorisent la différenciation des mTEC en cellules matures avec une augmentation de
I'expression du MHC, CD80 et de I'AIRE (O’Sullivan et al., 2018).AIRE est un régulateur clé
de l'expression du TSA dans les mTEC et affecte la transcription de milliers de génes TSA
mais I'expression de TSA dans les m TEC peuvent se fait de maniére indépendante de
AIRE. (Anderson and Su, 2016a) et ont des autres roles notes I'expression des molécules
impliquées dans les processus d’interaction cellulaires et certaines molécules d’adhésions
linduction de l'apopotose dans les mMTEC et la sécrétion des chimiokines (Passos et al.,
2018a).

L'amplification de I'ADN par réaction en chaine par polymérase (PCR) est une technique
largement utilisée pour le diagnostic et la caractérisation virale en raison de sa sensibilité et
de sa spécificité (Dopazo et al., 1993). la PCR est une technique révolutionnaire développée
par Kary Mullis dans les années 1980 , est basée sur l'utilisation de la capacité de I' ADN
polymérase a synthétiser un nouveau brin d'/ADN complémentaire du brin matrice proposé .

La stabilité des hybrides d'amorce d'ADN ou d'amorce d'ARN est essentielle pour une
amplification efficace des régions génomiques souhaitées. Plusieurs programmes pour
identifier les amorces optimales ont été décrits (Dopazo et al., 1993) . les amorces utilisées
dans ce procédure ont des caractéristiques bien détermines pour assurer une sélection

optimale et une bonne PCR .

Notre travail est base sur la conception des amorces pour le géne AIRE qui est associes a

des maladies auto immunes mono génique provoque par une mutation dans ce gene .

]
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Chapitre 1: Revue de la littérature

1. Le géne AIRE
1. 1. Définition

AIRE (régulateur auto immune) est un facteur de transcription nucléique (Tanaka and
Sakaguchi, 2015). Le plus souvent exprimé dans les cellules au cours des premieres
stades de 'embryogénése mais avec le temps son expression est limitée aux quelques
cellules qui participent a la tolérance immunitaire (Berrih-Aknin et al., 2018) .Souvent
exprimé dans les cellules épithéliales thymiques mTEC (Zhao et al., 2018b). Et joue
un réle crucial dans la stimulation d’expression de la promiscuité de hombreux genes
codant pour les antigénes spécifiques de tissu (Herzig et al.,, 2017b) . AIRE a été
découverte pour la premiére fois dans les années 1997 comme un géne susceptible
d’'induire des maladies auto immune APECED (polyendocrinopathie —auto immune
,candidose dystrophie ectodermique) en cas d'une mutation dans leur géne
(Radhakrishnan et al., 2016).AIRE est capable de réguler I'expression de 3980 génes
et ont un r6le bien déterminé d’'induire une tolérance centrale et périphériques, et
aussi dans la génération de lymphocytes régulateurs Treg (Lopes et al., 2015).

1.2. Localisation

Le géne aire est localisé dans la région 2293 du chromosome 21 humains (Perniola,
2018).Et situé sur la position 39.72cM du chromosome 10 chez les souris (Passos et
al., 2018b).1l comprend quatorze exon couvrant environ 13Kb d’ADN génomique(Mora
et al., 2014a).Le dernier exon (exon 14) contient un codon stop dans la position 1756

suit par des séquences répétes(Finnish-German APECED Consortium, 1997)
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Figurel.l: la localisation du géne AIRE dans chromosome 21 humain

1.3. Protéine AIRE

Le géne AIRE codé pour une protéine multi domaine(Passos et al., 2018a) située dans

le noyau et ont une forte capacité d’attachement aux chromatines et régule le
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Chapitre 1: Revue de la littérature

processus de transcription des génes (Maslovskaja et al., 2015) .AIRE est codé pour
une protéine de 545 AA et de poids moléculaires de 58Ka(Berrih-Aknin et al.,
2018).qui contient dans I'extrémité N-terminal un domaine HSR/CARD (homogenously
staining region /domaine de recrutement de caspases) qui participe a I'oligomérisation
soit sous forme dimére ou tétramere pour se lier et attacher a des séquences
oligonucléoitides spécifiques(Lopes et al.,, 2015) .Elle influence également de
nombreux processus cellulaires, notamment le contrdle de la croissance, I'apoptose
cellulaire et la sénescence(Zhu et al., 2017).un domaine NLS (nhuclear localisation
signal ) intervient dans la migration de cytoplasme vers le noyau , un domaine SAND
(SP100,AIRE1 ,NucP41/P75et DEAF1) 180-280aa est un domaine de la liaison a
L’ADN et responsable de [linteraction protéine-protéine.(Chan and Anderson,
2015).Les domaines CARD NLS et SAND contiennent des résidus de lysine qui sont
des sites d’acétylations(Perniola, 2018). C — terminal de protéine aire terminent par
deux doit de zinc PHD 1(229-340aa) et PHD 2(434-475aa) souvent séparé par une
région riche en proline Le domaine PHD1 posséde un ligase ubiquitaire et lie aux
I'histone H3 non méthyle a la lysine 4(H3K4MO) et termine par 4 motifs de liaison au
récepteur nucléaire LXXLL (ou L est un leucine , et X est n 'import acide aminé ).
(Perniola, 2018).

Human AIRE

| - Main acefyiaticn/deacetylation sites. | [ - Activation of gene transcription |
. : . ——

1 100 159 280 259 340 434 a7s 545

G| I TI1T W] "1 | | e
TLCARD L NS SAND . PMD1_ PRR L PHDZ 1L
¥ +
| - &IRE import | | - DHA binding |

- Homamerizaton info cligomars | - Intpraction with tnmethylated hisborne H3 tail

= Imsraction with DMNA-FR

Figurel. 2 : structure de géne AIRE

4 . les partenaires d’ AIRE

CBP(protéine de liaison aux CREB) est un Co- activateur de plusieurs facteur de
transcription, la premiere partenaire d’'AIRE a été identifie (Perniola, 2018). Est un
ubiquitaire protéine acétyle transférase qui est active I'expression de genes par la
modification des protéines nucléaires comme [l'histone et régulateur

transcriptionnelle ,et interagit avec 'AIRE via ses domaines CH1 , CH3 il assure

]



Chapitre 1: Revue de la littérature

l'acétylation des résidus lysine de AIRE (Perniola, 2018). y compris H2A-K5, H2B-
K15, H2B-K15, H3-K14, H3-K18, H4-K5 et H4-K8 (Abramson and Goldfarb, 2016).
CBP interagit avec AIRE et joue un role important dans [l'activation
transcriptionnelle. grace a ces fonctions CBP est concéder comme un médiateur
clé de l'expression des génes dépendant de L'’AIRE (Abramson and Goldfarb,
2016).Une récente étude montre une association de AIRE avec des protéines
deacétylases , mTEC mature AIRE" expriment des niveaux éléves de protéines
deacetylase Sirtuin -1 (Sirtl) (Abramson and Goldfarb, 2016) .Sirt -1 interagit avec
AIRE et régule [lexpression des génes promiscuités de maniére spécifique
(Abramson and Goldfarb, 2016). Sirt -1 responsable de déacytlatation des résidus
lysines de AIRE situés entre les domaines NLS et SAND.(Abramson and Goldfarb,
2016). CRP et SIRT dont des effets opposes , mais l'acétylation et déaceéylation
lices a AIRE ont un r6le essentiel dans linduction d’expression des genes

promiscuités conduit par AIRE(Abramson and Goldfarb, 2016).

L’ADN — PKcs est 'une des protéines interagissant avec AIRE qui associes avec
tous les partenaires de AIRE impliques dans la transcription (Ku80, PARP-1, BRD4,
CDK9, TOP2A, DSIF, RNA-Polll)(Bansal et al.,, 2017) .L’ADN —PKcs phosphoryle
ARIE dans les résidus tyrosine 68 et serinel56 (Perniola, 2018) . Il est active par des
cassures doubles brin de 'ADN par la suite leur 'activation permet de recruter de
nombreux protéines impliquées dans la réponse aux dommages de 'ADN par leur la

phosphorylation (Abramson and Goldfarb, 2016).

ADN topo-isomérase sont des enzymes qui opérent sur la topologie de 'ADN
(Perniola, 2018).topo-isomérase Top2A est l'un des premiers partenaires de
AIRE(Bansal et al., 2017). est un enzyme qui activé en réponse a des dommages
d’ADN double brins et ont un role important dans la réparation des mésappariements
d’ADN(Abramson and Goldfarb, 2016) . Via l'activation de ADN —pk (Bansal et al.,
2017) et la poly ADN — ribose polymérase 1 PARP1. les ruptures causes par top2
sont des médiatiares essentiels pour I'expression des génes dépendants de 'AIRE
(Abramson and Goldfarb, 2016).

AIRE induit I'expression des génes par la libération du RNAP-II en
équilibre(Abramson and Goldfarb, 2016). il recrute P-TEFb aux sites de début de
transcription des génes cibles (Perniola, 2018). Aire interagit avec les deux sous
unités de P-TEFb la kinase dépendante de la cycline 9 (CDK9) et la cycline T (CycT)
(Abramson and Goldfarb, 2016).BRD4 est le principal recruteur du complexe pTEFb

pour interrompre la machinerie RNAP-II en se liant aux histones acétylées H3 / H4 il

)



Chapitre 1: Revue de la littérature

a été suggéré qu’'AIRE recrute BRD4 directement, via son domaine CARD acétylé
(Abramson and Goldfarb, 2016) . La protéine kinase 2 interagissant avec
I'hnoméodomaine (HIPK2) est une sérine / thréonine-protéine kinase impliquée dans
plusieurs processus cellulaires, y compris la régulation transcriptionnelle, I'apoptose
cellulaire médiée par p53 / TP53 et la régulation du cycle cellulaire(Abramson and
Goldfarb, 2016) .localisée dans les NB, phosphoryle AIRE (et CBP) (Perniola, 2018).
d’autres partenaires interagissent avec AIRE comme la protéine 6 associée a la mort
(DAXX), la cohésine, AIRE peut aussi réguler I'expression des genes également via
le traitement pré-ARNm (Abramson and Goldfarb, 2016).
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Figure 1.3 : formation d’'un complexe multimoléculaire qui impliqué dans le
mécanisme d'initiation et post initiation de la transcription des génes

1.5 . Distribution tissulaires et cellulaires d’AIRE

AIRE est un facteur de transcription non conovtienel (St-Pierre et al., 2015).exprimé le
plus souvent dans les cellules épithéliales médullaires et d’autres organes tel que le
pancréas , les organes lymphoides secondaires ( la rate , les ganglions lymphatiques )
et les organes reproducteurs ( ovaires et testicules ) (Perniola, 2018).L’expression de
protéine AIRE a été détecte sauf que dans le thymus le plus spécifiquement dans les
cellules épithéliales thymiques médullaires mMTEC et I'expression de TARNm a été
détecté au sein des nodules lymphatiques ,thymus ,la rate et le foie foetal .10 -207 de
cellules qui expriment 'AIRE dans les ganglions lymphatiques expriment aussi CD83et
CD45 sont des cellules dendritiques qui contient un ARNm codé pour une enzyme
indolamine 2,3 dioxygenase IDO et IL10, A partir les travaux de Zeng et al la majorité
des cellules qui expriment AIRE dans la rate sont des cellules dendritiques

.L'expression d'Aire a été détecté dans les mTEC, les CPA non conventionnels dérivés
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de la moelle osseuse (BM) qui présentent une expression élevée du MHC-II dans les
organes lymphoides secondaires, appelés cellules extra-thymiques exprimant Aire
(eTAC)(CMHI"EpCAM"™CDA4") (Herzig et al., 2017a). les eTAC ont un réle importante
dans I'établissement tolérance immunitaire par I' empéchement de maturation des
lymphocytes T auto réactifs qui ont échappé a la sélection thymique négative,. Les

cellules B du thymus expriment aussi l'aire(Matsumoto et al., 2020).
1.5.1. Les cellules épithéliales thymiques

Le micro environnement thymique constituent des différents types des cellules ;les
cellules AIRE",AIRE  ,des cellules dendritiques et des thymocytes (Passos et al.,
2018a). Les cellules épithéliales thymiques constituent une population hétérogénes
des cellules (Morimoto et al., 2018).y compris les TEC corticales et médullaires , et
l'une de ces cellules ont des fonctions distincts(Abramson and Anderson, 2017) .Les
cellules épithéliales corticales cTEC intervient dans la sélection positive tandis que les
MTEC joue un crucial rble dans la sélection négative et générer les lymphocytes
régulatrices Treg sous le contrble de L'AIRE qui régule I'expression de proximité des
génes PGE(Morimoto et al., 2018) .

1.5. 2. Ontogénie et maturation de TEC

Le thymus est un organe lymphoide primaire(Herzig et al., 2017a).qui se divise en
deux compartiments fonctionnellement différent sont le cortex et médulla , le cortex
aura lieu de sélection positives des thymocytes et le médulla responsables de la
sélection négative et établissement de tolérance centrale par expression de PGE dans
les mTEC (Kianizad and zZufiga-Pflicker, 2014).Les TEC sont un progéniteur bipotent
communs qui surviennent dans la troisiétme poche pharynagée (Hamazaki et al.,
2016) .puis passent par un stade ou les cellules exprimant des molécules associés au
CTEC avant de séparer en lignage de mTEC ou cTEC (Hamazaki, 2015). sous le
contrble de FOXn1l qui est un facteur de transcription essentiel pour le développement
et différenciation de TECs et I' expression de ce facteur a été détecté dans mTEC et
cTEC (Kianizad and Zudiga-Pflicker, 2014). FOXn1 controle I'expression des génes
codé pour la synthése de chimiokines CCL25, et cytokines SCF , et une défaut
d’expression de FOXn1 cause latrophie et absence d’expression des molécules
d’adhérences par les cellules TEC(Wang et al.,, 2020) .Les ctec et mtec provient
d’ectoderme et endoderme respectivement ,mais partagent un progeniteur épithéliaux
endodermigues communs (Abramson and Anderson, 2017).Les cTEC expriment

CD205+,B5t+, IL7 et a partir de 13.5 E les mTEC expriment une forte pourcentage de
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claudine 3 et 4 (Takahama et al., 2017). et sub diviser en sous ensemble mTEC"
(CD80™ et CMH™) et m TEC ' ( CD80 CMH"")(Takahama et al., 2017).

CD205,
B5t IL7 CMHI,CMH 1
,B5t,DLL4,CXC
—_— L12CCL25,Pns
s16Ly51,CD83,
CD205
TEPs cTEPs cTEC
CMHII,CCL21,
UFA1,CK5,LT
BR,AIRE
F2ZF2,RANK
CD80,CD86
mTEC

Figure 1. 4 : Ontogénie de TEC les mTEC et cTEC partagent un progéniteur bipotent communs TEPs

puis passent par un stade communs cTEPS qui capable par la suite de différentié en cTEC et mTEC

1.5.3. Les vois contrdlant la différenciation de mTEC

le développement et différentiation de mTEC régulée par différents facteurs y compris
le FOXN1 qui est un facteur de transcription exprimé dans la premiére stade de
développement de TEC et régulé par un nombre de BMP (BMP4) (Abramson and
Anderson, 2017).AIRE et d’autres signaux drivées de thymocytes(Wang et al., 2020) .
tel que le voie de NF-kB canonique et non canonique qui sont un role essentiel
d’expression de AIRE dans mTEC (Herzig et al., 2017c). et par la signalisation fournit
par des membres spécifiques du récepteurs de NF-kB RANK ,CD40 et le récepteur de
lymphotoxine B (LTBR)(ribiero2019).La maturation de cTEC dépend des signaux
fournit par des thymocytes immatures doubles négatives et double positives tandis
que la maturation de mTEC repose sur des signaux fournis par les thymocytes
matures (Wang et al., 2020). ces signaux contribues non seulement de différenciation
et développement de TEC, mais aussi dans le développement de thymus, la

signalisation de LTBR a été impliguée dans le maintien de la population cld
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3,4+SSEA+mMTEP dans le thymus néonatal et dans linduction de I'expression de
RANK et implique aussi dans l'organisation du compartiment medullaire (Ribeiro et al.,
2019).tandis que le RANK peut trouver a la fois dans les cellules mTEC ¥ et mTEC "y
compris les cellules AIRE+, est joue un réle dominant dans le développement de ces
population (Ribeiro et al., 2019) . les mTEC se développent de maniére dépendante de
LTBR et possédent un rdle important dans la migration des thymocytes positivement
sélectionnes vers le médulla (Ribeiro et al., 2019).Une autre voie de signalisation qui
est importante pour I'induction d’expression de FOXN1 et le développement de TEC
c’est la voie wingless (Abramson and Anderson, 2017). est un glycoprotéine sécrétes
et impliquées dans une grande variété de processus biologique y compris la survie , la
prolifération (Wang et al., 2020).Le wntl et wnt4 sont les principaux membre impliqué
dans le développement de TEC et contrOle I'expression de FOXN1lvia la
phosphorylation de AKT ,en générale les signaux WNT fonctionnent par des voies
dépendantes et indépendantes de 8 caténine (Wang et al., 2020).

La signalisation de NOTCH indispensable pour la différenciation de divers types de
cellules épithéliales , des études récentes montré que certains TEC expriment des
récepteurs de NOTCH (Abramson and Anderson, 2017).

La voie de mTOR régule le développement de TEC ,mTORC1/Recors joue un role
cruciale pour le développement de thymopoiese tandis que la surpression de
MTORC?2 /recors dans le TEC provoque I'atrophie thymique(Wang et al., 2020).

Le voie de signalisation du kératinocytes KGF dans TEC qui est active par la suite les
voies de P53 et NF-Kf et conduit a la transcription de plusieurs génes indispensables
pour la fonctionnement des lymphocytes y compris BMP2 ,BMP4, il existe aussi
signalisations par des facteurs de transcription tellque STAT3 qui est essentiel pour le
maintien de l'architecture thymique et ont un réle vitale dans le développement de
MTEC par leur activation via le mTEC ,qui peut directement phosphoryle STAT3 a ser
727 la différenciation de mMTEC nécessite également [lactivation d’histone
desacétylase3 (Abramsonand Anderson, 2017).

La singalisation de TGFB peut moduler négativement les signaux nécessaires pour le
développement de mTEC et inhibe la signalisation non canonique induit par les anti
CD40, NF-Kp et aussi par les cyclosporines , la cyclophosphamide et dexaméthason
qui affectent le développement de TEC(Wang et al., 2020).

1.5.4. Phénotype et différenciation de mTEC

Les cellules épithéliales médullaires thymigues mTEC ont un rdle crucial dans
I'établissement de tolérance immunitaire, élimination de lymphocytes auto réactif et

génération de Treg grace a leur forte capacité d’exprimer des antigénes restreint aux
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tissus TRAs(Lopes et al., 2015).mTEC provient d’origine bipotent communs TEPs qui
peut différencies en cTEC et mTEC (Takaba and Takayanagi, 2017). Leur
développement dépend fortement des signaux fournit par les cellules
hématopoiétiques au sein du thymus (Ribeiro et al., 2019) . y compris les signaux
extrinséques tels que RANKL, CD40L et lymphotoxine-béta qui favorisent la
différenciation des mTEC en cellules matures avec une expression accrue du MHC, du
CD80 et de I'AIRE (O’Sullivan et al., 2018) .Chez I'embryon les mTEC exprimant une
forte portion de molécules d’adhérences cellulaires claudine 3 ,4 et marqueurs de
surface SSEAL(stage specifigue embryonic antigenl(Lopes et al., 2015).avec le temps
ce progeniteur perd leur capacité d’auto renouvellement .

récemment le compartiment de mTEC a été reclassée en quatre sous population
principaux mTEC | — IV ces sous population ont des caractéristiques transciptionnelles

et moléculaires distincts (Wang et al., 2020)

mTEC

Progéniteur . . U mTEC mature mTEC Post AIRE
TEPs cTEPs de mTEC mTEC immature intermédiaire
//\
—> — —>
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eratin®

Corpuscule de hassal

Figure 1.5 : la différentiation des mTEC

le développement de mTEC est contrélé par le facteur AIRE , absence de ce gene
entraine des perturbations du compartiment cellulaire qui se caractérisent par
laccumulation de mTEC maturé et la réduction de corpuscule de hassal (Lopes et al.,
2015).

1.5.6. Les cellules Post AIRE

la différenciation de mTEC est continué au-dela du stade AIRE “pour devenir une
population mTEC intermédiaires AIRE'CMH" sont des cellules m TEC post AIRE qui

expriment une forte gamme des antigenes de kiratinocytes (K6 ,10rt involucine) (Wang
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et al., 2012). ces cellules sont encore capables d’exprimer des génes PGE(Wang et
al.,, 2012) .et régule par la signalisation de lymphotoxine B (Chan and Anderson,
2015).les m TEC perd leur noyau et fusionnent pour former des corpus de hassal
(Lopes et al., 2015). chez 'lhomme ces corpuscules ont un réle dans l'induction de

Treg en raison de co localisation dans le thymus (Wang et al., 2012).
1.5.7. Utilisation de TEC comme thérapie

Le Progeniteur de TEC peut utiliser comment thérapie pour améliorer la fonction de
thymus par exemple le FOXN1 qui est un régulateur de transcription essentielle pour

le développement et le fonctionnement du thymus

La régulation positive de l'expression de FOXN1 induit par TEC présent dans le
thymus des souris dgées a conduit a des améliorations de la thymopoiese (Takahama
et al., 2017). aussi linjection de précurseur précoce de TEC embryonnaire qui
exprimant une grande quantité de claudine (cellules cld3,4 hi) directement dans le
thymus donnent naissance a une médulla fonctionnelle , favoriser la suppression des
cellules T auto réactives et ainsi rétablir 'auto tolérance (Kianizad and Zufiga-
Pfliicker, 2014).

1.6. Fonction de AIRE
1.6.1. Fonction thymique
1.6.1.1. Tolérance centrale

Aire joue un role essentiel dans 'établissement de la tolérance centrale en favorisant
I'expression ectopique d'antigenes spécifigues des tissus dans les cellules
épithéliales thymiques médullaires (Crossland et al., 2016). éliminés les
lymphocytes auto réactives et générer les lymphocytes Treg (Berrih-Aknin et al.,
2018).L’expression des antigénes périphériques de tissus dans mMTEC se fait de
maniere dépendant et indépendant AIRE .ces deux facteurs AIRE et FeZF2
responsable d’expression d’environ 15000 génes au sein de MTEC(Speck-
Hernandez et al., 2018). le mTEC est capable d’exprimer lui seul une portion de TRA
(Perniola, 2018)

1.6.1.1.1.L’expression de géne PGE

AIRE est un régulateur transcriptionnel qui induit I'expression de la promiscuité de
milliers de génes codant pour des antigénes restreints aux tissus (TRA) dans les

cellules épithéliales thymiques médullaires (nNTEC) (Herzig et al., 2017a).En 1989
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linsk et al sont les premiéres qui proposent qu’une large variétés de géne sont
exprimés ectopiguement dans le thymus y compris les génes de reteints aux tissus
ou ils favorisent la sélection négative et linduction de tolérance immunitaire
(Abramson and Anderson, 2017).

1.6.1.1.2. Activation et le transfert de PGE

L’expression de PGE n’est pas limitée aux mTEC , mais aussi exprimé dans les
cellules cTEC sont principalement spécifiques aux lymphocytes (Perniola, 2018)
tandis que son expression a été détecté dans les cellules dendritiques et les
macrophages ,plus tard Hubert et al, ont constaté que certaines auto- AG doivent
étre transféres aux DC thymique pour étre présenté aux thymocytes , et son
transporte assure par le facteur régulateur AIRE (Perniola, 2018) . a été récrément
montrée qu’ AIRE'mTEC libérent des vésicules d’origine exosmose qui porte une

grande membre d’auto-Ags
1.6.1.1.3 .Expression de PGF dépend de AIRE

AIRE est un facteur de transcription classique liée directement au séquence
promotrice de géne (Danso-Abeam et al., 2011).et déclenche I'expression ectopique
de TRA dans mTEC par des mécanismes générales de transcription et favoriser
lallongement de la transcription(Ucar and Rattay, 2015).La muthylation de 'ADN , la
modification des histones et le miARN peuvent influencer le maintien de la PGE dans
MTEC (Ucar and Rattay, 2015).

1.6.1.1.3.1.larégulation epigénitique de PGF

AIRE interagit avec les marqueurs epigénitique répressives et recrutes des protéines
qui favorisent I'allongement de transcription et le traitement de pré-ARNm.(St-Pierre
et al., 2015).

1.6.1.1.3.1.1.muthylation d’ADN

La plupart de cpg sont méthyles dans le génome humaine pour assurer différente
fonction ,mais certains nombre des génes spécifiques de TEC sont hypométhylés
dans mTEC contrairement a d’autres types de cellules thymiques(Ucar and Rattay,
2015). Les régions promotrices de génes AIRE sont hypométhylés dans mTEC pour
assurer I'expression de PGE ,mais certains genes expriment de maniere dépendant
de AIRE sont hyperméthyle par exemple le géne Fgg (chaine gamma de fibrinogéne
) qui code pour une protéine spécifique de foie(Ucar and Rattay, 2015). Le domaine

SAND de AIRE interagit avec le complexe ATFZIP-MBDL1 localisée dans la région
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CPG méthyle de génome (Takaba and Takayanagi, 2017). ATFZIP-MBD1 montre
une association a I'histone méthyle transférase ESET également connue sous le nom
de SETDB1(Anderson and Su, 2016) .

1.6.1.1.3.1.2.modification des histones

Les régions promotrices de géne AIRE enrichie par des marqueurs répressives par
exemple H3K27 et un manque des marqueurs activateurs tel que H3k4 (Takaba and
Takayanagi, 2017).Le domaine PHD1 de gene AIRE reconnait [Ihistone
hypométhyleé H3k4(H3K4meO0) dans les régions promotrices des TRAs (Lopes et al.,
2015) .et induit Il'expression des génes apres la trimethylation ou acethylation
deH3(Takaba and Takayanagi, 2017).

1.6.1.1.3.1.3.la régulation post transcription de PGF

Récente études montré que aire peut contréle les mécanismes post transcription des
geénes par linteraction avec miARN (Perniola, 2018) .qui est une petite molécules de
20a 25nucléotide (Ucar and Rattay, 2015).les génes codant pour les miARN peuvent
utiliser des promoteurs alternatifs et de nombreux mIARN sont situés dans les
introns et son expression dans mTEC est indispensable pour I'établissement de la

tolérance centrale sous le contrble de AIRE (Ucar and Rattay, 2015).
1.6.1.1.4.L’expression de TSA indépendant de AIRE

AIRE exprimé plus de 40 Zdes TRAs ,mais TRA est exprimé de maniere
indépendante de AIRE qui provoque l'existence d’autre facteur qui contrdle
lexpression de TRAs dans mTEC(Ribeiro et al., 2019). Fezf2 a été exprimé dans
les population de mTEC avec une forte expression dans les mTEC" plus que
mTEC" et n’est exprime pas dans cTEC(Takaba and Takayanagi, 2017).Fezf2
n‘associe pas a des maladies auto immunes en cas des mutations mais dans
certains cas il peut associer a des maladies néoplasiques et 'autisme (Berrih-Aknin
et al., 2018).Fezf2 est un facteur de transcription conventionnel ,son expression a
été détectée pendant 'embryogénéses et augmente jusqu'a la période périnatale
dans les thymus (Berrih-Aknin et al., 2018).plus précise dans les mTEC (mTEC"
,mTEC") (Ribeiro et al., 2019) .Fezf2 est une protéine de 455 aa contient un domaine
répresseur d’homologue1 dans la région N terminal et six domaine de liaison a
'ADN de doigts de zinc a l'extrémité c termina(Berrih-Aknin et al., 2018). et liée
directement a la séquence spécifique d’ADN et déclenche la transcription mais le
mécanisme qui permet I'expression de TRA par le Fezf2est reste inconnue (Takaba

and Takayanagi, 2017) .
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AIRE Fezf2
L’expression de TRA Oui Oui
Liaison a ’ADN Non Oui
Développement de mTEC Oui Oui
Production de chimiokines Oui /
Transfer de TRA Oui /
Sélection négative Oui Oui
Développement de Treg Oui /

Tableaux1.1: Le r6le de Fezf2 et Aire dans la différenciation mTEC

Sélection négatif

Aprés la sélection positive qui aura lieu dans le cortex thymique les
lymphocytesLTCD4 et LTCD8 positivement sélectionnées exprimant des récepteurs
de chimiokines CCR7, ces cellules migrent vers le médulla ,ou les mTEC expriment
le ligand CCL19 et CCL21, puis ces cellules interagit avec les Ag de soi présenté par
les mTEC ou par les cellules dendritiques DC (Takaba and Takayanagi, 2017).qui est
exprimé par lintervention de facteur AIRE (Passos et al., 2018a) .mais certains
antigénes a été présenté et transféré aux DC , les cellules qui ont une forte affinité

aux molécules CMH-Ag sera éliminé (Takaba and Takayanagi, 2017).
1.6.1.2.Génération de Treg

AIRE en tant que contréleur transriptionnel et post transciptionnel de TRA dans les
mTEC , son mécanisme d’action est influence sur la sélection négative dans le
thymus et la génération de Treg (Passos et al.,, 2018a) .Les mTEC joue un rble
essentiel dans la génération de Foxp3+Treg et leur précurseurs(Cowan et al.,
2018).Certaines clone de Treg dépend d’expression de 'AIRE pour son génération y
compris Foxp3+MJ23Treg et RT83tgTreg qui se trouvent infiltres dans les tumeurs de
souris atteintes d’un cancer de prostate (Passos et al.,, 2018a) . AIRE responsable
d’expression des génes spécifiques pour le développement de Treg par exemple
hémaglutinie (Chan and Anderson, 2015).et aussi ont un rble important dans la
génération d’'un seul type de Treg dans la période périnatale (Chan and Anderson,
2015).d’autre travaux ont suggere que la différenciation de Treg ne dépend pas de la
présence de AIRE mais dépend de la présentation Ag- CMH par les cellules
présentatrices de I'antigénes dérives de la moelle osseuse ,mais comme savez aire
n’exprime pas dans ces cellules il a été suggéré que les antigenes de mTEC

pourraient étre transférés aux cellules dendritiques (Passos et al., 2018a).
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AIRE contrdle non seulement I'expression de TSA ,mais contrdle aussi I'expression
des molécules d’adhésion impliquant dans l'interaction cellules -cellules (Passos et
al., 2018a).la diminution de niveau d’expression de AIRE affecte 'expression de TSA
et les molécules d’adhésions comme l'integrine , claudine et CD80 nécessaire pour
ladhésion de mTEC-thymocytes qui est un processus essentiel pour la sélection
négative des thymocytes et établissement de tolérance immunitaire (Passos et al.,
2018a). D’autres role de AIRE dans linduction de l'apoptose dans les mTEC "
(Passos et al., 2018a) . cette fonction pro apoptotique peut améliorer l'auto-tolérance
et facilite la phagocytose et la représentation de TSA par les cellules présentatrices
de l'antigéne (Anderson and Su, 2016b).mais cette fonction n’est pas été confirmée.
AIRE régule également lI'expression de certaines chimiokines qui favorisent la
migration de thymocytes dans la médulla(Lopes et al., 2015). aire régule I'expression
de CCL17/CCL22 ligands de récepteurs CCR4et CCL19/CCL2lligandes de
récepteurs CCR7, le CCR7 responsable de migration de thymocytes dans la médulla
(Lopes et al.,, 2015) . Et régule aussi I'expression deXCL1 nécessaire pour la
localisation médullaires des cellules dendritiques , la déficience en XCL1contribue a
laccumulation des cellules épithéliales et également affecté le développement de
Treg(Anderson and Su, 2016b).
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1.6.2. Fonction extra thymiques

La présence AIRE a été détecté dans les organes lymphoides secondaires (la rate et
les ganglions lymphatiques ) au sein des eTECs qui jouent un rdle important dans la
maintien de la tolérance périphérique (Chan and Anderson, 2015).par I'expression
des auto antigéne extra thymique sous le contrble de facteur AIRE(Zhao et al.,
2018b). récemment a été montré que I'AIRE régule I'expression de 163 génes dans
eTEC par exemple I'expression des antigénes de l'insuline dans le pancréas .Les
eTAC et les cellules stromales y compris les cellules présentatrices de I'antigénes
CPA exprimant la TSA et éliminant par la suite les lymphocytes LTCD8 auto
réactives dans les organes lymphoides secondaire de maniére similaire & mTEC
dans les thymus (Conteduca et al., 2018). elle est capable également de transformer
les cellules T CD4 * auto réactives matures en cellules T négatives FoxP3 non
fonctionnelles (Conteduca et al., 2018).AIRE permet I'expression de CMH et CD86
dans les CPA qui influencée les signaux d’interaction entre les lymphocytes et CPA
pour affecter la fonction de présentation de lantigénes ,et aussi peut influencer
I'expression de TLR dans les cellules CPA plus précisément le TLR1,TLR3,TLR8
(Zhao et al., 2018c).

1.7. Larégulation de facteur AIRE

Aire est présente dans les premiers stades de I'embryogénése , mais cette
expression est rapidement régulé dans mTEC(down régulation dans post AIRE)
(Anderson and Su, 2016b). [larginine diméthylase et Ila lysylhydroxylase
bifonctionnelles ,JMJD6 semblent de réguler I'expression de AIRE au niveau
protéique ,la perte d’expression de JMJD6 entraine une accumulation de l'intron 2 et
une diminution de l'expression de la protéine AIRE ,également régulé par des
complexe nucléaires NFkB contenant p65 ou RELB responsables I'expression de
AIRE (Anderson and Su, 2016b) . les hormones sexuelles (cestrogénes et
testostérones) sont impliguées dans la régulation de l'expression thymiques de
'AIRE chez 'homme et la souris par le biais d’'une modulation transcriptionnelle
directe et changement epigénitique (Berrih-Aknin et al., 2018). La voie de transduction
du TNF et la voie du facteur de liaison CCCTC régulent également I'expression, de
IAIRE(Berrih-Aknin et al., 2018).

1.8. Les mutations de gene AIRE

AIRE favorise la tolérance immunitaire par l'induction de transcription ectopique des
antigenes tissulaires spécifiqgue TSA(Kaasch and Kaasch, 2016).une mutation de leur

géne contribue a des disfonctionnements de la tolérance , qui par conséguence

=
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contribue aux développement des maladies auto immune(Zhu et al., 2017). A ce
jours plus de 100 mutations a été identifie dans le géne AIRE(Bruserud et al., 2016)
.ces mutation sont responsables d’induire des maladies rares héréditaires
récessives(Mora et al., 2014b).les mutations du génes aire comprennent des
mutation non sens ,des suppressions ou des erreurs d’acides aminés unique(Berrih-
Aknin et al., 2018) .les point chauds de mutation d’ aire sont situées dans les exons
1,2,6,8,10 les exons 1 et 2codent pour le domaine HSR . I'exon 6 trouvées dans le
domaine SAND , I'exon 8 dans le domaine PHD1 et exon 10dans la région riche en
proline (Fardi Golyan et al., 2019).Le mutation le plus commun dans la population
finlandaises caractérises par le changement de C en T dans le nucléotide 889 située
dans I'exon 6 qui change par la suite 'acide aminée arginine par le codon stop ,
méme mutation a été trouvée dans la population Italie (hétérozygote
,germain(homozygote) (Finnish-German APECED Consortium, 1997) .R257Xc’est le
mutation le plus courant signalisées dans les populations finlandaise, ainsi que la
population juifs iraniens partagent une mutation commune de transition de A en G au
niveau du résidus 85qui devrait endommager le domaine HSR de la protéine AIRE
par substitution de la tyrosine 85 a la cystéine (Fardi Golyan et al., 2019).

1.8.1.Domaine HSR/CARD

ce domaine est crucial pour loligomérisation de la protéine AIRE, une nouvel
mutation a été identifiée dans exon 2 de région HSR
(c149insTGAA,p.Lys50Asnfsx168) (Fardi Golyan et al., 2019) .d’autre mutation
P.K83E localisé en surface de CARD qui ont un effet sur la transcription et
localisation par le changement de site de liaison de protéine-protéine (Bruserud et al.,
2016).

1.8.2.Domaine SAND

PG228 c’est la premiere mutation homozygote a été identifie en [Iltalie ,P.S278R
cette mutation peut induit des maladies auto immunes comme alpoecia totalis
,rfhumatoide et mélanome (Bruserud et al., 2016).

1.8.3.Domaine PHD

PHD1 est un lecteur d' histone lysine 4,et PHD2 implique dans la liaison de
chromatine , le plus commune mutation est la délétion de 13 paires de bases localisé

en 3 terminale de PHD1 qui conduisant a un décalage du cadre de lecture et pour

.
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conséquence une protéine tronquée (Bruserud et al., 2016) d’autres mutations y
compris C311y , P3266,P326l sont des mutations détectés dans un acide aminé
crucial pour phdl .

C302Y, PD312N sont des mutations trouves chez les patients attient et
hypoparathyroidisme PG305S causes [I'hépatite auto immune ,DT1et

hypothyroidisme (Bruserud et al., 2016).
1.8.4. Domaines NLS

La mutation NLS affecte limportation nucléaire de facteur de transcription a travers
les pores nucléaires par la reconnaissance des récepteurs nucléaires d’'importation
plus précise les molécules d’'importation a (Pellegrino et al., 2018).D’autre mutation
trouvés a l'extérieur de AIRE généralement est une mutation de la région promotrice

de AIRE et caractérisé par la délétion de 23 paires de bases (Bruserud et al., 2016)

EXON Mutation

Exon 1 c.1A>T c.1A>G c.2T>C c.22C>T ¢.43C>T c.44G>T c.47C>T
¢.55G>A ¢.62C>T ¢.83T>C ¢.86T>C c.100G>A ¢.93 94insT
c.64_69delGTGGAC

Exon 2 €.173C>A ¢.202A>G ¢.230T>C ¢.232T>A ¢.232T>C ¢.239T>G
€.238G>T ¢.247A>G ¢.254A>G ¢.260T>C c.269A>G c.274C>T
c.278T>G €.290T>C €.132+1G>C €.93 94insT
€.205_208dupCAGG €.132+1_132+3delGTGinsCT
€.267_275delCTATGGCCGEXxon

Exon 3 c.415C>T c.328delC c.402delC C.462A>T
€.319_321delAGCinsTG

Exon 4 €.463G>A ¢.517C>T ¢.463+2T>C ¢.489dupC c¢.515_516ins13
¢.540delG

Exon 5 c.607C>T

Exon 6 C.661A>T c.682G>T c.748A>T c.755C>T c¢.769C>T c.653-
387G>A ¢.653-1G>A ¢.652+14C>T ¢.789delC c.653-6_653-
4delTCC

Exon 7 €.834C>G ¢.845dupC c.798delC

Exon 8 €.892G>A ¢.892G>T ¢.901G>A ¢.906T>A ¢.905G>A ¢.908G>C

€.913G>A c.932G>A ¢.934G>A ¢.977C>A c.977C>T ¢.983G>A
€.879+1G>A ¢.966_969dupCCTG c.905_906delGT c.931delT
€.958delC ¢.967_979dell13

Exon 9 c.1072C>T €.995+5G>T €.1067_1071dupGGCCC
€.995+3 995+5delGAGInsTAT ¢.1053_1060del GGCAGAGG
Exon 10 c.1096-1G>A  ¢.1096-1G>C  ¢.1095+6G>A  ¢.1103dupC
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€.1155dupA ¢.1249dupC c.1242_1243insA c.1244 1245insC
€.1163 1164insA  ¢.1189delC  ¢.1193delC  c.1214delC
€.1249delC c.1265delC ¢.1236_1239dupGGCC

Exon 11 c.1322C>T €.1336T>G C.1347C>A €.1370dupG
€.1295 1296insAC ¢.1296delGinsAC c¢.1314 1326dell13ins2
€.1344delCinsTT c.1344delC c.1314 1326dell13ins2
€.1296delGinsAC c.1344delCinsTT

Exon 12 ¢.1411C>T ¢.1400+1G>A c.1450G>A
Exon 13 ¢.1513delG c.1516delG
Exon 14 c.1616C>T ¢.1638A>T c.1567-2A>G

Tableaux1.2 :les différentes mutations dans le génes

2. APECED

Le syndrome auto-immune polyendrocrinopathie candidose dystrophie ectodermique
APECED ou reconnue sous le non de syndrome polyendocrinien auto immune de
type 1 APS (APS1 ,0OMIM 240300) (Zhu et al., 2017) .C’est la premiere maladie
autoimmune localisée a [lextérieur de la région de complexe majeur
d’histocompatibilitt CHM (Finnish-German APECED Consortium, 1997). APECED
est une maladie auto immun récessif monogénique rare provoque par une mutation
dans le géne AIRE (Pellegrino et al., 2018). est caractérise par des
disfonctionnements de multiple glandes endocriniennes et non endocriniennes ,son
diagnostic est basé sur la présence de deux ou trois criteres y compris
hypoparathyroidisme ,candidose muco-cutanée chronigue CMC ,mais ces données
cliniques suggérent que ces critéres sont incompléte selon, le spectre phénotype
aux mutations de AIRE (Guo et al.,, 2018b).bien que la prévalence mondiale de
APS1 est rare , elle est observée avec une fréquence élevée dans certaines
populations spéciales tell que les juifs iraniens 1/9000 , filandis 1/2500 (Fardi Golyan
et al, 2019).France 1/500000, Slovénie 1/43.000,norway1/80000 et
poland1/129000(Guo et al., 2018b).

Les femmes sont plus sensibles aux maladies auto immun APECED que les hommes
(Berrin-Aknin et al., 2018).807 des patients qui atteintes le syndrome de Sjogren ,la
thyroidite auto immune et 607 a 757 attient RA, multiple sclérose et myasthénie sont
des femmes (Berrih-Aknin et al., 2018).les hommes et les femmes ont des
différences dans leur activité en raison des hormones sexuelles(Berrih-Aknin et al.,

2018).le thymus male exprime des niveaux plus élevé de I'AIRE par apport au

.
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thymus femelle (Conteduca et al., 2018). Des différentes facteurs peuvent influencer
lexpression de AIRE notamment les facteurs génétiques environnementaux et
hormonaux , concernant les hormones androgénes et dihydrotestosterone qu’
incérasses | ‘expression de AIRE dans les mTEC (femme et male ) (Conteduca et
al., 2018).Androgéne favorise I'expression de TSA dans les mTEC et déclenche par
la suite 'appoptose de cellules T et son effet dépendent fortement de la dose et de
type cellulaires (Berrin-Aknin et al., 2018).a partir de la puberté les hormones
sexuelles affectant la différenciation de thymus et modifies par conséquent la
différenciation des LT et augmente la sensibilité des maladies auto-immunes (Berrih-
Aknin et al., 2018).APS1 début généralement dans I'enfance ,évaluant avec le temps
et ayant une hétérogénecité (Chan and Anderson, 2015) .et caractérises par la
présence des auto anticorps contre une large gamme des antigenes spécifiques
notamment I'INFa,w et peuvent utiliser comme un marqueur de diagnostic précoce
pour différenciée entre ASP1 classique et non classique et ainsi peuvent utiliser
comme stratégie thérapeutique (Guo et al., 2018b).les patients atteints APS1
caractérises par la présence des différentes types des auto anticorps tell que
IL17A,IL17E et IL22 (Guo et al., 2018b)

2.1. Rhumatoide arthrites

RA est une maladie inflammatoire systémique chronique caractérisé par une
synovite persistance et la présence d’ auto anticorps (Feng et al., 2015).est une
maladie multifactorielle leur pathologie et écologie est resté inconnus ,les facteurs
environnementaux et génétiques jouent un réle importantes dans le développement
de la maladie (Yang et al., 2018).AIRE régule I'expression d’'une large gamme de
TSA qui peut contribue au développement de LT et la sélection négative , une
dysfonctionnement ou modification de niveau d’expression de 'AIRE peut altérer la
tolérance et [lapparition des maladies auto immunes (Feng et al., 2015) . certaines
polymorphismes dans le géne AIRE du ou développement des RA, une étude
récente dans la population japonise a été identifie deux polymorphismes rs2025876
et rs760426 dans le géne AIRE et d’autre dans la population caucasienne rs878081

qui peut associés au risque de développement de RA(Feng et al., 2015).

2.2 .CMC

Le CMC est associé a l'altération de la réponse de cellules TH17 et caractérisée par

des infections muco- cutanées systématiques récurrentes ou persistances causés

-
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par linfiltration de candida principalement candida albicans qui affectent les ongles ,
la peau ,la cavité buccale et la muqueuse génitale (Humbert et al., 2018). la
prévalence de CMC serait plus élevée chez le patients présentant la mutation
finlandaise AIRE R275X.

2.3. La maladie d’Addison AAD

est souvent associée a d’autre composant de syndrome polyendicrinien auto —
immune les facteurs génétiques et environnementaux contribuent au risque de
développer de AAD ,plusieurs genes et régions génétiques ont été associes a 'ADN
y compris CMH,CTLA-4 et protéine tyrosine phosphate non récepteur
22(PTNP22),differente mutation dans le gene AIRE notamment c.1411c>t
,c1507g>t(Bge Wolff et al., 2008)

2 .4. Alopécie areata

est une maladie auto immune cutanée spécifique aux tissus et caractérisée par un
perd de cheveux inégales (Conteduca et al., 2018) . avec une prévalence de 13’
a40’. chez les patients atteints APECED , une mutation homozygote dans I'exon 2 de
gene AIRE(cl73c>a, pALA58ASP) peut associer au risque de développer AA
(Arousse et al., 2018).

2.5. Diabéte

Le DT1 est 'une des maladies auto immunes provoqué par la destruction des cellules
B de pancréas ,il survient chez les patients atteints APECED ,mais seule une
minorité des patients peuvent développer le DT1(Holmdahl, 2007). l'insuline est un
auto antigéne couramment ciblé dans le DT1 est codé par un gene dépendant de
AIRE (INS)(Perniola, 2018). le DT1 a été associée a 'INS-VNTR qui affectent
'expression de l'insuline ,tandis que les alléles VNTR de classe 3 induisent un niveau
d’expression d’'INS plus élevé que les alléles de classe 1(Perniola, 2018) . une étude
montre l'association de HLDR4 dans linduction de développement de DT1
(Holmdahl, 2007).tandis que le HLADQB10602 joue un réle protecteur dans le
développement de DT1 associé aux APS a partir les travaux de gylling et al
(Perniola, 2018). AIRE joue un rb6le essentiel dans la régulation d’expression

thymique de INS

e
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2.6. Thérapie des patients atteints APS

Les patients atteints APS1 traités par l'utilisation des hormones, thérapie anti-

invectives et immunosuppression(Guo et al., 2018b)
3. AIRE etle cancer

Les fonctions de AIRE dans mTEC pourrait limiter 'échappement des lymphocytes T
auto réactives par la génération de Treg , et le RANK joue un réle important dans le
développement de mTEC"(Proekt et al., 2017) .AIRE régule I'expression de TSA qui
comprennent des antigenes qui sont exprimés a la fois dans les tissus normaux et
dans les cellules cancéreuses par exemple TRP1-Tyrosine etgpl00.(Su and
Anderson, 2019) . Aire et également exprimé dans les organes lymphoides (extra
tymiques) et régule par la suite I'expression des antigénes dans eTEC , ladinine
Ladl est un antigene qui trouve dans les cellules cancéreuses de sein et les cellules
extra thymique (Su and Anderson, 2019). d’autre antigene TRP1 qui est un antigenes
exprimé dans les mélanocyte et mélanome , les LTCDA4'réactives anti TRP1
subissent une délétion clonale (Sus2019rank). [lutilisation de traitement anti
RANK(denosumale) améliorait la réponse anti tumorale par 'aquisesiment de mTEC
AIRE™ et diminution de I'expression de AIRE (Proekt et al., 2017) . les inhibiteurs de
point de contrbles reposant sur la modulation de la tolérance immunitaire
périphérique qui active les lymphocytes T spécifique de tumeur apres leur sortie des
thymus , et le traitement anti RANK repose sur 'aquisisement de mTEC AIRE", les
chercheurs pensent pour développer une thérapie combinée entre RANK et les
inhibiteurs de point de contrdles pour améliorer la réponse anti tumorales(Su and
Anderson, 2019).
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Figure 2. 1 : le r6le de 'AIRE dans auto immunité et 'immunité anti tumoral
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4. Laréaction en chaine par polymérase PCR

L'ADN pourrait bien étre le meilleur utile de stockage de données de la planéte ,Ces
dernieres années, les chercheurs ont décrit plusieurs facons de coder les
informations dans I'ADN.(Blow, 2017).L'amplification par PCR de I'ADN est I'un des
développements technologiques les plus importants de I'histoire de la biologie
moléculaire(Martin, 2019). La réaction en chaine par polymérase (PCR) est
fondamentale pour la biologie moléculaire et la technique moléculaire la plus
importante pour le laboratoire de recherche.(Kalendar et al., 2011).Le principe de
cette technique a été également utilisé et appliqué dans de nombreuses autres
technologies d'amplification d'acide nucléique simples ou complexes TAAN (Kalendar
et al., 2017a). La réaction en chaine par polymérase (PCR) peut également amplifier
sélectivement un fragment par rapport a un autre . Parallelement aux expériences de
laboratoire d’amplification des approches in silico ou virtuelles (bioinformatique) ont

été développées, parmi lesquelles I'analyse PCR in silico (Marx, 2017).

4 1. Définition et les étapes de PCR

La réaction en chaine par polymérase (PCR) est une méthode d'amplification d'acide
nucléique fondamentale pour la biologie moléculaire et la technique moléculaire la
plus importante pour le laboratoire de recherche.(Kalendar et al., 2017a) .La PCR est
un test enzymatique simple qui permet I'amplification d'un fragment d'ADN spécifique
a partir d'un pool complexe d'ADN. La PCR peut étre effectuée en utilisant 'ADN
source d'une variété de tissus et d'organismes. Chaque essai de PCR nécessite la
présence d'ADN matrice, d'amorces, de nucléotides et d'ADN polymérase. L'ADN
polymérase est lI'enzyme clé qui relis les nucléotides individuels ensemble pour
former le produit de PCR. Les nucléotides comprennent les quatre bases - adénine,
thymine, cytosine et guanine (A, T, C, G) - qui se trouvent dans I'ADN. Ceux-ci
agissent comme les blocs de construction qui sont utilisés par 'ADN polymérase pour
créer le produit de PCR résultant. Les amorces dans la réaction spécifient le produit
d'ADN exact & amplifier. Les amorces sont de courts fragments d'ADN avec une

séquence définie complémentaire a I'ADN cible qui doit étre détecté et amplifié.

Ceux-ci servent de point d'extension sur lequel I'ADN polymérase peut
s'appuyer.(Garibyan and Avashia, 2013).Les brins d'ADN matrices sont amplifiés par

les cycles répétés de deux ou trois étapes, y compris :

=
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1- la dénaturation thermique (dénaturation d'une matrice d'ADN double brin en
simple brin.
2-recuit (recuit d'amorces sur une matrice d'ADN simple brin).

3- réaction d'extension (allongement des amorces par I'ADN polymérase).

(Kalendar et al., 2017) .

Un certain nombre de technigues isothermes ont également été développées
gui ne reposent pas sur le thermocyclage pour amplifier la réaction comme Le
test TagMan qu’ est un exemple de détection homogéne d'acide nucléique
d'une technique de séquence cible qui utilise une sonde modifiée(Kalendar et
al., 2017).

4.2 . Les avantages et limites de PCR

La PCR présente de plusieurs avantages PCR notamment leur facilité a
comprendre et a utiliser, et elle produit des résultats rapides, il s'agit d'une technique
hautement sensible pouvant produire des millions a des milliards de copies d'un
produit spécifique pour le séquencage, le clonage et I'analyse. Bien que la PCR a des
avantages mais aussi a des limites ,sachant que la PCR est une technique tres
sensible, toute forme de contamination de I'échantillon par des traces méme d'ADN
peut produire des résultats trompeurs De plus, afin de concevoir des amorces pour la
PCR, certaines données de séquence antérieures sont nécessaires. Par conséquent,
la PCR ne peut étre utilisée que pour identifier la présence ou l'absence d'un agent
pathogéne ou d'un géne connu. Une autre limitation est que les amorces utilisées
pour la PCR peuvent s'hybrider non spécifiqguement a des séquences qui sont
similaires, mais pas complétement identiques a I'ADN cible. (Garibyan and Avashia,
2013).

5. Choix d’amorces
5.1. Définition

Amorces ou primer sont de courts fragments d'’ADN avec une séquence définie
complémentaire a I'ADN cible qui doit étre détecté et amplifié(Garibyan and Avashia,
2013). La réaction de PCR nécessite une paire d'oligonucléotides différents ou
identiques (amorces)pour amplifier un morceau spécifique d'ADN en une seule
réaction, les températures de fusion des deux amorces doivent étre trés similaires
afin de permettre une liaison correcte des deux a une température d'hybridation
similaire ,les amorces aussi doivent étre trés spécifiques, et d'amplifier uniguement

les morceaux d'ADN qui sont la cible (Kalendar et al.,, 2017b) .Plusieurs critéres

&
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généraux indispensables pour la sélection optimal pour assurer une bonne PCR ,
ces amorces doivent étre hybrider uniquement la séquence cible ,parmi ces
facteurs ;la longueurs de oligonucléotides (entre 16 a 26 nt),le taux de GC qui doit
étre entre , de 40 a707. .

5. 2. Outil

La méthode in silico aide a concevoir des amorces. Il existe différents programmes
disponibles pour la conception d'amorces de PCR Comme «Primer3» et «Web

Primer».

La validation in silico peut étre effectuée a l'aide de I'outil BLAST et du logiciel Gene
Runner, qui vérifient leur efficacité et leur spécificité. Par la suite, les amorces
concues in silico peuvent étre validées en laboratoire humide. Aprés cela, ces
amorces validées peuvent étre synthétisées pour étre utilisées dans I'amplification du
gene / fragment d'ADN concerné(Kumar and Chordia, 2015) . Les séquences
peuvent étre récupérées a partir d'expériences de séquencage antérieures ou a partir
de référentiels de séquences en ligne. Parmi les référentiels en ligne utiles figurent le
National Center for Biotechnology Information (NCBI), http://www.ncbi.nlm.nih.gov/,
et l'Institut européen de bioinformatique, http://www.ebi.ac.uk/. (Mann and Haaf,
2010).

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): c’est un programme utilisé pour
rechercher des similitudes entre deux séquences . Dans la conception des amorces,
BLAST peut étre configuré pour rechercher des sites de liaison d'amorces sur un

ensemble de séquences pour prédire une amplification alternative du produit. BLAST

est disponible sur le site Web du NCBI http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/download.shtml (Mann and Haaf, 2010).
Outil Descriptio url

n
Primer3 Outil http://[primer3.wi.mit.edu/

complet

de

conceptio

n

d'amorces

de PCR
NetPrim Utilise http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.
e Pour paire el

individuell
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eou

primaire

Gene
Fisher2

Pour
générer
des
amorces
et
accepter
des
séquence
non

alignée

http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/genefisher2/

Web

Primer

Conceptio
n des
amorce
pour PCR
ainsi pour
le
séquenca

ge

http://www.yeastgenome.org/cqgi-bin/web-primer

Primer
BLAST

Primer
spécifique

cible

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

Tableau 2. 1 : Différents outils disponibles pour la conception des I'amorces
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Problématique

L’AIRE a été identifie comme un géne susceptible de provoque des maladies auto
immunes mono géniques connue sous le terme de polyendocrinopathie auto-
immune-candidose-dystrophie ectodermique Ou APS (PSA) chez 'homme , il est
devenue clair que I' AIRE joue un réle cruciale dans I'établissement de la tolérance
centrale et la génération de Treg , en effet la suppression de ce géne chez les
souris entrainent le développement de la méme syndrome décrit chez ’homme , ce
qui suggere une association entre le géne AIRE et le développement des maladies
auto immunes mono geéniques , pour cela I'étude de géne AIRE par différent
méthodes biologiques comme la PCR offre une meilleure compression de rble de ce
géne dans l'auto immunité .Cela fait 'objet de notre étude qui consiste a concevoir
les bonnes paires d’amorces qui peuvent étre utilisées dans les futures études

associes aux géne AIRE .
OBJECTIF

L’'objectif de notre travail est concevoir avec spécificité le couple d’amorces qui

encadrant le géne AIRE associe avec le syndrome de polyendropathie auto immune .
But

Le but de notre étude est de concevoir les bonnes paires d’amorces pour assurer une
amplification spécifique et efficace de la réaction de PCR , puis ces amorces
peuvent étre utlisés dans des futures études associés aux gene AIRE et les

maladies auto immunes .

&
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Matériel et méthode
1. Conception des amorces

La conception des amorces est une étape essentiel dans tous les types de méthodes de
PCR pour assurer une amplification spécifique et efficace d'une séquence cible, la sélection
correcte et spécifigue des amorces est une étape clé de la procédure de PCR (Kalendar et
al., 2017b).

Les amorces ont généralement une longueur de 18 a 35 bases et doivent étre congues de
maniere a avoir une identité de séquence compléte avec le fragment cible souhaité a

amplifier(Kalendar et al., 2014).
2. sélection des amorces

L’efficacité des réactions d'amplification par PCR dépend de nombreux parameétres, et en
particulier de la facon dont sont choisis les oligonucléotides servant d'amorces certains
parameétres sont généralement essentiels : distribution au hasard des bases, pourcentage
des GC d'environ 50 %, absence de structures secondaires surtout a I'extrémité 3', absence

de complémentarité entre les deux amorces pour éviter la formation de dimeéres.
2. 1. la spécificité

La spécificité des amorces est l'un des paramétres les plus importants pour une bonne
PCR. Les amorces optimales doivent s'hybrider uniquement a la séquence cible, en
particulier lorsque I'ADN génomique complexe est utilisé comme matrice (Kalendar et al.,
2017b).la capacité de I'amorces a former un duplex stable avec le site spécifique sur 'ADN
cible, et aucune formation de duplex avec une autre molécule d'amorce ou aucune

hybridation sur tout autre site cible (Rychlik, 1995)
2.2. lalongueur

Les amorces ont généralement une longueur de 18 a 35 bases et doivent étre connue de
maniére identique de la séquence complémentaire de fragment cible (Kalendar et al., 2014)
La différence de la longueur des amorces directs et inverses ne dépassant pas 3 nt
(Chuang et al., 2013) le premier amorce directe se lie a un brin dADN et le deuxiéme
amorce inverse se lie au brin complémentaire , la longueur de amorce est proportionnelle a

I'efficacité de I'hybridation .

2. 3. Température de fusion

&
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La température de fusion (Tm) est définie comme la température a laquelle la moitié des
brins d'ADN sont a I'état double hélicoidal et la moitié a I'état "bobine aléatoire". La Tm pour
les amorces courtes calculée par défaut en utilisant les paramétres thermodynamiques du
plus proche voisin (Kalendar et al., 2014).0Ou peut étre obtenue en utilisant I'équation de
Wallace pour calculer la Tms des duplex parfaits formés entre les amorces Tm =2 (A + T)
+4 (G + C).(Green and Sambrook, 2018).Des paires d'amorces doivent avoir des
températures de fusion similaires . Une amorce avec une T ,, significativement supérieure a
la température de recuit de la réaction peut mishybridize et étendre a un emplacement
incorrect le long de la séquence d'ADN étendre a tous.
2.4. lateneur de GC

La teneur en CG d'un oligonucléotide est le facteur le plus essentiel qui influence la valeur
Tm.(Kalendar et al., 2014).La proportion de GC est défini comme une valeur en
pourcentage qui indique le rapport des nucléotides «G» et «C» qui apparaissent dans une
amorce Une proportion de GC appropriée d'une amorce se situe généralement entre 40 a
60%.(Chuang et al., 2013).

2.5. Laséquence de I'extrémité 3

Le placement de I'extrémité 3 'de I'amorce est essentiel pour la réussie d’'une réaction de
PCR et également essentiel pour contréler les erreurs d’amorcages (Dieffenbach et al.,
1993).Une amorce avec une faible stabilité a son extrémité 3 ‘fonctionnera bien en PCR car
les appariements de bases proches et a I'extrémité 3' avec des sites non cibles ne sont pas
suffisamment stables pour initier la synthése Par conséquent, les parties 5 'et centrales de
I'amorce doivent également former un duplex avec le site d'ADN cible afin de s'amorcer
efficacement. Inversement, les oligonucléotides avec des extrémités 3 'stables et riches en
GC n'ont pas besoin de recuire avec la cible sur toute leur longueur pour s'amorcer
efficacement, ce qui entraine souvent une synthese de produit non spécifique (Rychlik,
1995).

3. Recherche de la séquence de géne AIRE

Le géne AIRE est situe dans la région 223 du chromosome 21 chez 'lhomme et dans le
chromosomelO chez la souris , se compose de 14exon couvrant environ 13Kb d’ADN
génomique. Pour la conception des amorces pour ce géne tout d’abord il doit recherché la
séquence de gene AIRE dans la base de donné en utilise ensembl qui est un systeme de
bioinformatique d’annotation automatique de génomes qui peut utilisé facilement grace au
site www.ensembl.org .

Premiérement en induisant le non du géne et sélectionné I'espace humaine puis tapé entrer

pour donné la séquence du géne .celles ci sont montres dans le figure

|
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¢ X @ ensemblorg/indexhtml @

Loading.

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

Ensembl is a genome browser for vertebrate genomes that supports

Tools BioMart > BLAST/BLAT > Variant Effect Predictor > research in comparative genomics, evolution, sequence variation and
transcriptional regulation. Ensembl annotate genes, computes multiple
Alltools Export custom datasets from Search our genomes for your DNA Analyse your own variants and alignments, predicts regulatory function and collects disease data
Ensembl with this data-mining tool or protein sequence predict the functional consequences Ensembl tools include BLAST, BLAT, BioMart and the Variant Effect
of known and unknown variants Predictor (VEP) for all supported species.

Ensembl Release 100 (April 2020)

o Update to GENCODE 34 (human) and GENCODE M25 (mouse)
® Update of gnomAD genomic allele frequencies to version 3

Human w |for ® New genomes: 3 mammals, 7 fish, 6 birds, 4 reptiles

(e cend [ e ) o Updated genomes: Platypus and Norther Pike

® New interface for configuration of multidimensional track hubs

Search

e.0. BRCAZ or rat 5:62797383-63627669 or rs699 or coronary heart disease
More release news on our blog

Other news from our blog

All genomes Favourite genomes I ® 12 Jun 2020: What's coming up in Ensembl 101 / Ensembl
Genomes 487

i‘ Human & 11 Jun 2020: Prs 2017 archive webstes unavalible nest veck

8l GRCh3spi3

Pig breeds Still using GRCh37?
Pig reference genome and 12 additional breeds

Mouse
n GRCm38 p6

® 10 Jun 2020: Ensembl under lockdown - Part 4

View full list of all species

Figure 3.1: Plateforme de la base de données ensembl

La séquence du géne AIRE est subdivise en séquences codantes ( en rouge) et séquences

Non codantes ( en noir).comme montres le figure

< C  # ensemblorg/Homo,_sapiens/Geng
L J

th Técharger a séquence Exons ExonsAIRE  Tous les exons de cette région

R Marquer cette page

Figure 3. 2: La séguence du gene AIRE sur la platforme
par la suite en copie la séquence du géne dans le document Word puis la séquence d’intérét

est encadrée pour faciliter notre travail et trouve facilement la séquence




Chapitre 2 : Matériels et méthodes

Ell « e ]
$ Coupes " e o Y R 4 Rechercher -
B o comernen <15 = ow{ 34) | asmncen| acnec AaBbC: AaBbce AsBHC. & remtee

Coller

0 Repmoiee b mine  Foume LAY S oo | P A

- — Modifier
&~ E- THomal | TSansint..  Titre 1 Titre 2 Tred - et | It Saedionner -

Fresse pspiers f- Police 5 Faragraphe = sty 5| Madiiation |

d9-07 ¢

B NS NN T R N EE R SR R R U R R R R 1 0

TIGCETGET

Page:isurls Mots:646 b Frangais (France) EE]

Figure 3.3: la sélection de séquence d’intérét de géne AIRE copié dans
le Word

4. L’outil primer blast
Primer-BLAST est un outil de conception d'amorces PCR spécifique a une cible a usage
général qui offre un niveau de sensibilité , de flexibilité pour répondre aux différents besoins
de conception d'amorce que I'on ne trouve dans aucun autre outil. Le programme Primer-
BLAST est exécuté sur le base de donnes NCBI pour fournir un service plus rapide et plus
fiable aux utilisateurs .

Cet outil est accessible au public

supplementaires du laboratoire -

Quvrir le Finder Frame Finder (ORF Finder)

Un outil d'analyse graphique qui trouve tous les cadres de lecture ouverts dans la séquence d'un utilisateur ou dans une séquence
déja dans la base de données. Seize codes génétiques différents peuvent étre utilisés. La séquence dacides amines déduite peut
&tre enregistiée dans différents formats et recherchée dans des bases de données de protéines a laide de BLAST

Visionneuse PSSM

Permet aux utiisateurs d'afficher, de trier, de sous-ensemble et de télécharger des matrices de score spécifiques a la position
(PSSM), soit & partir des enregistrements CDD, soit & partir des recherches de protéines BLAST de position spécifique itérée (PSI)
L'outil peut également aligner une protéine de requéte sur le PSSM et mettre en évidence des positions de haute conservation

Intéarateur phénotype-génotype (PheGenl)

Prend en charge la recherche de relations phénotype / génotype humain avec des requétes par phénotype, emplacement des
chromosomes, identificateurs de géne et SNP. Comprend des de dbGaP, du catalogue NHGRI
GWAS et de GTeX . Affiche les résultats sur le génome, sur la séquence ou dans des tableaux a télécharger.

L'outil Primer-BLAST utilise Primer3 pour concevoir des amorces de PCR sur un modéle de séquence. Les produits potentiels sont
ensuite automatiquement analysés avec une recherche BLAST sur des bases de données spécifiées par l'utilisateur, pour vérifier la
spécificité de la cible visée.

ProSplign

Un utilitaire pour calculer I'alignement des protéines sur la séquence nucléotidique génomique. Il est basé sur une variation de
I d' global de Waunsch et tient compte des introns et des signaux d'épissure
Gréce a cet algorthme, ProSplign est précis dans la détermination des sites d'épissage el lolére les erreurs de séquencage

Passerelle de: avancés de PubChem (PUG)
PUG permet d'accéder aux services PubChem via une interface programmatique. PUG permet aux utilisateurs de télécharger des
Annnéas d'inifier des recherches sur les structures chimiques, de normaliser les structures chimiques et d'interagir avec les
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Figure3.4: plateforme de la base de données NCBI.

Réinitialiser la page  Enregistrer les parameétres de recherche  Récupérer les résultats récents  Publication  Conseils pour trouver des amorce

. spécifiques

Modéle PCR
Entrez la séquence d'accession, gi ou FASTA (un enregistrement refseq est Intervalle
préférable) & Clair Du Au
CTGAGACCCGAGCCTCCCCGCCEAGBECACCTGTCTCGGCTTTGCCCCATTCGAGCAGGECCCTCOL CEAGGCAGGACAGGE ~ .
CCACATTCOGANGTGAGAGT TCTCTGAGTCCCGCACAGAGCGAGTCTCTATCCCCAGCCCCCARGECAGCTaCCCTaGTGGG 1| APPIt avant @ Clair
TGAGTCAGGCCAGGCCCGGAGACTTCCCGAGAGCGAGGGAGGGACAGCAGCGC CTCCATCACAGGGAAGTGTCCCTGCGGGA . .
GGCCCTGGCCCTGATTGGGCGCC6GEGCGCAGLGGCCTTTGCTCTTTGLGTGGTCGCGGEEGTATAACAGCGGCGCGLGTGE v ApprEt Inverse :|
€ TCGCAGACC GGGEAGACEEGCEEGL GCACAGE CEECGCGEAGGCCCCACAGE CCCGLCEEGACCCGAGGCCAAGLBAGGRE
E:,;gechargez le fichier ‘ Choisir un fichier | Aucun fichier choisi

Parametres d'amorce

Utiliser mon propre amorce ‘ ‘ ) Clair
avant (5'-> 3' sur le brin - -
plus) |@ Clair

Utilisez mon propre apprét
inverse (5 "-> 3' sur le brin Min Max

=
Taille du produit PCR

#d'amorces a retourner
Différence Min Opt Max Max T™

Figure3.5 : L'outil primer blast

5. Analyse de résultats

Le couple d'amorces choisi doit répondre aux critéres suivant:

e Choisir le couple d'amorces qui donne le moins de produits aspécifiques, afin
d'amplifier que le produit étudié

e Les températures d'hybridation des deux amorces doivent étre les plus proches
possibles, car la température d'hybridation lors d'une PCR est programmée en une
seule température ne doit pas dépasser de 4::C

e Lateneur en GC doit étre proche de 40% surtout dans la région 3’

e 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

¢ Pas de auto —complémentarité dans chacune des amorces.
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Reésultat

1. Analyse de résultat de primer blast
A partir les résultats données par l'outil primer blast en trouve que les 9 amorces parmi
les 10 couples d’amorces ont la capacité d’amplifie en plus un produit aspécifique de
moins de 900 paire de base donc ce résultat n’est pas pris en charge . La sixiéme
couple d’amorce a été choisi car elle amplifie seulement un produit spécifique de 666
paire de base . cette amorce a un longueur de 20 pair de base , généralement les
nucleotides qui sont un longueur de 18 a 24Pb sont extrement spécifigue de la
séquence .la teneur en CG est entre 60 et 55 pour 'amorce sens et anti sens
respective , la teneur en CG d'une amorce doit étre compris entre 40et 60 . la

temperature de fusion est entre 59 et 60 .la différence ente tm ne dépassent pas le 4

< c & ncbi.nim.nih.gov/tocls/primer-blast/primertool.cgi?ctg_time=159 job_key=HRFC35RRMfm-x4PCjgKn8PS5tsLZqq3f2A & « o H
intervaile 1-9uu -
Specificité des amorces Les amorces peuvent ne pas &tre spécifiques au modéle de PCR d'entrée car des cibles ont été trouvées dans |a base de données

sélectionnée: base de données du génome (assemblage de référence uniquement) pour les espéces sélectionnées (organisme
limité &4 Homo sapiens) ... aide sur des amorces spécifiques
Autres rapports BRésumé de |a recherche

©Vue graphique des paires d'amorces

22 Requéte_1 { Trouve ~ @ A FE @ 4% I A outils - | 4¥ Des pistes 2 2 -

RO L LI L O . [ .

-
Primer 5 = =]

Frimer 9 E=.

L |5@ |128 158 £ |258, |328, 350 a0@ 450 508 550 coa 650 700 758 |see |ese  sed
Requéte_1: 1..900 (900 nt) " &¥ Pistes affichées: 2/5

©Rapports d'amorce détaillés

Paire d'amorces 6

' >3 Brin de shut Arré o Auto Complémentarité
Séquence(5'> 3') mo déleLongueurDebutArretez Tm  GC% complémentarité desol3"

AmOlC® GAGAGTTCTCTGAGTCCCRCPUs 20 97 116 5055 6000 600 200

Amorce ,

inversée AACTTGTCATCAGGGACGCC Moins 20 762 743 6032 5500 3,00 2,00

Longueur

du 666

produit

Produits surdes modéles potentiellementindésirables

>NC_000021.9 Homo sapiens chramosome 21, GRCN38 p12 Assemblée primaire

|ongyeur du produit= 666
Caracteristiques associées a ce produit
[Equlateur auto-immun

Amorce sens 1 GAGAGTTCTCTGAGTCCCGC 20
Modéle 44285634 ............... 44285653

Amorceinversée 1AACTTGTCATCAGGGACGCC 20
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2. (:r\nfirn«ofir\n Aa rAciiltat
Figure 4. 1 :Résultat du Primer blast montrant les caractéristiques de la paire
La ¢ d'amorces choisis ite

https://genome.ucsc.edu/

Tout d’abord en soumis les séquences des amorces dans un analyse de conformation
les résultats de cette confirmation ont donne un produit situe dans le chromosome 21 et
amplifie un produit de 666 donc ces résultats confirment la fiabilité et la spécificité des

amorces que nous avants congus

UCSC In-Silico PCR

»chr2]:44385634+44286299 666bp GAGAGTTCTCTGAGTCCCGC AACTTGTCATCAGEGACGCC
GAGAGTTCTCTGAGTCCCGCacagagcgagtctctgtccccagoccccaa
ggcagctgoccctggtgestgagtcaggccaggscccggagacttcoccgaga
gcgagggaggsacagcagegcctocatcacagggaagtgtccctgoggga
ggccctggccctgattgggcgoccgggecggagcggcctttgoctettigeg
tgstcgcgegsstataacagocggocgcgogtggsctocgcagaccggggagac
EEECEEECECaCagCCgECECEgaEECCCCacagCCCCgSCCgEgacccga
ggcceagcgaggegectgccagtgtcccgggacccaccgocgtccgococcag
ccccgggtccccgcgoccaccccatggogacggacgoggscgctacgccgs
cttctgaggctgcaccgcacggagatcgocggtggccgtggacagogoctt
cccactgotgocacgocgoctggctgaccacgacgtggtccccgaggacaagt
ttcaggtgggctocccocgocccgococcccgotgoccccaggoccctgtgagec
agggatagtccccggegaagttccaggaggaccccgocccctccagatocoo
caagcccctoccagoccttoccccaactoccctcocccacaaggagoccaggaGla
TCOCCTGATGACAAGTT

Primer Melting Temperatures

Forward: 59.1 C gagagttctctgagtccoccgc
Reverse: 62.4 C aacttgtcatcagggacgcc

Tha tnmanoratirn calcolatinone arc Aoones accimina B0 mmbd calt and B0 oabd anne

Figured. 2 : confirmation des résultats de primer blast
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Discussion

Apres la premier découverte de gene AIRE dans les années 1997

développement des maladie auto immune

il été associée au

, APECED qui est la seule maladie mono

geénique a transmission mendélien décrire chez 'lhommes . I'étude de ce géne par l'utilisation

de PCR in silico est une opportunité qui facilite la recherche scientifique concernant ce géene

, en utilisant la conception des amorces qui est une étape critique dans tous les types de

techniques de PCR pour garantir une amplification spécifique et efficace d’'une séquence

cible , plusieurs outil

de bioinformatique a été utilisé pour faciliter la conception des

amorces
AMORCRS BUT REFERENCE
AIRE ,intron 2 Déterminer I'association des variant de

DOI: 10.1038 /

L’amorce sens
5’ACCCTCAACACCCCTACACCYT
L’amorce anti sens
5TGGCGACCTGGACAGCTC3

polymorphisme d’ AIRE avec le risque

de développer la maladie Addison

sj.gene.6364457.

AIREF1

Amorces sens
5CGTGCCAGTGTCCCGGGACCCACC3
Amorces anti sens
5GGGCGGGGTTCCTCCTGGAACTTC3’

Evaluer les mutation génétique d’AIRE
HLA de classe Il chez les patients

attient I'hyperparathyroidie chronique CH

DOI: 10.1111/

[.1365-
2265.2010.03862

X

L’amorce sens
5ATTGCTGACGCCCCTCTT3
Anti sens
5TAGGGCATTACCTGGTGGA3’

Le but de cette étude était d’étudier
Plus en détail le role possible de géne
AIRE sans la susceptibilité a la SEP dans

la population iranienne

PMID 29849988

Amerces sens

Etude I' association de la polymorphisme

DOl.org/10.1590/

5GAGAGTGCTGAGAAGGACAZ’ rs878081 d ’augmenter le risque de | 1414-

amorce polyarthrite rhumatoides. 431X20187944
5GTTTAATTTCCAGGCACATGA3Z

Amorces sens Examiner I'expression d’AIRE par Jmjd6 | DOI:

5AGGTGGGGATGGAA TGCTAY
Amorces anti sens
5'CCTCATTCCCAGCACTCAGTAZ

pour I'induction de l'auto tolérance dans
le thymus

10.1038/ncomm
59820

Amorces sens
5TCTAGGGCGCAGTAGTCCAGY
Amorces anti sens

5 TACTGGAAAGACCGCGAAGAZ’

Définie les mécanismes utilisée par
d’AIRE pour réguler I'expression des

genes

DOl.org/10.1016/
j-bbrc.2015.11.0
56

Tableau 5. 1 : 'étude de différentes amorces de génes AIRE par le technique de PCR

36
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Conclusion

La tolérance immunitaire met en jeu les mécanismes qui permet de contrbler les réponses
immunitaires, la tolérance centrale est 'une de ces mécanismes qui basé sur 'éducation des
lymphocytes T cordonnée par le géne AIRE responsable de I'expression des auto antigénes
restreint aux tissus dans les mTEC . Aire est un régulateur auto immune exprime
principalement dans les mTEC est joue un rdle clé dans la régulation de I'expression
génique des TSA essentiel de l'auto immunité favorisant la tolérance centrale dans le
thymus , mais son expression a été détecté dehors de thymique dans certains tissus
notamment la rate , les gonglions lymphatiques . ils assurent des déférentes roles
principalement I'expression ectopique des auto antigénes , la sécrétion des chimiokines et
des molécules d’adhérence intervient dans la déclenche I'apoptose . IL devenus clairement
que AIRE joue un réle clé dans I'établissement de la tolérance des lymphocytes T aux soi ,
une rupture de l'expression de ce géne conduit & des manifestations auto immune grave,
parmi ces manifestations APECED est une maladie auto immune mono génique récessif
rare caractérise par une CMC, une hypo parathyroide et une insuffisance surrénalienne
mais ce syndrome accompagné avec divers symptdomes secondaires peuvent se manifester

différent d’'un patient a un autre y compris alopécie , DT1 ,hépatite auto immune

La conception des amorces est une étape critique dans tous les types de techniques de
PCR pour garantir une amplification spécifique et efficace d’'une séquence cible, il existe
plusieurs outils de bioinformatique qui permettent de retrouver les séquence d’intérét des

genes et facilitent la concevoir des amorces .

Notre travail consiste a concevoir des amorces spécifiques a l'aide de brimer blast dans le
but de sélectionner des paires d’amorces qui assure I'amplification de la réaction de PCR
de notre gene , puis ces amorces peuvent étre utilisés dans des futures études associés

aux géne AIRE et les maladies auto immunes .

&
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Résumé

Introduction : Le régulateur auto immune AIRE est un régulateur important de I'auto immunité favorisant la
tolérance centrale en contrélant la sélection des thymocytes T par I'expression ectopique des antigenes des
tissus périphériques dans les cellules épithéliales médullaire thymique . les mutations de la protéine AIRE sont
le facteur causal de développement de maladie humaine auto immune . le polyendocrinien auto-immun de type
1 également connus sous le nom polyendocrinopathie auto-immune-candidose-dystrophie ectodermique
(APECED) est une maladie autosomique récessive rare caractérisée par trois symptémes hyperparathyroidie,
insuffisance corticosurrénale auto-immune et mucocutanée chronique CMC bien que d’autre auto immunité.La
réaction en chaine par polymérase (PCR) est fondamentale pour la biologie moléculaire et la technique
moléculaire la plus importante pour le laboratoire de recherche grace a leur sensibilité et spécificité , La
conception de I'amorce est une étape essentiel dans tous les types de méthodes de PCR..

Objectif :nous allons concevoir avec spécificité le couple d’'amorce de géne AIRE

But :le couple d’amorces connues au cours ce travail serviras a étudier I'association de géne AIRE avec auto
immunité .

Matériels et méthodes : recherche de la séquence de gene AIRE dans la base de donné ensembl puis utilisé
I'outil primer blast pour concevoir les paires d’amorces .

Résultats : outil primer blast donne 10 paires d’amorces , permis ces amorces en choisi un couple d’amorces
de 20 nucléotides de longueur qui donne un produit de 666 paires de bases .

Mot clé: le géne AIRE , tolérance immunitaire , mTEC , polyendocrinopathie auto-immune-candidose-
dystrophie ectodermique (APECED)

Abstract

Background :. The autoimmune regulator AIRE is an important regulator of autoimmunity promoting central
tolerance in the thymus by controlling the selection of the T cell through the ectopic expression of peripheral
tissue antigens (PTAs) in medullary thymic epithelial cells (nTECs) Mutations in AIRE protein are the causative
factor in development of the human disease autoimmune. Polyendocrinopathy type 1 (APS1) also named
autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy (APECED) is a rare autosomal recessive
disease characterized by a triad of symptoms including hypoparathyroidism, autoimmune adrenal insufficiency
and chronic mucocutaneous candidiasis (CMC) although other autoimmunity. The polymerase chain reaction
(PCR) is fundamental for molecular biology and the most important molecular technique for the research
laboratory through to their sensitivity and specificity. The design of the primer is an essential step in all types of
PCR

Objective: we will design with specificity the pair of AIRE gene primer

Porpose :the pair of primers known during this work will be used to study the association of the AIRE gene with
autoimmunity.

Materials and methods :search for the AIRE gene sequence in the database ensemble then used the primer blast
tool to design the primer pairs

Results : primer blast tool yields 10 primer pairs, allowing these primers to pick a primer pair 20 nucleotides in

length which gives a product of 666 base pairs.

Keywords: Aire gene ,immune tolerance n.mTEC, autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal
dystrophy (APECED)
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