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Glossaire

Une articulation :

Est composée de deux extrémités osseuses adjacentes recouvertes d'une couche de cartilage.
L'espace entre les extrémités constitue la cavité articulaire qui est délimitée par la membrane
synoviale des deux cotés et qui contient du liquide synovial. elle assure le maintien de la

posture et permet le mouvement ( Constantin et al ., 2018) .
La membrane synoviale :

Est une fine couche de cellules, formée de deux types de synoviocytes : les cellules synoviales
de type A ou de type macrophage et les synoviocytes de type B ou de type fibroblaste (FLS)
(Castro-Sanchez et Roda-Navarro, 2017). Elle a aussi un role dans la défense et la réponse

immunitaire intra-articulaire (Ea et al.,2008).
Le liquide synovial :

Est défini comme la collection de liquide confiné dans un espace articulaire. Sa production
provient de fibroblastes. Des modifications physiologiques du volume et du contenu du
liquide synovial se produisent en réponse a un traumatisme, une inflammation et une

pénétrance bactérienne, fongique ou virale (Seidman et Limaiem, 2022).
Le cartilage articulaire :

Est le tissu conjonctif hautement spécialisé des articulations. Sa fonction principale est de
fournir une surface lisse et lubrifiée pour l'articulation et de faciliter la transmission des

charges avec un faible coefficient de frottement (Fox et al., 2009).
L’arthrose :

Selon I'OMS : « L'arthrose est la résultante des phénomenes mécaniques et biologiques qui
rompent 1'équilibre entre la synthése et la dégradation du cartilage et de I'os sous-chondral. »

(Constantin et al., 2018).



Résumé

Résumé :

La polyarthrite rhumatoide (PR) est l'arthropathie inflammatoire la plus fréquente dans le
monde. Elle est caractérisée par la présence d’auto anticorps dirigés contre le peptide citrulliné

cyclique (anti-CCP) et le facteur rhumatoide (FR) .

L’objectif de cette présente étude est d’identifier le profil des micro-RNA exprimés de
maniére différentielle In Silico a 1’aide de divers outils bioinformatiques a savoir (NCBI
GEO2R, Limma R, Target Scan Human, miRDB, miRBase, BioRender) chez une population
atteintes de PR afin de déterminer le réle biologique de leurs génes cible et I’interaction entre
ces derniers. Pour cela un total de 46 individus ont été sélectionnés : vint huit (28) patients

atteints d’arthrite rhumatoide et dix-huit (18) témoins sains .

Quinze (15) micro-RNA exprimés de maniére différentielle ont été révélés : miR-101 ,
miR-142 |, miR-1468 , miR-1184-1 , miR-1246 , miRN-1247 , miR-4423 | miR-4445 , miR-
4448 , miR-4644 , miR-3529 , miR-6880 , miR-4531 ,miR-6880 ,miR-4531 .Parmi ces genes
2 micro-ARN sur exprimés chez les patients PR, le miR-5583 et le miR-8067 qui ont comme
gene cible IL-6 / VEZF1 et RPTPK / PDGFR qui jouent un rdle protecteur lors de la
chronicité de I’inflammation. Par ailleurs 13 micro-ARN ont été retrouvés sous exprimés ont
un réle de régulation négatif qui ont comme génes cibles : MMP-13, CXCL-12, PTPN2
IKZF2, STAT 3 , SP1, FOXK2, FCRL3, NFATS, IL12RBI1, DyrklA, CCR3, VEGFA ,
DLG1, CXCLsS ...

Cette étude permet d’explorer des biomarqueurs pronostiques afin d’améliorer le diagnostic
précoce de la PR en se basant sur les micro-ARN pour mettre en évidence les voies

biologiques importantes pour la transition vers maladie détectable.

Mots clés : Polyarthrite rhumatoide , micro-ARN ,miR-101 ,miR-142 , génes cibles



Abstract

Abstract:

Rheumatoid arthritis (RA) is the most common inflammatory arthropathy in world. She
East characterized by the presence car antibody directed against THE peptide citrullinated
cyclic (anti-CCP) and the rheumatoid factor (RF ) .

The objective of this present study East to identify the profile of the micro-RNA expressed of
differential manner In Silico using various bioinformatics tools namely (NCBI GEO2R,
Limma R, Target Scan Human, miRDB , miRBase , BioRender ) in a population with RA in
order to determine the biological role of their target genes and the interaction between these
latter. For this a total of 46 individuals were selected: eight (28) patients affected arthritis

rheumatoid and eighteen (18) healthy controls .

Fifteen (15) micro-RNA expressed of manner differential have summer revealed: miR -101,
miR -142 , miR-1468 , miR-1184-1 , miR-1246 , miRN-1247 , miR-4423 , miR-4445 | miR-
4448 , miR-4644 , miR-3529 , miR-6880 , miR-4531 ,miR-6880 ,miR-4531 .Among these
Genoa2 microRNAs overexpressed in RA patients, miR-5583 and miR-8067 which have as
target gene IL-6 / VEZF1 And RPTPK / PDGFR which play a protective role during
chronicity of inflammation. Furthermore, 13 microRNAs were found underexpressed have a
negative regulatory role which have as target genes : MMP-13, CXCL-12, PTPN2 IKZF2,
STAT 3, SP1, FOXK2, FCRL3, NFATS, IL12RBI1, DyrklA, CCR3, VEGFA, DLGI,
CXCLs ...

This study allows us to explore prognostic biomarkers in order to improve diagnosis early of
there PR in se basant on THE micro-RNA For put in evidence THE ways organic important

for transition to illness detectable.

Key words: Rheumatoid arthritis, microRNAs, miR-101, miR-142, target genes.
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Introduction

Introduction :

Le corps humain posseéde plus de 400 articulations qui sont recouvertes de cartilage, ce
qui permet aux os de glisser les uns sur les autres et formé ainsi une charpente stable, souple

et mobile (Lagorce et al., 2016).

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie auto-immune systémique chronique
associée a la prolifération du tissu synovial, a la formation de pannus, a la destruction du

cartilage et a des complications systémiques (Jang et al., 2022 ).

La physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide implique différentes cellules y compris les
synoviocytes de type fibroblastes (FLS), les acteurs clés du processus destructeur de la PR,
qui est régulée par les micro-ARN (une classe de petits ARN simple brin non codant ,qui
jouent un role de la régulation des génes ). Citant comme exemple le miR-101 qui favorise
I’expression de son géne cible MMP -13, intervenant dans la dégénérescence et la destruction

du cartilage dans les articulations PR (Araki et al, 2017) .

De multiples micro-ARN, exprimés de maniére différentielle chez les patients atteints de PR
sont retrouvés, a I’aide des algorithmes d'analyse bioinformatique et d'apprentissage
automatique basés sur les données de profilage d'expression des micro-RNA de GSE124373

de la base de données GEO.

Donc dans cette optique, notre étude se propose d’identifier l'importance biologique des
micro-RNA dans la pathogenése de 1a PR en vue de développer de nouvelles thérapies
utilisant des approches génétiques et ou biologiques qui permettent de mieux diagnostiquer et

mieux traiter les maladies chroniques.
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Partie bibliographique



Partie bibliographique

I-1 La polyarthrite rhumatoide (PR):

La polyarthrite rhumatoide est une maladie auto-immune chronique associée a une
inflammation systémique qui entraine de graves complications, une destruction articulaire et
une mobilité réduite. La PR touche 1 % de la population mondiale, avec une prévalence plus

¢levée chez les Européens et les Asiatiques (Bure et al., 2020).

La PR est ¢galement une maladie systémique pouvant s’accompagner de manifestations
extra-articulaires (cardiaques, pulmonaires, vasculaires, nerveuses, oculaires. . .) ayant parfois
des répercutions sur le pronostic vitale (Musset et Ghillani-Dalbin, 2013). Elle est aussi
qualifié¢e de maladie hétérogéne causée par une auto-immunité anormale déclenchée
par des facteurs complexes et des interactions environnementales qui contribuent a 1'étiologie
de cette maladie (Zamanpoor ,2019). La polyarthrite est plus fréquente chez les femmes que
chez les hommes, suggérant que les hormones et les facteurs génétiques liés au sexe, sont
impliqués dans le développement de la maladie. Elle est également fréquente chez les
personnes agées, ce qui est cohérent avec le rdle critique du systéme immunitaire vieillissant

dans cette maladie (Castro-Sanchez et Roda-Navarro, 2017).
Sur le plan physiopathologique, la PR évolue en trois phases :

= Une phase d’initiation : non spécifique et réversible.

= Une deuxieme phase : inflammatoire et de recrutement cellulaire aboutissant a la
synovite chronique.

= La troisieme phase : c’est une phase de prolifération synoviale ou interviennent des

facteurs angiogéniques, et des 1ésions articulaires (Sany,2003).
I-1-1 Epidémiologie de la PR :

La polyarthrite rhumatoide touche environ 1 adulte sur 200 dans le monde et survient 2 a 3
fois plus fréquemment chez les femmes que chez les hommes. Elle peut toucher des personnes
de tout age, mais son apparition maximale se situe entre 50 et 59 ans (Smith et Berman ,

2022).

La prévalence moyenne de la PR est estimée a 0,5 — 1,0 % dans le monde. Les facteurs
génétiques représentent 60% du risque de développer une PR (Lieben,2018).

Plusieurs facteurs de risque sont connus pour étre associés au développement de la PR,




Partie bibliographique

notamment des facteurs génétiques, sexuels (prédominance féminine, en général, les femmes
sont deux a trois fois plus susceptibles de développer une PR que les hommes) et

environnementaux (Smolen et al., 2018).
I -1-2 Physiopathologie de la PR :

= Le processus pathologique de la PR représente une inflammation auto-immune de la
membrane synoviale des articulations avec prolifération des cellules synoviales et
formation de pannus.

= (e tissu de granulation agressif semblable a une tumeur favorise I'érosion du cartilage
articulaire et la destruction des os.

= Le dysfonctionnement du tissu synovial permet aux macrophages, aux fibroblastes et
aux lymphocytes activés d'y pénétrer. Les lymphocytes T produisent une variété de
cytokines pro-inflammatoires, appartenant principalement aux superfamilles du
facteur de nécrose tumorale (TNF) et de l'interleukine (IL) ainsi que des facteurs de
croissance.

= Les lymphocytes B sont impliqués dans la production d'auto-anticorps tels que le
facteur rhumatoide (FR) et les anticorps dirigés contre le peptide citrulliné cyclique

(anti-CCP) (Nemtsova et al., 2019).
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Figure 1 : Les processus physiopathologique associ¢ a la PR (Castro Sanchez et Roda-

Navarro, 2017; Smolen et al., 2018)
I -1-3 Etiologie :

Bien que l'origine de la maladie soit encore inconnue, ces derni¢res années plusieurs
¢tudes ont montré de nombreux facteurs de risque qui sont impliqués dans le développement

de la polyarthrite rhumatoide, notamment la génétique, facteurs hormonaux et les facteurs

environnementaux (Smolen et al., 2018).
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Figure 2 : L'influence des facteurs de risque sur la PR (Du Teil Espina et al.,2018)

1. Les facteurs génétiques :
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Depuis un certain nombre d'études ont identifi¢ des génes de susceptibilité a la PR. Cette
derniere est une pathologie multifactorielle ou le syst¢tme HLA semble étre le principal, mais

non unique facteur de prédisposition génétiques (Viatte et Barton, 2017).

L'héritabilité de la PR semble étre d'environ 40 %, et est plus €élevée pour les PR séropositives

que pour les PR séronégatives (Frisell et al., 2016).

a) Locus HLA associés a la PR:

Le plus grand facteur de risque génétique de PR se situe dans la région de classe II de

l'antigéne leucocytaire humain (HLA) et code pour la molécule HLA-DRBI.

Les alleles de I’épitope partagé HLA-DRB1 y compris *04:01, *04:04, *04:05, *04:08,
*04 :10,*14 :02 ,*10:01, *01:01 et *01:02 (Figure 3) sont associés a une susceptibilité

accrue a la PR, en particulier aux protéines anti-citrullinées (Yarwood et al., 2016 ) .
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Figure 3 : les haplo-types HLA associé¢ a la PR (original)
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b) .les génes non HLA :

PTPN22: ( Protéine Tyrosine Phosphatase ,Non réceptrice de type 22) en positionlpl3,un
géne candidat en raison de son implication dans la signalisation et la régulation des
lymphocytes T qui sont des acteurs majeurs de I’inflammation synoviale dans la PR , une
hyperréactivité cellulaire généralisée ; qui peut perturber les interactions PTPN22 et PAD et

conduire a une hyper-citrullination ( Deane et al.,2017) .

PADI4 (Peptidyl Arginine Délminase 4) : une enzyme qui convertit les résidus d'acides
aminés arginine en citrulline, et la perturbation de ce processus peut contribuer a la formation

d'anticorps anti-citrulline.

STAT4 (Signal Transducers and Activators of Transcription) : code le transducteur de signal
et l'activateur de la protéine de transcription 4 (STAT4). Il a été identifi¢é comme un geéne

candidat pour la PR et d'autres maladies auto-immunes a la suite de GWAS.

TNFAIP3 (Tumor necrosis factor alpha-induced protein 3) : Facteur de nécrose tumorale,
protéine 3 induite par alpha(A20) c’est un autre gene candidat PR, situé dans la région
6q23qui code pour un composant de la voie de signalisation NF-«kB, I'enzyme de modification

de l'ubiquitine A20 .

CCL2(C-C Motif Chemokine Ligand 2) : un géne qui code pour la protéine

chimioattractante, qui recrute les monocytes et les lymphocytes T lors de I'inflammation.

IL1 (Interleukin 1) : un cytokine qui stimule le développement des cellules hématopoiétiques
et la différenciation des lymphocytes T et B. un médiateur clé¢ de l'inflammation, son

expression est affectée par plusieurs polymorphisme associ¢ a la PR (Dmitry et al.,2020) .
2. Les facteurs hormonaux :

La PR se développe fréquemment a des moments ou les niveaux d’hormones stéroides
sexuelles sont en flux, au cours des périodes post-partum et ménopause. L'utilisation des
contraceptifs oraux peuvent réduire le risque de formation d'auto-anticorps, et la gravité de la

maladie.
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L’insuffisance surrénalienne est observée chez les patients atteints. En cas de stress, le cortex
surrénalien producteur de cortisol répond mal. Des faibles niveaux de cortisol peuvent

favoriser l'inflammation (Sany,2003).
3. les facteurs environnementaux:

La prédisposition génétique ne peut pas totalement expliquer et déclencher le conflit
immunitaire responsable de la pathologie. Un systéme immunitaire doit répondre a un ou

plusieurs facteurs environnementaux ((voir Annexe..)Tableau I)
I -1-4 Le diagnostic biologique :

La polyarthrite rhumatoide est généralement divisée en deux sous-types appelés maladies
« séropositives » et « séronégatives », la séropositivité¢ étant définie comme la présence
d'¢lévations sériques des auto-anticorps du facteur rhumatoide (FR) et des anticorps plus
récemment décrits contre les antigénes protéiques/peptidiques citrullinés (ACPA) (Deane et

al.,2017).
a) Test biochimique :

VS : Une vitesse supérieure a la normale peut indiquer la présence d’inflammation dans le
corps. L’inflammation est ['un des mécanismes de  réponse de  systéme
immunitaire. L’inflammation peut également étre le signe d’une maladie chronique, d’une

maladie immunitaire ou d’un autre probléme de santé (Hinkle J et Cheever K,2014).

CRP : Les taux de protéine C-réactive sont souvent élevés chez les personnes atteintes de
polyarthrite rhumatoide. Les niveaux de protéine C-réactive (une protéine circulant dans le
sang) augmentent significativement en cas d'inflammation. Des concentrations élevées de

CRP peuvent indiquer I'activité de la maladie (Constantin et al., 2018).
b) Test immunologique :

Anticorps anti-CCP : Ces auto-anticorps ont toujours re¢u plusieurs noms : peptides
anticycliques, ou peptides ou protéines anti-citrullinés. Ces anticorps ont des épitopes
citrullinés cibles communs par modification post-traductionnelle de diverses protéines, qui

sont courantes dans l'inflammation . Cette transformation est appelée déméthylation ou
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citrullination et se produit au moyen d'une enzyme, la peptidyl arginine déiminase (PADI),

dans la membrane synoviale (Musset et Ghillani-Dalbin , 2013 ).

c)

Les Immunoglobulines :

FR : Les facteurs rhumatoides sont des auto-anticorps, principalement de type IgM, dirigés

contre le segment Fc des IgG humaines et/ou animales. La présence des niveaux élevés de FR

a une valeur diagnostique plus élevée de PR.

Le FR d'isotype IgG ou IgA est indiquée a 1'exception, qui peut étre réalisée en utilisant la

technique Elisa ou multiplex (Musset et Ghillani-Dalbin, 2013).

I -1-5 L’>épigénétique de 1a PR :

a) La méthylation :

Les premicres études ont trouvé une hypométhylation importante de I’ADN dans les

fibroblastes synoviaux PR, y compris :

Dy

2)

Une hypométhylation généralisée de I'ADN dans les fibroblastes synoviaux de PR, y
compris une hypométhylation du promoteur du géne CXCLI12. Dans ces cas, la perte
des signaux répressifs de méthylation de I’ADN entraine une augmentation de
I’expression des genes.

Un grand nombre de régions génomiques distinctes (hypométhylées et
hyperméthylées). La plupart des génes affectés semblent étre impliqués dans
I’inflammation, le remodelage de la matrice, le recrutement des leucocytes et les
réponses immunitaires (Glant et al., 2014)

Dans la PR, I'hypométhylation de 'ADN au niveau de sites CpG spécifiques dans les
cellules synoviales de type fibroblaste (FLS) est associée a la surexpression de génes
qui sont essentiels au processus pathologique des patients atteints de PR par rapport

aux individus sains (De Andres et al., 2015).

b) Les micro RNA :
Les microARN (miARN) constituent une grande famille de petits ARN de~21-nt non

codante, impliqués dans la régulation post transcriptionnels clés de l'expression des
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genes, et participent a la régulation de presque tous les processus cellulaires étudiés a
ce jour (Fabian et al.,2010).

Dans les cellules eucaryotes, les miARN se lient aux régions 3' non traduites des
ARNm cibles, entrainant une répression de la traduction et un silencage génique. Des
modifications du profil d'expression des miARN peuvent entrainer une dérégulation

des génes, voire une aberration phénotypique associée (Song et al., 2015).
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Figure 4 : La biosynthése des micro RNA chez I’animal (Weinholds et Plastrek
,2005)
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Des études récentes ont suggéré que les miARN font la navette entre différents
compartiments subcellulaires pour controler le taux de traduction, et méme la
transcription .Les miARN sont essentiels au développement normal des animaux et sont
impliqués dans divers processus biologiques . L'expression aberrante des miARN est

associée a de nombreuses maladies humaines (O’Brien et al ., 2018)

Compte tenu de leur role de régulateurs de 1’expression des geénes, ces molécules ont été
largement étudiées et seraient associées a certaines conditions physiologiques et
pathologiques spécifiques, proposées comme biomarqueurs.

En fait, la détermination du profil d’expression des microARN peut faciliter la
reconnaissance et le diagnostic de la maladie, et peut étre utilisée pour surveiller les
réponses thérapeutiques et établir le pronostic du patient, aidant ainsi au choix du

traitement (Jorge et al ., 2021 ) .
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L’objectif de cette présente étude est d’identifier le profil des micro RNA exprimés de

maniére différentielle In Silico a I’aide de divers outils bioinformatiques .

II.1 Matériel :

Cette étude a été réalisé avec un micro-ordinateur de marque Dell sous

Windows 10, et MS .office 2016.

I1.2 Population :
Au total, 43 Chinoises de la ville de Suzhou, en Chine, ont été recrutées, dont 25 patients
actifs atteints de PR (age : 45,60 ans + 9,84) et 18 sujets asymptomatiques (age : 47,11 ans £
14,09). Aucune donnée significative des différences d’age et d’IMC (kg/m2) ont été décelées

entre les cas de PR et les témoins .

I1.2 Méthodes :
11 s’agit d’une étude d’expression génique transcriptomique In Silico a 1’aide de divers outils
bioinformatiques a savoir (NCBI GEO2R, Limma R, Target Scan Human, miRDB, miRBase,
BioRender) (Voir Figure 5 )

1. Les données de la puce 8 ADN (GSE124373) ont été téléchargées de la base de
données Gene Expression
Omnibus(https://ncbi.xyz/geo/query/acc.cgi?acc=GSE124373).

2. Cette ¢tude a pour but d’établir le profilage des microARN a 1'échelle du génome dans
les cellules mononucléaires du sang périphérique de patients atteints de polyarthrite
rhumatoide (PR) et de témoins sains.

3. Notre étude est basée sur I’indentification du profil de microARN a I’échelle du
génome dans les cellules mononucléaires du sang périphérique des patients atteints
d’arthrite rhumatoide (PR) et des témoins sains.

» La puce Affymetrix miRNA 4.0 a été utilisée pour obtenir des profils d’ARN
chez :
o N =28 patients PR.

o N =18 témoins sains.
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Figure 5 :
I1.2-1 Recherche des genes exprimés de maniere différentielle :
2-1-1 NCBI GEO2R :

NCBI GEQ2R (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)est un outil qui permet aux
utilisateurs de comparer deux ou plusieurs groupes d’échantillons issus a partir de résultats
brutes de puces a ADN, RNAseq, CHIPseq, afin d’identifier les génes qui sont exprimés de
mani¢re différentielle. Les résultats sont présentés sous forme de tableau indiquant les
paramétres suivants : le nom des geénes, l’identifiant, le P wvalue, la localisation
chromosomique du gene, le numéro d’accession du gene.

NCBI GEO2R utilise le paquet Limma R (Linear Models for Microarray Analysis) du
projet « Bioconducteur » qui est basé¢ sur le langage de programmation R pour analyser les
données des micros-puces d’expression génique, en particulier 1’utilisation de modeles
linéaires pour analyser les expériences congues et 1’évaluation de I’expression différentielle.
Limma offre la possibilit¢ d’analyser des comparaisons entre de nombreux ARN cible

simultanément dans des expériences arbitraires complexes congues.

12
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Nous avons sélectionné les trois (02) groupes a étudier (patients atteints de PR &
témoins sains « healthy ») avec les paramétres suivants : le nom des génes, 1’identifiant, le P
value, la localisation chromosomique du geéne, le numéro d’accession du gene. (Figure 6)

(Smyth G. K, 2005).

Figure 6 : Représentation de I’outil NCBI GEO et son mode d’utilisation.

2-1-2 Target Scan Human (release 8.0)

Target Scan (http:/www.targetscan.org/) prédit les cibles biologiques des miARN en
recherchant la présence de sites conservés 8mer, 7mer et 6mer qui correspondent a la régionde
graine de chaque miARN Target Scan prédit les cibles biologiques des miARN en recherchant
la présence de sites 8mer, 7mer et 6mer conservés qui correspondent a la région

d'ensemencement de chaque miARN (McGeary et al., 2019). (Figure 7et 8)
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Figure 7 : Représentation de 1’outil Target Scan et son mode d’utilisation.
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Figure 8 : Méthode de prédiction des sites de fixation des miR utiliser par 1’outil TargetScan
(McGeary et al., 2019).

14



Matériels &Méthodes

2-1-3 miRDB :

miRDB (https://mirdb.org/mirdb/index.html) est une base de données en ligne pour la

prédiction des cibles miARN et les annotations fonctionnelles. Toutes les cibles de miRDB
ont été prédites par un outil bio-informatique, MirTarget, qui a été développé en analysant des
milliers d'interactions miARN-cible a partir d'expériences de séquengage a haut débit. Les
hotes miRDB ont prédit des cibles miARN chez cing espéces : humain, souris, rat, chien et
poulet. Les utilisateurs peuvent également fournir leurs propres séquences pour la prédiction
de cible personnalisée a 1'aide de l'algorithme de prédiction mis a jour. Ces miARN, ainsi que
les annotations fonctionnelles associées, sont présentées dans la collection FuncMir dans
miRDB. Dans une mise a jour récente, miRDB présente les profils d'expression de centaines
de lignées cellulaires et 1'utilisateur peut limiter sa recherche de cibles miARN exprimées

dans une lignée cellulaire d'intérét (Liu W et Wang X, 2020). (Figure 8)
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Figure 9 : Représentation de I’outil miRDB et son mode d’utilisation.

2-1-4 miRBase :

miRBase est le principal référentiel public et ressource en ligne pour les séquences de

microARN et I'annotation (Figure 9)

Le site Web miRBase ( http://mirbase.org/) fournit un large éventail d'informations sur les

microARN publiés, y compris leurs séquences, leurs précurseurs de biogenése, les
coordonnées et le contexte du génome, les références de la littérature, les données

d'expression de séquencage en profondeur et 1'annotation communautaire. miRBase agit
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¢galement comme un portail pour les informations de tiers sur les geénes et la séquence des
microARN, en se connectant a d'autres ressources telles que celles qui incluent des cibles de

microARN prédites et validées expérimentalement (Kozomara et al., 2019).

mifkBaze

Frvmim | Femmaas | Foeeps

et cepmal. anw Fae gesdrey] wiee-rBR S, Satesne
| et gn me = by L W el 1 ' Ll b

e orpmerare ared e,

w1 - e T e —

| whighis simbmgw bkt =% jrp omi i Sesdumiog i, pessdil bp R Oesledl 0

Pauls & scpsnce Sae i s th b ey A mFss e seysrn e | mae sl 1000 mis . Yoo e chooss b ssamch S R DI YR LN SeTLEns O ITALre
recEMEy Tan seaarh mg Feker 8 Pewe mirsdes. Pleess role [ra Doy o desdnres o0 sesdch b heanodoes. o imarall Y sevp eraet, ol B gresdict Hhele barpet shies. Do et oie
i T, e el Pap a0 [aiinbd [ofs

L S LR R ‘wran =i =

Figure 10 : Représentation de I’outil miRbase et son mode d’utilisation.

2-1-5 BioRender :

BioRender (https://app.biorender.com/) est une application en ligne utilisée pour créer,

modifier et collaborer sur des diagrammes et des illustrations scientifiques. Il propose une
vaste bibliotheque de plus de 40000 icones a utiliser dans la création d'affiches scientifiques,

de présentations, de publications, etc.
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Figure 11 : Représentation de 1’outil BioRender et son mode d’utilisation.
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ITI-1-microARN exprimés chez les PR :

D’apres les résultats obtenus de NCBI GEO qui ont été générés a 1’aide de limma nous avons
trouvé 2563 genes (voir Figure 11), le vennDiagram représenter ci-dessous nous a permis
d’explorer et de télécharger le chevauchement dans les geénes significatifs entre les deux

groupes d’étude « PR vs Healthy ».

Venn Diagram
GSE124373: limma, Padj<0.05

PR vs
Healthy —

15

2563

Figure 12 : Représentation venn Diagram du chevauchement dans les génes significatifs entre

les deux groupes d’étude.

D’aprés le diagramme de Venn illustré dans la figure 12, on peut constater le nombre de géne
exprimer dans cette étude est de 2563 geénes, parmi les geénes retrouvés dans ces résultats,
quinze (15) micro-RNA sont exprimés de maniére différentielle chez les différents groupes

¢tudiés PR et témoins sains (Healthy) (Tableau 1) .
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Tableau I : Résultats des miRNA retrouvés par 1’analyse NCBI GEO2R.

N° ID p-val Gene symbole Ch localisation
1 20500186 0,00002905 MIR101 1p31.3

2 20500749 0,00008556 MIR142 17q22

3 20504567 0,00001502 MIR1468 Xqll.1

4 20506716 0,00016581 MIR1184-1 Xq28

5 20506837 0,00000101 MIR 1246 2q31.1

6 20506839 0,00023577 MIRN1247 14g32.31
7 20518793 0,00002021 MIR4423 1p22.3

8 20518821 0,00000766 MIR4445 3ql13.13

9 20518825 0,00000577 MIR4448 3927.1

10 20519422 0,00003456 MIR4644 6927

11 20519547 0,00008334 MIR3529 15g26.1
12 20521820 0,00001503 MIR5583 Unknown
13 20525721 0,00021844 MIR6880 Unknown
14 20525747 0,00028447 MIR6893 Unknown
15 20529777 0,00023295 MIR4531 19q13.31
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Généré a 1’aide de I’outil limma (volcanoplot) le diagramme volcan montre la
signification statistique (valeur -log10 P) par rapport a ’ampleur du changement (changement
de pli log2) pour la visualisation des génes exprimés de maniere différentielle chez les

groupes d’étude (Figure 13).

GSE124373: PR vs healthy

-log10(Pvalue)
3
I

™ T|Padj<0.05
= down
o= — " up
T T T
2 1 0 1

log2(fold change)

Figure 13 : Représentation volcano plot des génes exprimés de manicre différentielle chez les

groupes d’étude « Healthy vs PR ».

Les résultats de 1’analyse effectuer par le logiciel Limma mettent en évidence les
genes qui sont significativement exprimés de manicre différentielle a un seuil de valeur de p
ajusté par défaut de 0,05 (point rouge up-regulated , point bleu down-regulated, point noir
other gene).(voir tableau I7) .

Tableau II : Les génes exprimés de maniere significative différentielle.

REY BT Gene Symbol

Upregulated MIR4531, MIRS5583.

Downregulated = MIR 101, MIR142, MIR1468, MIR1184-1, MIR1246, MIRN1247,
MIR4423, MIR4445, MIR4448, MIR4644, MIR3529, MIR6880,
MIR6893.
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Résultats & Discussions

osseuse, il bloque ’activateur du récepteur du ligand du facteur nucléaire kappa B (NF-kB)

(RANKL), qui est indispensable pour la différenciation et 1’activation des ostéoclastes
(Tanaka et al., 2018) (Figure 15).

= La sur-gxpression de miRk S583 ; E‘Ei:gcé::';l-;:f"‘:" o e T Tt
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Figure 15 : Représentation schématique de 1’effet de miR-5583 sur le géne IL6 (Original) .

Nos résultats pris de la base de données miRBD ont montrés que la surexpression de

miR-5583 inhiberait I’expression de géne VEZF1 liés a I’angiogenése. (voir figure 16 )

——
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Figure 16 : Représentation schématique de I’effet de miR sur le gene VEZF1
(Original) .
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Le géne VEZF1 code un facteur de transcription de doigt de zinc qui est essentiel pour
I’angiogenese du développement et la lymphangiogenese. Il est donc proposé d’agir comme
activateur transcriptionnel de génes pro-angiogéniques comprenant EDN1 , MMP2 , STMNI ,
MMP , CITED2 (Duetal2019).

La prédiction des cibles biologiques des microARN en recherchant la présence de sites
8mer, 7mer et 6mer conservés qui correspondent a la région de the seed de chaque miRNA
(voir Annexe..) établie par 1’outil TargetScan pour le miR 5583 sont représentées dans le

Tableau /11

Tableau I11 : Prédiction des sites du fixation miR 5583 par TargetScan.

Le nom de Appariement consécutif prévu de la région cible (en | Type de site
géne haut) et du miARN (en bas)

IL-6 5" vooow UGASATALIILIALIGLIALILLAGLILLE, | | Tmer-m8
LT A
=i GUCUUALAC CCALALLRALICA LS,
VEZF1 LES v = EEAGALILIL A LIS AL AGTIL A, - . Smer
RERRRE
=2 fr LI B 0 o T B L LT T
T e oo LICTLILRLICE LIS 0 LILALIE RS AL, Tmer-mY
LI
3 L LIRS A L AL A AL A0
5° - GULAAGAGARALGGAS - - ALILIAGULIG . .
111 FTTTTN
i GUCLHUALACCCALIGLAALICARS
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b) En se basant sur les résultats retrouvés dans GEO2R, le microRNA miR-8067 est sur-
exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence significative p < 0.05, par

rapport a son expression chez les controles (Figure 17).

CGRET 28T/ 20528777
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R P e
21| 2(3)a(a(2( a2 2|32 2|3)2|2 2|22 3|7 |212[2[2|3 |o[2(32 o[ o[213)e{2[2 3222
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Figure 17 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR8067 chez les

groupes d’étude (PR, témoins sains).

D'aprés les résultats nos recherches effectuées sur la base de données miRBD, le
microRNA miR-8067, qui a été trouvé sur-exprimé chez les patients atteints de PR, a ciblé les

genes RPTPk et PDGFR.

Selon Charbonneau et ses collaborateurs, le PDGFR est un RTK critique nécessaire
au phénotype prodestructif des cellules synoviales de la PR. La signalisation via le TGF-3
autocrine et la formation d'invadosomes médiée par le PDGFR induisent la dégradation de la

matrice extracellulaire (MEC) (Charbonneau et al., 2016).

En régulant la phosphorylation de SRC, le RPTP«k favorise 1'action pathogene de FLS,
médiant I'activation croisée du facteur de croissance et la signalisation des cytokines anti-

inflammatoires par TGFp dans FLS PR (voir Figure 18) (Stanford et al, 2014) .
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+ miR sous-exprimés sont :
c) D’apres les résultats que nous avons trouvés dans GEO2R, le microRNA miR-
101(voir Figure 19) est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une

différence significative p< 0.05, par rapport a son expression chez les controles .

FEEI 28T 1200 pE

B oSS i AT

Figure 19 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR101 chez les

groupes d’étude (PR, témoins sains).

Les résultats extraits de la base de données GEO2R montrent que les geénes cibles de

ce microRNA miR-101 sont MMP-13 et CXCL-12 qui sont surexprimés dans la PR.

Selon Araki et ces collaborateurs, les fibroblastes de la PR produisent des enzymes
dégradant la matrice extracellulaire, y compris les MMP. La MMP-13 est un collagénase 3 qui
clive les collageénes, joue un role essentiel dans la dégénérescence et la destruction du

cartilage dans les articulations PR (Araki et al, 2017).

Peng et ses collegues ont rapporté que la chimiokine CXCL-12 est fortement exprimée
chez les patients atteints de PR et qu'elle peut participer a la réponse immunitaire a la PR par
la médiation de la migration et de I'activation des cellules T et B, et promouvoir la sécrétion
de métalloprotéines matricielles (MMP) par les chondrocytes, y compris MMP-1 et MMP-13,

et induire des 1ésions du cartilage articulaire (Peng et al.,2020).
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Résultats & Discussions

d) Selon les résultats retrouvés dans NCBI GEO on constate que le miR-142 est sous-
exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence significative p < 0.05, par

rapport a ’expression de ce dernier chez les controles. (voir figure 21 )
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Figure 21 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR142 chez les

groupes d’étude (PR, témoins sains).

Les résultats obtenus par GEO2R, montre que le miR-142 est sous exprimé, qui cible
le gene IKZF2 qui code pour une protéine de doigt de zinc Helios, un membre de la famille

des facteurs de transcription Ikaros, en stimulant la surexpression de ce geéne.

Helios favorise la méthylation de la région TSDR de gene FOXP3, qui est requise pour
la régulation de la fonction inhibitrice des lymphocytes Treg (Zafari et al ., 2018) .

Donc I’inhibition de FOXP3 induite par cette méthylation, augmente la production des
cytokines (IL2, INFyIL17) , qui jouent un role crucial dans la pathogenése de la PR (Bettelli
etal.,2005) . (voir figure 22)
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Figure 22 : Représentation schématique de 1’effet de miR-142 sur le géne IKZF2 (Original).

A partir de I’analyse GEO2R La sous-expression du miR-142 corrobores avec le taux
¢levé d’expression du géne PTPN2. La protéine codée par ce géne fait partie de la famille des
protéines tyrosine phosphatase (PTP). Cette derniére régule négativement de nombreuses

voies de signalisation et processus biologiques tels que la réponse inflammatoire.

D’apres Cerosaletti et ses collaborateurs le PTPN2 régule négativement la
signalisation médiée par les cytokines (IL2/interleukine-2 et interféron) par déphosphorylation
des kinases cytoplasmiques JAKI, JAK3 et de leur substrat STAT1 et donc empéche
I’expression du gene FOXP3 qui propagent la signalisation en aval des récepteurs des

cytokines (Cerosaletti et al., 2013). ( voir figure 23 )
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Résultats & Discussions

A titre complémentaire sur les 15 microRNA trouvés dont 4 ayant fait 1’objet de notre
¢tude détaillé, nous présentant dans le tableau VII ci-dessous les 11 microRNA sous-exprimés

qui favoriseraient I’expression des génes cibles impliqués dans la PR
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Tableau VII : 1.’ effet des miR sous-exprimés dans PR.

Nom de miR Geéne (s) Fonction

cible (s)

L 20506716 hsa-miR-1184 STAT 3 Agit comme un régulateur de la réponse inflammatoire en régulant la différenciation des
lymphocytes T naifs CD4(+) en lymphocytes T auxiliaires Th17 ou lymphocytes T régulateurs
(Treg) ( Ganesan et Rasool ,2017) .

VEGFD Facteur de croissance actif dans 1'angiogenése, la lymphangiogenese et la croissance des
cellules endothéliales ( Paleolog , 2009 ) .

. 20506839 hsa-miR-1247-  SP1 la liaison de Sp1 a la région riche en CG dans sa région de promoteur du géne IL-1 était
3p critique dans la PR. L’IL-1a serait prédominant au début de I’arthrite. Ces constatations
suggerent que le SP1 joue un role important en liant la région riche en CG a I’AR . ( LUO et
al .,2013)

5p différenciation myogénique et la genese et le développement de diverses tumeurs par la

< 20518820 hsa-miR-4445- FOXK2 I1 régule la prolifération cellulaire, la survie, la régénération des muscles squelettiques, la
régulation transcriptionnelle . ( Yu et al., 2022 )

FCRL3 Le fcrl3 est associée a I’hyperactivation et a I’hyperréactivité des cellules B, qu’il est un
homologue des genes récepteurs Fcc sont les récepteurs de la portion Fc des molécules IgG est
connu sous le nom de facteur rhumatoide (RF)(Chistiakov et Chistiakov , 2007 ) .

20525748 hsa-miR-6893 VDR régule I’expression de multiples génes associés a I’infammation et a la modulation
immunitaire comme I’IL-6 ( Hussain et al ., 2021 ) .

NFATS NFATS régule I’expression d’une variété de genes proinflammatoires, y compris

20519422 hsa-miR-4644  BTLA Récepteur inhibiteur sur les lymphocytes qui régule négativement la signalisation des
récepteurs antigéniques via PTPN6/SHP-1 et PTPN11/SHP-2 . (Carreras et al., 2018 )
I cyclooxygénéase-2, IL-6 et CCL2 dans des conditions isotoniques . (Choi et al., 2017)
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20525721

20518825

I 20518793

20504567

20506837

20519547

hsa-miR-6880-
5p

hsa-miR-4448

hsa-miR-4423-
3p
hsa-miR-1468-
3p
hsa-miR-1246
hsa-miR-3529-
3p

Dyrk1A

CCR3

VEGFA

DLG1
CXCL5

ID Nom de miR Gene (s) Fonction
cible (s)

IL12RB1

role central dans la différenciation des cellules T de type 1 (Thl), le géne IL12B pourrait étre
un important gene candidat fonctionnel pour les maladies a médiation Th1 comme la PR. En
outre, une production excessive d’IL-12 a été constatée en RA ( Orozco et al., 2005 )

Dyrk1A pourrait favoriser la prolifération, la migration et l'invasion des FLS dans la PR.
(Guo et al., 2018).

L’implication de cette chimiokine dans l'inflammation articulaire induite par la PR
(Skrzypkowska et al.,2022)

Li et al.,2020 ont rapportés que le géne VEGFA favorise I’angiogenese dans la PR .

DLGI pourrait étre indirectement impliqué dans la progression de la PR (Gang et al., 2017) .

Selon Elemam et al.,2020, le CXCLS5 augmente les processus inflammatoires de la PR.

31



Conclusion

La PR est génétiquement et phénotypiquement hétérogene. Il en résulte une hétérogénéité
clinique qui entrave la recherche sur la pathogenése de la PR et les méthodes de diagnostic

efficaces, ainsi que le pronostic et le traitement.

La présente étude avait pour but d'identifier, a I'aide de techniques bioinformatiques, les
profils d'expression des génes microARN li¢s a la maladie de la PR, qui pourraient étre
utilisés a I'avenir comme biomarqueurs génétiques afin d'améliorer le diagnostic et le

traitement de la PR.
Cette é¢tude montre que :

v 15 microRNA ont été exprimés de maniére différentielle :
Deux microARN étaient surexprimes :

» La surexpression du miR-5583 induit la répression du gene IL-6, une des cytokines
impliquées dans l'inflammation, et donc de VEZF1, qui favorise I'angiogen¢se.
» miR-8067 est surexprimé chez les patients atteints de PR et cible les génes RPTPk et

PDGFR qui ont un effet sur la destruction des articulations.

13 microARN étaient sous-exprimés et chez les patients atteints de PR :

» Le miR-101 sous-exprimé cible les génes MMP-13 et CXCL-12, qui sont impliqués
dans la migration et l'invasion des FLS.

» miR-142 est sous-exprimé, cible le géne IKZF2, régule négativement I'expression du

gene FOXP3, qui a un effet anti-inflammatoire, et cible ainsi le géne PTPN2, régulant

a la baisse la signalisation médiée par les cytokines .

.hsa-miR-1184 est sous-exprimé cible geéne le STAT 3 et VEGFD.

hsa-miR-1247-3p est sous-exprimé gene cible SP1.

hsa-miR-4445-5p est sous-exprimé cible le géne FOXK2.

hsa-miR-4644 est sous-exprimé cible le géne BTLA et FCRL3.

hsa-miR-6893 est sous-exprimé cible le géne VDR et NFATS.

hsa-miR-6880-5p est sous-exprimé cible le gene IL12RB1.

hsa-miR-4448 est sous-exprimé cible le gene Dyrk1A.

YV V. V V V V V V

hsa-miR-4423-3p est sous-exprimé cible le géne CCR3.

32



Conclusion

» hsa-miR-1468-3p est sous-exprimé cible le géne VEGFA.
» hsa-miR-1246 est sous-exprimé cible le gene DLGI.
» hsa-miR-3529-3p est sous-exprimé cible le géne CXCLS.

Ces résultats indiquent que 1'expression de ces microARN a un effet sur la pathogénicité de la
polyarthrite rhumatoide, ce qui peut améliorer considérablement notre compréhension des
causes et des événements moléculaires potentiels de la PR, démontrant leur réle en tant que

biomarqueurs génétiques dans le diagnostic et la thérapie.
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Tableau I : 1 es facteurs de risque environnementaux impliqués dans la PR.

Facteurs Effets

Tabac L’exposition aux toxines chimiques pourrait provoquer une réaction
inflammatoire locale et favoriser I’expression de PADI4 , elles-mémes
capable d’augmenter la citrullination des protéines (Christophe et al.,

2017) .

Infections Des études récentes suggerent que l'inflammation des gencives et en
particulier l'infection par des organismes tels que Porphyromonas
gingivalis peuvent é&tre impliqués dans la physiopathologie du
développement de la PR. L'hypothése actuelle est que la citrullination
médiée par P. ging des peptides humains peuvent étre responsable de la
rupture initiale de 1'auto-tolérance qui conduit au développement de
'auto-immunité liée a la PR (Karlson et Deane, 2013).

Alimentation L'apport alimentaire en vitamine D, en antioxydants, en poisson, en
protéines et en fer peut étre inversement associé au risque de PR. La
vitamine D a été impliquée comme facteur étiologique et thérapeutique
dans plusieurs maladies auto-immunes, elle a des effets pléotropes sur le
systéeme immunitaire, inhibant les cytokines pro-inflammatoires, régulant
a la hausse les cytokines anti-inflammatoires, et régulant le systéme
immunitaire inné et adaptatif et prévient le développement de 1'arthrite
inflammatoire dans les modeéles murins induits par le collagéne (Karlson

et Deane, 2013).
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R Script:

# Version info: R 4.2.2, Biobase 2.58.0, GEOquery 2.66.0, limma 3.54.0
HEHHHHHEH R
# Differential expression analysis with limma

library(GEOquery)

library(limma)

library(umap)

# load series and platform data from GEO

gset <- getGEO("GSE124373", GSEMatrix =TRUE, AnnotGPL=FALSE)
if (length(gset) > 1) idx <- grep("GPL21572", attr(gset, "names")) else idx <- 1
gset <- gset[[idx]]

# make proper column names to match toptable
fvarLabels(gset) <- make.names(fvarLabels(gset))

# group membership for all samples
gsms <- "00000000000000000000000000001 111111111111 11111"
sml <- strsplit(gsms, split="")[[1]]

# log2 transformation

ex <- exprs(gset)

gx <- as.numeric(quantile(ex, c(0., 0.25, 0.5, 0.75, 0.99, 1.0), na.rm=T))
LogC <- (gx[5] > 100) ||

(ax[6]-x[1] > 50 && qx[2] > 0)

if (LogC) { ex[which(ex <= 0)] <- NaN

exprs(gset) <- log2(ex) }

# assign samples to groups and set up design matrix
gs <- factor(sml)

groups <- make.names(c("PR","healthy"))
levels(gs) <- groups

gset$group <- gs

design <- model.matrix(~group + 0, gset)
colnames(design) <- levels(gs)

gset <- gset[complete.cases(exprs(gset)), ] # skip missing values
fit <- ImFit(gset, design) # fit linear model
# set up contrasts of interest and recalculate model coefficients

cts <- paste(groups[1], groups[2], sep="-")
cont.matrix <- makeContrasts(contrasts=cts, levels=design)
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fit2 <- contrasts.fit(fit, cont.matrix)

# compute statistics and table of top significant genes
fit2 <- eBayes(fit2, 0.01)
tT <- topTable(fit2, adjust="fdr", sort.by="B", number=250)

tT <- subset(tT,
select=c("ID","P.Value","Sequence.Length","Genome.Context","Target.Genes","miRNA
_ID"))

write.table(tT, file=stdout(), row.names=F, sep="\t")

# Visualize and quality control test results.

# Build histogram of P-values for all genes. Normal test

# assumption is that most genes are not differentially expressed.
tT2 <- topTable(fit2, adjust="fdr", sort.by="B", number=Inf)
hist(tT2$adj.P.Val, col = "grey", border = "white", xlab = "P-adj",
ylab = "Number of genes", main = "P-adj value distribution")

# summarize test results as "up", "down" or "not expressed"
dT <- decideTests(fit2, adjust.method="fdr", p.value=0.05, 1fc=0)

# Venn diagram of results
vennDiagram(dT, circle.col=palette())

# create Q-Q plot for t-statistic
t.good <- which(!is.na(fit2$F)) # filter out bad probes
qqt(fit2$t[t.good], fit2$df.total[t.good], main="Moderated t statistic")

# volcano plot (log P-value vs log fold change)

colnames(fit2) # list contrast names

ct<-1 # choose contrast of interest

volcanoplot(fit2, coef=ct, main=colnames(fit2)[ct], pch=20,
highlight=length(which(dT[,ct]!=0)), names=rep('+', nrow(fit2)))

# MD plot (log fold change vs mean log expression)

# highlight statistically significant (p-adj < 0.05) probes
plotMD(fit2, column=ct, status=dT[,ct], legend=F, pch=20, cex=1)
abline(h=0)

B R R
# General expression data analysis
ex <- exprs(gset)

# box-and-whisker plot
dev.new(width=3+ncol(gset)/6, height=5)
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ord <- order(gs) # order samples by group

palette(c("#1B9E77", "#7570B3", "#E7298A", "#E6AB02", "#D95F02",

"#O66AO61E", "#A6761D", "#B32424", "#B324B3", "#666666"))

par(mar=c(7,4,2,1))

title <- paste ("GSE124373", "/", annotation(gset), sep ="")

boxplot(ex[,ord], boxwex=0.6, notch=T, main=title, outline=FALSE, las=2, col=gs[ord])
legend("topleft", groups, fill=palette(), bty="n"

dev.off()

# expression value distribution

par(mar=c(4,4,2,1))

title <- paste ("GSE124373", "/", annotation(gset), " value distribution", sep ="")
plotDensities(ex, group=gs, main=title, legend ="topright")

# UMAP plot (dimensionality reduction)

ex <- na.omit(ex) # eliminate rows with NAs

ex <- ex[!duplicated(ex), | # remove duplicates

ump <- umap(t(ex), n_neighbors = 15, random_state = 123)
par(mar=c(3,3,2,6), xpd=TRUE)

plot(ump$layout, main="UMAP plot, nbrs=15", xla
cex=1.5)

legend("topright", inset=c(-0.15,0), legend=levels(gs), pch=20,

col=1:nlevels(gs), title="Group", pt.cex=1.5)

library("maptools") # point labels without overlaps

pointLabel(ump$layout, labels = rownames(ump$layout), method="SANN", cex=0.6)

—_nn

, ylab="", col=gs, pch=20,

# mean-variance trend, helps to see if precision weights are needed
plotSA(fit2, main="Mean variance trend, GSE124373")
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Figure 24 : Les structures en épingle a cheveux des séquences du quatre microRNA étudié.

(Kozomara et al., 2019)

e mirl184-1 est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence
significative p < 0.05 , par rapport a son expression chez les controles .
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Figure 25 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR1184-1 chez les

groupes d’étude (PR, témoins sains).

e Mirl247 est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence
significative p <0.05 , par rapport a son expression chez les controles .
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Figure 26 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR1247 chez les
groupes d’étude (PR, témoins sains).

e Mir4445 est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence
significative p < 0.05 , par rapport a son expression chez les controles .
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Figure 27 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR4445 chez les groupes
d’étude (PR, témoins sains).

e Mird644 est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence
significative p < 0.05 , par rapport a son expression chez les controles .
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Figure 28 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR4644 chez les groupes
d’étude (PR, témoins sains).

e Mir6893 est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence significative
p <0.05, par rapport a son expression chez les controles .
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Figure 29 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR6893 chez les groupes
d’étude (PR, témoins sains).

e  Mir6880 est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence
significative p < 0.05 , par rapport a son expression chez les controles .
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Figure 30 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR6880 chez les groupes
d’étude (PR, témoins sains).

e Mird448 est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence
significative p < 0.05 , par rapport a son expression chez les controles .
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Figure 31 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR4448 chez les groupes
d’¢étude (PR, témoins sains).

e Mir4423 est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence
significative p < 0.05 , par rapport a son expression chez les controles .
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Figure 32 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR4423 chez les

groupes d’étude (PR, témoins sains).

e mirl468 est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence

significative p < 0.05 , par rapport a son expression chez les controles .
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Figure 33 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR1468 chez les groupes
d’¢étude (PR, témoins sains).

e Mirl246 est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence

significative p < 0.05 , par rapport a son expression chez les controles .
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Figure 34 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR1246 chez les groupes
d’étude (PR, témoins sains).

e  Mir3529 est sous-exprimé chez les patients atteints de PR avec une différence
significative p < 0.05 , par rapport a son expression chez les controles .
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Figure 35 : Représentation par histogramme du taux d’expression de miR3529 chez les groupes
d’¢étude (PR, témoins sains).



Liste des annexes

R A 4 usaa g =gl [a7] daaa [aa]
5 ou Cogan EEE BEAEEU BUU. ugtu ECag BUBE €
| LT HEE] FEEEE T R Il
1" gF B Cuu e CLUMCE vag ELga cguc ZACC - B
- - LI § R PR e (= 4T

a. Stracmure en épingle & cheveux de la séquence da mill hsa-
- E1ES

k. Gdow  Cesgl@ o EEEE sl L. wrl X L
3 R E O] CUE R R MSENEC Ut 1E v il e u
T G
¥ III.IEEHI B LgL K Loy I{CCE’ili’!il gl ik €

e | Lok = U E | El fad R e el -

b Etruchane en fpisele g cheseax de 1a sdgoenee du P Baa-

k1247 -Fp
u BCa LETRTT E E - i - ca =iC Bucc
5% wuccu EAuLELWUCUGUUEC CRUgEC aag a8 5' BCESC EU CW CUE CUCML CUC  WCCAC  CUg a
[l FETEERrererererrrengnri I A1 M 0 MUt 0 g
3' pgEEa CLUAdEABa At gEC A gLl a 3" WBCCE VA g9 §A RARGRS EAE FERHE  EAC =
u gEar uuE g g & @ B oA ac  aceu

€. Shruchme soepisgle 4 chevess de 1z cigoece du ook, hza

d.  Jooctke en epingle a chevews de [ sequence do mif hes

miF-4445.5p miF- 4544
CoE == =  masmass== o E_i Li L *] - Rl | I.IE
5 ERCage AU PUDEEEL ERagcE G S EE EE EEag EEECay ©
T 1T i NI Tl |
ES ECRULE UeCl CpuercyE CCUCEE U & g £€ SCUC Culd uccguc g c
-ga XY u acucagu ug ga - u u CECcAg a ua

e Ezrpotusme ep éningle 3 chereux de d2 séquesce do miP bsa-

f. Strocturs en dpingle & chersux de Ly séquence do miP hsa-

maP-SR05 mif-EERE-Ipn
A Agug maa aa g AR LT ol a C3 E ajui (] E]E}
5° gg ac<  BEAC gag  gagcculcu ECie g 51 UCAUBUECUE. FULEC UAULUE  Cf Jugcug @
1l 31 N R R R H AN Il a PECTTRRELT TRRRE DORREE 01 FEEEH
i Lps FTRT. S F (1T CUCHRE A CERE © 37 IEURUAUEAC: CHACE SRsdEc ER uacgad £l
8 guas gga L -LCad a a ad = LaC @ CCR
i, Blructure snofpingle sn 3 chaveus 82 la séguence de muR k. Sirwcture en épingle ea i chaveus ds la sépuence du mof
hza-peb-434H | hea-mib~44253-30 .
El.-l - R = 2 E =u cau e il uga mrmmme 2k
5 LU UCCENUUEC Sigull griga gung u 5 g [T ALGE&EL Lilg |ag,|;
FF tm i i Y e C T T IHTI JiI
3* Eudce : a4 appiiaaacp dlaas Cpacy. lasd a £ aLE EE3 HECLUga:- ARSI RUCT J.' a
ug uu s B & el Hew Ba auc  --- CUASAEE ca a a

L tructure #n fpangle en 3 chevenx d= la séquence du miR
hsa-miR-146B-3p .

& & W - - ag gc
5" L g Agacupn gaouu Buugiug oo 8
IIIII!IIIII!IIIII11|II[I1III[ | =
3" Cop BEUAE CC ULUgsuc cuas: caacdsc g U
E a u El ] -a aa

k. Etacture =n #pangle en 3 cheveux d= la séquence die muR
fisa-mrR-35F5-3p .

J-  Eructure en gpangle =n & cheveus de la séquence de miil
hsa-miF- 1246 .

-____H___h
H“-___

—

Figure 36 : Les structures en épingle a cheveux des séquences du microRNA sous-exprimés.

(Kozomara et al., 2019)
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Figure 37: Méthode de prédiction des sites de fixation des miR utiliser par 1’outil TargetScan
(McGeary et al., 2019).



