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Résumé
Les Polymorphismes de nucléotide unique (SNP) des genes PADI4(rs2210340) et PTPN22

(rs2476601) sont décrits comme associés a une augmentation du risque pour le développement de
plusieurs maladies auto-immunes (MAI) .

Notre travail a porté sur une population de 253 sujets algériens sains indemnes de toute pathologie
inflammatoire et rhumatismale avec un sexe ration 1F :1H et une moyenne d’age de 35ans.

Une étude sérologique qui consiste a la recherche de facteurs rhumatoides (FR) ainsi que la mesure de
la vitesse de sédimentation (VS) ont été faite, suivie d’une étude génétique qui consiste a extraire
I’ADN génomique par la technique de Salting out afin de déterminer les fréquences allelique et
génotypique du polymorphisme des genes PADI4 et PTPN22 en utilisant la PCR en temps réel.

Les résultats de notre étude ont montré que tous les sujets de notre série avaient un facteur
rhumatoide négatif (FR- ) et une vitesse de sedimentation (VS) inferieur & 30mm .Les fréquences
alléliques de gene PADI4 sont caractérisées par une dominance de ’alléle T (56%) contrairement au
géne PTPN22 qui est caractérisé par une dominance de I’alléle C (94%), tandis que les fréquences
génotypiques de géne PADI4 (CC :17.78% ,CT :51.38%,TT :30.84%) présentent une dominance de
génotype hétérozygote CT contrairement au géne PTPN22 (CC :98.33% ,CT :10.27%,TT :0.85%) qui
présent une dominance de génotype homozygote CC.

Notre travail nous permet d’avoir une idée sur les fréquences alléliques et génotypiques pour ces
deux génes chez la population Algérienne.

Mots clés : SNP ,géne PADI4, géne PTPN22, fréquences alleliques, fréquences génotypiques, PCR en
temps reel.

Summary

The single nucleotide polymorphisms (SNP) in genes PADI4 (rs2210340) and PTPN22
(rs2476601) are described as being associated with an increased risk for the development of several
autoimmune diseases

Our work has focused on a population of 253 healthy Algerian subjects free of any inflammatory
rheumatic disease and with a sex ration 1F: 1H and an average age of 35 years.

A serological study that is in search of rheumatoid factor (RF) and the measurement of erythrocyte
sedimentation rate (ESR) were made, followed by a genetic study of extracting genomic DNA by the
technique of Salting out to determine the allelic and genotypic frequencies of polymorphisms PADI4
and PTPN22 genes using real-time PCR.

The results of our study showed that all the subjects in our series had a negative rheumatoid factor
(RF-) and erythrocyte sedimentation rate (ESR) to 30mm lower. The allele frequencies of PADI4 gene
are characterized by a dominant allele T (56%) unlike the PTPN22 gene, which is characterized by a
dominance of the C allele (94%), while the genotype frequencies of PADI4 gene (CC: 17.78%, CT:
51.38%, TT: 30.84%) have dominance of heterozygous genotype CT unlike the PTPN22 gene (CC:
98.33%, CT: 10.27% TT: 0.85%) that this dominance of homozygous CC.

Our work allows us to have an idea about the allelic and genotypic frequencies for these two genes
in the Algerian population.

key words: SNP, PADI4 gene, PTPN22 gene, allele frequencies, genotypic frequencies, Real-time
PCR






adldll

PADI4 i) (e 53 jiall 4y 5 i) il 5ill saawiall JISEY) Caa g
seshil haall sl 3 cladi je s jlicls PTPN22 (rs2476601) 5(rs2210340)
A Ao id) () el (pe el

o e 5 el e o e Ll 4y il e Ama s 2531 Ul S5
e 35 aa jlee Ja gie dluy s F1IHT Ay sl uinl

Aoy s (RF) 2siles )Vl ddle ge nd) e Joad ) dboaall Al jall oLl
zealall 288 Al g3 Juad) (5 5530 (menll ) A & e A8 ) 5 Al Ll ¢ s 1)
PCR alasiuly PTPN225 PADI4 cliall QYT (e 45805l 5 4 calaa i) agaad
Ghiall ¢ )

“RF) (sl 2 il 5 1) ke Led (S Lal Al (5 VA JS o Wil o il & yelal
e i (e PADI4 Gl e Jill clan il Saaii s 30mm Ge S8 s jill e i (
OF o 3 ¢(7.C (94 i ey ey uall PTPN22 (0 ol e 5 (7T (56 JaY!

TT: </.CT:51.38 </.CC: 17.78) &2l PADI4 (e 1) sl S yill o il
PTPN22 (CC: ol osSe e CT callaia 1) 5l Jaail) diasa <56kl (730.84
. 785l Alileia CC (e Aaasgll 028 o (% TT: 0.85%CT: 10.27 </.98.33

o el die Glaall Gt Al 5 LT cilas Al e 5 S8 0 oS 13 Lilee rany

Laill cilaa 5 V) a5 PTPN22¢sall PADI4 call, SNP: A ) cilalgl)
A



Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :

Figure5:
Figure 6 :

Figure 7 :

Figure 8 :
Figure 9 :

Figure 10 :
Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :

Figure 15 :
Figure 16 :

Figure 17 :

Figure 18 :
Figure 19 :

Figure 20 :

Figure 21 :

LISTE DES FIGURES

Localisation chromosomique du géne PADI4

La réaction de désimination ou citrullination

Localisation de SNP étudié de gene PADI4

Les auto-anticorps anti-protéines citrullinées
caractéristiques de la PR

Localisation chromosomique du gene PTPN22

Les mécanismes proposes par LYP codée par le gene
PTPN22 qui affecte I’activation des lymphocytes T
Mécanisme proposé par laquelle CTLA-4 peut utiliser
LYP/Grb2 pour inhiber I'activation des cellules T
Localisation de SNP étudié du géne PTPN22

Le résultat obtenu apres la lyse Des globules rouges

Les étapes de la lyse des blancs

Les étapes de précipitation des protéines au Na CL6M

L’ ADN récupéré sur pipette

Représentation schématique de la sonde Tagman
schémas récapitulatif de principe de la PCR —RT pour les
trois génotypes étudié

Le suivi en temps réel d’une réaction PC

Interprétation des résultats de PCR-RT —Génotypage
Schéma récapitulatif de différentes méthodes utilisées au
cours de notre étude

Répartition de la population selon le sexe

: Histogramme représentant la répartition de la population
selon les tranches d’age

Histogramme représentant les fréquences Génotypique de
polymorphisme de géne PADI4 dans la population étudié

Histogramme représentant les fréquences Génotypique de
polymorphisme de géne PADI4 chez les femmes et les
hommes.

0 N o un

10

11
16
17
17
18
20

22
23
23

24
25

25

26



Figure 22 :

Figure 23 :

Figure 24 :

Figure 25 :

Figure 26 :

Figure 27 :

Figure 28 :

Figure 29 :

Figure 30 :

Histogramme représentant les fréquences Génotypique
de polymorphisme de gene PTPN22 dans la population
étudié

Histogramme représentant les fréquences Génotypique
de polymorphisme de gene PTPN22 chez les femmes de
méme que chez les hommes.

Histogramme représentant les fréquences allélique de
polymorphisme de géne PADI4 dans la population étudié
Histogramme représentant les fréquences allélique de
polymorphisme de géne PADI4 chez les femmes et les
hommes

Histogramme représentant les fréquences allélique de
polymorphisme de géne PTPN22 dans la population
étudié

: Histogramme représentant les fréquences allélique de
polymorphisme de géne PTPN22 chez les femmes et les
hommes

Lecture de la vitesse de sedimentation (VS).

Matériel utilise au cours des testes de détection de
Facteurs Rhumatoides(FR)

Lecture de résultat de la technique d’agglutination

Waaler-Rose.

27

27

28

28

29

29

Annexe Il

Annexe Il

Annexe Il



Tableau | :

Tableau Il :

Tableau Il :

Tableau IV

Tableau V :
Tableau VI :

Tableau VII :

Tableau VIII :

Tableau I1X :

Tableau X :

Tableau XI :

Tableau XII :

Tableau XII1 :

Tableau X1V :

Tableau XV :

Tableau XVI :

LISTE DES TABLEAUX

Taux de concordance entre jumeaux mono-et dizygote pour
certaines (MAI)

Principaux facteurs de susceptibilité génétiques HLA dans le
déterminisme de certaines maladies auto-immunes (MAI)
Principaux facteurs de susceptibilité génétiques non HLA
dans le déterminisme de certaines maladies auto-immune
amorces, sondes et références SNP des deux
polymorphismes utilisées au cours de notre travail.
Caractéristiques épidémiologiques de notre population
Distribution des fréquences génotypiques du
polymorphisme de géne PADI4 dans différents pays
Distribution des fréquences genotypiques de
polymorphisme de géne PTPN22 dans différents pays
Répartition de la population selon les tranches d’age
Distribution des Fréquences allélique de polymorphisme
de gene PADI4 dans la population étudié

Comparaison des Fréquences allélique de
polymorphisme de gene PADI4 selon le sexe.
Distribution des Fréquences allélique de polymorphisme
de gene PTPN22 dans la population étudié

Comparaison des Fréquences allélique de
polymorphisme de géne PTPN22 selon le sexe
Distribution des Fréquences Génotypique de
polymorphisme de géne PADI4 dans la population étudié
Comparaison des Fréguences Génotypique de
polymorphisme de gene PADI4 selon le sexe
Distribution des Frequences Génotypique de
polymorphisme de géne PTPN22 dans la population
étudié

Comparaison des Frequences Génotypique de
polymorphisme de géne PTPN22 selon le sexe

20

27
35

36

Annexe lll

Annexe lll

Annexe Il

Annexe lll

Annexe Il

Annexe lll

Annexe lll

Annexe lll

Annexe lll



Tableau XVII : Association entre les deux génes PADI4 et PTPN22 Annexe I



Table des matiéres

Introduction
I. Généralités
I.1. Systéme immunitaire
| .2. Maladies Auto-immunes
I.3. L’immunogénétique
I1. Genes étudié
Il .1.Peptidyl-Arginine Désiminase de type4 (PADI4)
a. Géne
b. Protéine PAD4 (Peptidyl-Arginine Désiminase 4)
C. Role physiologique de PAD4
d. Role pathologique de PAD4
Il .2.Protein tyrosin Phosphatase non-receptor 22 (PTPN22)
a. Géne
b. Protein LYP (Lymphoid-specific Phosphatase)
c. LYP un régulateur négatif le lymphocyte T

d.PTPN22 dans les maladies auto-immunes

Matériel et Méthodes

I. Matériel

I.1.Matériel biologique

I.2.Matériel non biologique

I1. Méthodes

I1.1. Vitesse de sédimentation (VS)

I1.2. Facteur rhumatoide (FR)

[1.3. L’extraction d’ADN par Salting Out
[1.4. PCR en temps réel (PCR-RT)

© © 0 o0 ~N Oor ot o1 o1 o B N DN

=
o

12
12
13
13
13
14
15
18



[1.5. Outils statistiques

Résultats

| .Caractéristiques épidémiologiques de la population étudiée

Il .Vitesse de Sédimentation (VS)

[l Facteurs Rhumatoides (FR)

IV. Fréquences génotypiques de polymorphisme des genes étudiés

V. Fréquences allelique de polymorphisme des génes étudiés

DISCUSSION

CONCLUSION
REFERENCE BIBLOGRAPHIQUE
ANNEXES

23

24
25
25
25
28

31
35



Introduction

I. Généralités

I.1. Systéme immunitaire

| .2. Maladies Auto-immunes

| .3. L’immunogénétique
Il . Genes étudié
Il .1.Peptidyl-Arginine Désiminase de type4 (PADI4)

Il .1.a. Géne
I1.1.b. Protéine PAD4 (Peptidyl-Arginine Désiminase 4)
I1.1.C. Rdle physiologique

I1.1.d. Rdle pathologique de PAD4
Il .2.Protein tyrosin Phosphatase non-receptor 22 (PTPN22)

Il .2.a. Géne

Il1.2.b. Protein LYP (Lymphoid-specific Phosphatase)
I1.2.c. LYP un régulateur négatif le lymphocyte T

Il .2.d.PTPN22 dans les maladies auto-immune
Matériel et Méthodes

| . Matériel



I.1.Matériel biologique
I.2.Matériel non biologique
I1. Méthodes

I1.1. Vitesse de sédimentation (VS)
I1.2. Facteur rhumatoide (FR)

11.3. L’extraction d’ADN par Salting Out
1.4 . PCR en temps réel (PCR-RT)

[1.5 . Qutils statistiques

Résultats

| .Caractéristiques épidémiologiques de la population étudiée
Il .Vitesse de Sédimentation (VS)

Il Facteurs Rhumatoides (FR)
IV. Fréquences allelique de polymorphisme des génes étudiés
V. Fréguences génotypiques de polymorphisme des genes étudiés

DISCUSSION

CONCLUSION

REFERENCE BIBLOGRAPHIQUE
ANNEXES






Introduction

Les maladies auto-immunes (MAI) sont des affections multifactorielles, font
intervenir des facteurs environnementaux (agents infectieux, tabac ..) et génétiques
(genes Human Leukocyt Antigen -HLA- et genes non HLA (Weill et Batteux,2003).

Parmi les génes non HLA qui sont impliqués dans le développement des MAI,

nous avons étudié les genes suivant : PADI4 et PTPN22.

Le géne PADI4 code pour I’enzyme Peptidyl-Arginine Désiminase 4 (PAD4)
responsable de la transformation post-traductionnelle de 1’arginine en citrulline
(Suzuki et al., 2003)., tandis que le gene PTPN22 code pour une tyrosine
phosphatase appelé Lymphoid-specific Phosphatase (LYP) qui est un régulateur
négatif du lymphocyte T(Cloutier et al.,1996).

Des études immunogénétiques montrent que le Polymorphisme de nucléotide
unique (SNP) du gene PADI4 situé en position 1p35-36 est caractérisé par le
changement de nucléotide cytosine —C- par thymine —T- ,ainsi le SNP du gene
PTPN22 situé en position 1p13.2 est caractérisé par un changement de nucléotide
cytosine —C- par une thymine —T- ce qui implique la substitution d’une arginine (R)
par un tryptophane (W).lls sont décrits comme associés a plusieurs maladies auto-
immunes (MAI) (Yoichiro et al.,2007, Steer et al.,2005).

L’objectif de notre travail fut d’abord de déterminer les fréquences alleliques et
génotypiques du polymorphisme des genes PADI4 et PTPN22 chez une population

algérienne saine, ensuite de comparer nos resultats de fréquences a ceux d’autres

pays.

v



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

Matériel et Méthodes

Notre stage s’est fait au niveau de 1’Unité d’Immunologie au sein du Laboratoire

Central de biologie de CHU Beni Messous d’Alger.

La durée de notre travail expérimental était de 02 mois et demis couvrant la période

allant de fin février jusqu’au début du mois de mai 2013.

Notre théme consiste a une étude des fréquences alléliques et genotypiques du

polymorphismes des genes PADI4 et PTPN22,chez une population algérienne saine.
Population étudiée

Notre étude a porté sur une population saine de 253 sujets indemne de toutes
maladies inflammatoires ou rhumatismales, issus de familles indépendantes et de
différente willaya d’Algérie. Les sujets témoins ont été recrutés au Centre de
transfusion sanguine (CTS) de CHU Beni Messous et de Blida.

Chaque personne répond a un questionnaire incluant 1’age, le sexe, la région
d’origine, les antécédents personnels et familiaux (fiche de renseignements mise en

annexe ).

I. Matériel

I.1.Matériel biologique

I.1.a. Echantillon

Les échantillons étaient prélevés a partir du sang total par ponction veineuse
dans :

v' 2 tubes avec anticoagulant EDTA pour I’étude  génétique (I’extraction
d’ADN).

v' 1tube avec anticoagulant citraté pour mesure la vitesse de sédimentation (VS)
afin de confirmer que cette personne ne présente aucune inflammation.

v' Et 1 tube sec sans anticoagulant pour la récupération du sérum pour la

recherche du facteur rhumatoide.

<



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

I.2.Matériel non biologique
Equipement et appareillage

Les différents appareils utilisés sont mis en annexe II.

1. Méthodes

11.1. Vitesse de sedimentation (VS)

Lavitesse de sédimentation (VS), est une mesure non spécifique de

I'inflammation, utilisée fréquemment comme test médical d'orientation.

I1.1.a. Principe

Le sang est recueilli sur anticoagulant et laissé au repos sédimente : il y a d’abord
formation de piles ou rouleaux d’hématies, puis tassement progressif de ces piles
laissant surnager une couche de plasma. La mesure de la hauteur de plasma
surnageant, au bout d’un temps déterminé, traduit la vitesse de sédimentation des

hématies (Lessing et al., 2007).
I1.1.b. Technique

Tube de Westergreen est un tube standardisé, au diameétre exactement calibré
(2,5 mm de diameétre intérieur), gradué en millimétres de 0 a 200, ouvert au deux

extrémités. Un support spécial permet de le positionner verticalement.
I1.1.c. Réalisation

Le sang recueilli a la veine est mélangé a I’anticoagulant, citrate a raison de 4
volumes de sang pour 1 volume d’anticoagulant. L’homogénéisation du mélange est
réalisée en aspirant et refoulant plusieurs fois celui-ci dans le tube, sans dépasser la
graduation 0. Le tube est aussitbt placé sur un support spécial, en position

rigoureusement verticale.

11.1.d. Lecture

<
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Au bout d’une heure, la hauteur de la colonne de plasma exprimée en millimeétres,
représente la vitesse de sédimentation. Une vitesse supérieur de 30mm est considérée
comme accélérée et traduit la présence d’un état inflammatoire (figure mise en

annexe).

Il .2. Facteur rhumatoide (FR)

Le facteur rhumatoide (FR) est un auto-anticorps dirigé contre les
gammaglobulines humaines le plus souvent de la classe des IgM. Il peut étre aussi de

type IgA, IgG.

Les facteurs rhumatoides sont présent au cours de nombreuses pathologies
rhumatologiques (PR) et infectieuses (Weill et Batteux, 2003).

11.2.a. Détection des facteurs rhumatoides

Au cours de notre travail nous avons utilises deux méthodes serologiques
classiques complémentaires pour la détection de facteurs rhumatoides, Le test au latex

et La réaction de Waaler-Rose.

v Le test au latex : c’est une réaction d’agglutination utilisant des molécules de
Latex recouvertes de gamma immunoglobulines (IgG) humaines spécialement
purifiées.

v' La réaction de Waaler-Rose : c’est une réaction d’hémagglutination utilisant
Des hématies de mouton ou d’homme recouvertes gamma immunoglobulines

(1gG) de lapin (Weill et Batteux, 2003)
11.2.b. Matériel utilisé
Le matériel utilisé est mis dans I’annexe II
11.2.c. Mode opératoire

Déposer au niveau de chaque puits de la lame et de fagon successive une goutte
(50 pl) de contrdle positif, une goutte de controle négatif et une goutte de sérum a
tester, ensuite rajouter au niveau de chaque dép6t une goutte de réactif Latex de

couleur blanche.

X



Chapitre 11 Matériel et Méthodes

A T’aide d’une tige, homogénéiser le mélange, en laissant la lame reposée pendant 2
min, ensuite en appliquant doucement et uniformément un mouvement de rotation a la

lame.

Tout en respectant les mémes étapes du processus précédent et au lieu de déposer le
réactif Latex, on le remplace par le réactif Waaler Rose de couleur marron.
11.2.d. Lecture
v’ Latex
Au bout d’une minute de temps, si la réaction est positive, elle se traduira par une
agglutination, si ¢’est le contraire la suspension restera homogene.
v' Waaler Rose
La couleur du réactif nous incite a procéder au renversement de la plaque.

Si la réaction est positive, elle se traduira par une hémagglutination des globules

rouges, si c’est le contraire la suspension restera homogene (figure mise en annexe

1)
11.3. L’extraction d’ADN par Salting Out

11.3.a Principe

L'ADN utilisé comme matrice d'amplification pour les réactions de PCR en temps
réel a été extrait par la technique du relargage des protéines a force ionique élevée :

salting-out.
11.3.b Mode opératoire

L’extraction de [D’acide désoxyribonucléique (ADN), support de notre
information génétique, se fait a partir de sang total.
La récupération d’ADN se fait a partir des globules blancs du sang. En effet, se sont
les seules cellules sanguines contenant un noyau car les autres cellules, les globules
rouges, sont des cellules anucléés.

Pour récupérer cet ADN, nous avons suivi les étapes suivantes
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> Lyse des globules rouges

En effet, 40 ml de la solution de lyse des globules rouges (SLR) 1 fois
concentré sont ajoutés au 10 ml de sang prélevé sur EDTA dans un tube de 50 ml,
suivi d’une agitation vigoureuse , puis les tubes sont plongés dans la glace pendant 30
minutes pour accélérer la lyse, cette solution a une concentration inférieure a celle
intracellulaire et, par un phénoméne de pression osmotique, va permettre la
pénétration d’eau dans le dans les hématies, et cette entrée massive d’eau aboutira a
son eclatement.

Une centrifugation a 2500 t/ mn pendant 10 minutes a 4°C permet de recueillir un
culot blanc contenant les globules blancs, aprés élimination du surnageant ;On
resuspend a nouveau le culot dans 40 ml de SLR 1 fois concentré pour 1’¢élimination
de toute trace d’hémoglobine.

Une deuxiéme centrifugation analogue a la précédente permet d’obtenir la fraction
cellulaire désirée aprés élimination du surnageant ; le culot constitué uniquement de

globules blancs est conservé a —20°C.

Culot blanc

Figure 9 : Le résultat obtenu apres la lyse des globules rouges.

» Lyse des globules blancs

Pour libérer ’ADN contenu dans les globules blancs, il faut détruire leurs
membranes plasmiques et nucléaires.
Donc, on ajoute au culot ajoute 3ml de solution de lyse des globules blancs (SLB)

pour lyser les membranes plasmiques et nucléaires.
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Pour digérer les protéines ; 35 pl de protéinase K sont rajouteés, puis pour désagréger
la bicouche phospholipidique, 300 upl de détergent dodécylsulfate de

sodium (SDS)10% sont rajoutés dans le milieu. L’ensemble est vortexé puis incuber

durant une nuit a 37°C.

Figure 10 : Les étapes de la lyse des blancs.

» Précipitation des protéines au Na Cl 6M

Pour chaque tube, on rajoute 1ml Na Cl 6M, et on agite vigoureusement pendant
15 secondes ; une mousse blanche se forme. Une centrifugation a 3500 t/mn pendant
15 mn a 4°C permet I’élimination totale des protéines et les sels résiduels au fond du

tube, alors que I’ADN est a I’état soluble dans la phase aqueuse.

Mousse
blanche Phase

aqueuse

Figure 11 : Les étapes de précipitation des proteines au Na CL6M .
» Précipitation a I’éthanol de I’ ADN
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Elle permet I’obtention d’ADN pur et concentré, elle se fait suite a un
additionnement de 2 volumes d’éthanol 100% par volume d’échantillon. L’éthanol
permet de déshydrater I’ADN, ce qui entraine 1’agrégation des molécules en de
multiples brins, qui forment alors une masse de fibres visibles appelées la méduse.

On récupere I’ADN sur une pipette pasteur boulée, puis on effectue un lavage dans
250 pl d’éthanol 70%, on laisse les pipette séchées , puis on resuspend la méduse

dans 250 pl de Tampon d’élution, conserver I’ensemble a +4°C.

Figure 12 : L’ ADN récupéré sur pipette.
e Détaille des différentes étapes et du mode de préparation des solutions sont

mis en annexe 1.
11.4. PCR en temps réel (PCR-RT)

Notre étude des polymorphismes des genes PADI4 et PTPN22 a été faite a ’aide de la
PCR en temps réel génotypage qui présente de nombreux avantages :
v' Elimination des problémes de cross-contamination occasionnés par la
manipulation des amplifias.
v Gain du temps nécessaire pour obtenir les résultats des expériences, avec gain
de réactifs et d’effort.
v" Augmentation de la sensibilité de la PCR.
v Quantification absolue/précise de la cible dans 1’échantillon.

11.4.a. Principe

La RT-PCR utilise le principe de base de la PCR classique avec pour différence

une amplification mesurée non pas en point final mais tout au long de 1I’amplification.




Chapitre 11 Matériel et Méthodes

La RT-PCR fait appel a I'utilisation de sondes fluorescentes qui subissent une
réorganisation conformationnelle lorsqu’elles se lient a leur cible et émettent une
fluorescence dont [D’intensité est directement proportionnelle a la quantité

d’amplicons.
11.4.b. Mode opératoire

v Préparation du mélange réactionnel
Nous avons mis dans un eppendorf
-99 ul d’eau distillée stérile

- 132 pl de master mix (dNTP , Taq polymérase, tampon, Magnésium et PH
=8.2)

-6,6 pl de référence SNP ( rs )spécifique pour chaque polymorphisme (PADI4 rs
2240340, PTPN22 rs 2476601), a la fin le tout est vortexé .

v Préparation de la plaque

La plaque est composée de 96 puits, en déposant dans chaque puits 4.5 pl de
mélange reactionnel spécifique pour chaque polymorphisme, puis 1.5 d’ADN dilué

sauf les puits de témoin négatif pour lesquels on dépose 0.5 pul d’eau distillée stérile.

La plaque est scellée par un film adhésif optique transparent afin d’éviter

I’évaporation du mélange.

Apres avoir déposé la plaque dans I’appareil, le temps consacré a 1’obtention du

résultat est de 90 minutes.

I1.4.c. Les sondes TagMan
Les sondes d’hydrolyse TagMan ont la particularité d’avoir des séquences de 13 a
19 bases, elles sont hydrolysées par I’activité 5° exonucléasique de la Tag polymérase

lorsqu’elles sont fixées sur leur cible.

<
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Les amorces de la PCR encadrent le SNP d’intérét, et deux sondes all¢le spécifiques
sont utilisées (1I’'une spécifique de I’allele sauvage et I’autre de 1’allele muté).

Chaque sonde est marquée & son extrémité 5’ par un fluorophore émetteur (le
reporter) différent qui permet d’identifier 1’alléle présent. A leur extrémité 3°, les

sondes sont liees a un fluorophore suppresseur (le quencher).

@ Quencher non fluorescent
@ Mhanor Groove Binder

{ angmente la T 1)

Eapportemr fluorescent (FANL, WIC)

Figure 13 : Représentation schématique de la sonde Tagman (originale)

Tableau IV : amorces, sondes et références SNP des deux polymorphismes

utilisées au cours de notre travail.

Le géne PADI4 Le géne PTPN22
(rs 2240340) (rs 2476601)
Amorce sens 57CCG TGG AGG AGG GAT GTC 5 GAT AAT GTT GCT TCA
TT3 ACG GAATTT3
Amorce anti sens 5AGG AGC GTT TGG GTG AGT 55CCATCCCACACTTTA
GG3’ TTT TAT ACT3
Sonde pour ’all¢le T VIC VIC
Sonde pour I’alléle C FAM FAM
Référence SNP (rs) ACAAGGAGATTTCTGAAATCCC AACCACAATAAATGATTCA
ATCA (A /G) GTAAGAGGAGAG GGTGTCC (A/G)
GTTGGTGAGGGTC TACAGGAAGTGGAGGGGG
GTTTCA

Au cours de la phase d’hybridation de la PCR, la sonde se lie a sa séquence cible si

celle-ci est présente.
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Pendant la phase d’¢longation, lorsque la Taq polymérase atteint la sonde hybridée,
son activité exonucléasique 5°-3° va déplacer la sonde et la dégrader. Cela entraine un
éloignement des fluorophores émetteur et suppresseur et , donc, une augmentation de
la fluorescence du fluorophore rapporteur qui est mesurée a chaque cycle de PCR.
Comme D’activité exonucléasique de la Taq polymérase est double brin spécifique,
elle ne va pas hydrolyser les sondes non fixées. Cela implique que les conditions de
température de 1’étape de polymérisation soient ajustées de facon a permettre a la
sonde de rester hybridée durant cette étape. Les sondes doivent avoir une température
de dissociation (TM) de 5 a 10 °C plus élevée que les amorces, permettant ainsi une
¢tape unique d’hybridation / polymérisation a +60°C qui assure ’hybridation et la
stabilitt de la sonde durant I’extension. A cette température, I’activité 5’
exonucléasique de la Taq polymérase est maximale.

A la fin de la PCR, la détection de fluorescence d’un fluorophore émetteur permet
de dire que la sonde qui portait ce fluorophore est dégradée par la Taq polymérase au
cours de cycle d’amplification , et donc permet d’identifier I’alléle présent. Dans le
cas d’un échantillon homozygote, une seule fluorescence est détectée, alors que , dans

le cas d’un hétérozygote, deux fluorescences seront détectées (Chiaroni et al, 2011).
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Figure 14: schémas recapitulatif de principe de la PCR —RT pour les trois

génotypes étudié (Originale).
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11.4.d. Courbe d’amplification

Le résultat de la PCR en temps réel est représenté graphiquement sous forme de

courbe sigmoide.

Phase plateau
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Figurel5: Le suivi en temps réel d’une réaction PCR (Tse et Capeau,2003).

La cinétique de la réaction PCR met en jeu trois phases : une phase d’initiation,

une phase exponentielle et une phase plateau.

Elle est construite a partir de plusieurs points d’amplification.

Un point d’amplification est un point présentant pour coordonnées le nombre de

cycles PCR versus I’intensité de fluorescence émise.

La ligne seuil correspond au seuil de détection optique au-dela duquel la
variation en intensité de fluorescence suit une loi exponentielle.

Le point d’intersection de la courbe cinétique PCR avec la ligne seuil définit le
cycle seuil (Ct) qui Correspond au signal seuil de I’augmentation significative
de la fluorescence.ll est le point de départ de la phase exponentielle, et qui se
trouve directement lié a la quantité de cible initialement présente dans
I’échantillon.(Tse et Capeau,2003).
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I1.4.e. Interprétation des résultats

Homozygous
e allele 1
T/T
= Heterozygous
C/T
. | témoin neg Homozygous
- g allele 2
E (:‘f,(:‘
- ’e .. - »n - |

Figure 16 : Interprétation des résultats de PCR-RT —Génotypage-

11.5. Outil statistique
La comparaison des fréquences génotypiques et alleliques entre les sujets de sexe
masculin et féminin a été faite en utilisant le logiciel Compare 2.

Le P a été calculé et est considéré comme significatif s’il est inferieur de 0.05.

l Prélévement sanguin I

[ Etudes biologiques ]

[ Etude génétique ]

N
Zikd

Récupérer le Extraction d’ADN par
sérum Salting out
Dosage de facteurs
rhumatoides

Techniques d’agglutination

alléliques et génotypiques par
PCR en temps réel

L Détermination des fréquences J

—Latex et Waaler Rose-

Figure 17 : Schéma récapitulatif de différentes méthodes utilisées au cours de

notre étude (Originale).
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Discussion

Au cours de notre travail, nous nous sommes intéressés a 1’étude des fréquences
alleliques et génotypiques du polymorphisme des génes PADI4 et PTPN22 chez une
population algérienne saine .En raison de leur implication dans les maladies auto-

immune, inflammatoire et rhumatismale.

Notre étude a porté sur 253 sujets sains avec un sexe ratio 1F :1H et une moyenne
d’age de 35ans, tous indemnes de toute pathologie inflammatoire ou rhumatismale,
ceci a été confirmé par la mesure de la vitesse de sédimentation (VS) et les techniques
d’agglutination (Latex et Waaler-Rose) afin de chercher la présence de facteurs
rhumatoides (FR).

Le premier des deux génes étudié est le gene peptidyl arginine désiminase de

type IV (PADI4) qui appartient a la famille des genes PADI, ce dernier code pour une
enzyme peptidyl arginine désiminase 4 (PAD4) responsable de la transformation post-
traductionnelle de 1’arginine en citrulline (Zhou et Menard., 2009).
L’une des caractéristiques de ce geéne, est la présence du Polymorphisme de
nucléotide unique (SNP) au niveau de I’intron 3 en position 94 aboutissant a une
substitution  de nucléotide : remplacement de cytosine (C) par thymine (T)
(Yoichiro et all., 2007).

Notre étude a montré, en effet une fréquence de lallele T et de 1’allele C
respectivement de 56% et 43% (voir figure 18). Celle-ci est similaire a celles
retrouvée dans a des études chinoise (T : 57.9%, C : 42.1%) (Chen et al., 2010) et
tunisienne (T : 49%, C : 51%)( Wendling et al. ,2012). Contrairement aux études
faites en Egypte ou la fréquence est moins importante pour 1’alléle T 35.6%( Abd-
Allah et al. 2011).

Il faut noter que I’allele muté T du géne PADI4 a été décrit comme étant associé a
plusieurs maladies auto-immunes (MAI) telles que la Polyarthrite Rhumatoides (PR),
Sclérose en plaque (SEP) et le psoriasis (Alenius et al. 2006).

L’analyse des fréquences génotypiques du polymorphisme PADI4 a été faite afin
de chercher la présence des génotypes homozygote et hétérozygote, en effet cette

derniére a montré une prédominance du génotype hétérozygote CT (51.38%0) suivie

.



Chapitre IV Discussion

du génotype homozygote TT (30.84%) et a la fin le génotype homozygote CC
(17.78%) (Voir figure 22).

Ces résultats pourraient étre en faveur d’une susceptibilité aux maladies auto-immune
en cas d’association avec d’autres facteurs génétiques et environnementaux.

Notre attention a été attirée par la similitude que nous avons constaté entre les
résultats de notre population et ceux d’une cohorte chinoise, sachant que les deux
populations sont relativement éloignées ethniquement et géographiquement .On
s’attendait plus a une similitude avec le population maghrébine Ces résultats sont
legérement différents pour la population tunisienne. En plus de ces dernieres nous
avons aussi constaté une non similitude avec des études faites aux Japon, Espagne,
Suéde et en Amérique du nord ou la distribution des trois génotypes est caractérisée
par une prédominance de genotype hétérozygote CT suivie de génotype homozygote

CC et a lafin le génotype homozygote TT.

Tableau VI : Distribution des fréquences génotypiques du polymorphisme de

gene PADI4 dans différents pays.

Pays Nombre totale Génotypes Références

CC(%) CT(%) TT(%)
Chine 439 18% 48.3% 33.7% | (Chenet al., 2010)
Tunisie 120 28% 46.4% 25.6% | (Wendling et al,

2012)

Japon 646 39% 47.21% 13.79% | (Ikari et al., 2005)
Espagne 394 33% 48% 19% | (Martinez et al.,2005)
Suéde 858 36.37% | 45.80% 17.83% | (Plenge et al.,2005)
Amérique du 784 37% 459% 18% (Plenge et al.,2005)
nord

L’utilisation du logiciel « Compare2 » montre qu’il n’existe pas de différence

significative ente les deux sexes pour les trois génotypes étudiés (voir figure 23).

Le deuxieme géne que nous avons étudié, est le géne Protein tyrosin Phosphatase
non-receptor de type22(PTPN22) qui code pour la protéine tyrosine phosphate non-
receptor type 22 LYP (Lymphoid-specific Phosphatase) (Cloutier et all., 1996). Cette

-
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derniére est un régulateur négatif de l'activation des lymphocytes T via la voie de

signalisation du T-cell antigen receptor (TCR) (Begovich et all., 2004).

En effet, un polymorphisme dans ce géne cause une dérégulation dans la voie de
signalisation des lymphocytes T ce qui pourrait conduire a I’apparition des
lymphocytes T hyper réactifs par conséquent des lymphocyte B producteurs des auto
anticorps (Zikherman et all.,2009) aboutissants a 1’apparition des maladies auto-
immunes (MALI) telles que la Polyarthrite Rhumatoide (PR) ( Steer et all.,2005) , le
lupus érythémateux disséminé (LES) (Kyogoku et all.,2004), et maladie de
Basedowe (Velaga et all.,2004).

Notre étude a montré une fréquence de I’alléle T et de 1’allele C respectivement
6% et 94% (figure 20) qui rejoint les études tunisiennes(C : 99%) (Mejri et al.,
2007), mexicaines(C : 98%) (Magdalena et al., 2012) et suédoises (C: 88%)
(Juneblad et al., 2011). On suppose que, le fait que le géne PTPN22 soit spécifique

des lignées lymphoides, pourrait expliquer la faible fréquence de ’alléle muté T.

La distribution des trois génotypes (CC : 89.33%, CT : 10.27%, TT : 0.4%) révele
une prédominance de génotype homozygote CC (voir figure 24).

Des études faites dans les populations tunisienne, mexicaine et japonaise pourraient
confirmer nos résultats, contrairement aux études faites dans les populations
francaises, et suédoise ou la fréguence de génotype homozygote CC est moins

importante.

Tableau VII : Distribution des fréquences génotypiques de polymorphisme de

géne PTPN22 dans différents pays.

Pays Nombre Total Génotypes Références

CC(%) | CT(%) TT(%)
Mexique 347 96% 4% 0% (Magdalena et al 2012)
Tunisie 100 98% 2% 0% (Gelbert et al 2007)
Japon 453 99.55% | 0.55% 0% (Ikari et al 2006)
France 319 79.62% | 1.88% 18.5% | (Michou et al 2006)
Suéde 725 77.7% 21% 1.3% | (Juneblad et al 2011)

=
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L’utilisation du logiciel « Compare2 » montre qu’il existe une différence
significative entre les deux sexes pour les génotypes homozygote CC et hétérozygote

CT, contrairement au génotype homozygote TT (voir figure 25).

Notre étude a révélé que la présence de 7.50% de la population générale est
porteuse d’une association des deux mutations alleliques pour les deux génes PADI4
et PTPN22 en méme temps (voir tableau XVI en annexe 111).On se demande si cette
population présentait une susceptibilité plus importante pour les maladies auto-
immunes (MAI) ce qui veut dire I’implication des deux génes a la fois pourrait étre
signe de susceptibilité élevée d’évolution vers la maladie, ce qui serait souhaitable de

compléter avec d’autres travaux.

-
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Résultats

| .Caractéristiques épidémiologiques de la population étudiée

Notre étude a porté sur une série de 253 témoins comprenant 117 femmes et 136
hommes, avec une moyenne d’age de 35 ans. La répartition selon le sexe, montre une
Iégere prédominance masculine : mais avec un sexe Ratio 1F :1H

Tableau V : Caractéristiques épidémiologiques de notre population

Caractéristiques épidémiologiques de notre
population n =253
Sex-ratio (F : M)

1F :1H

Moyenne d’age Moyenne Intervalle
(Années) 35+10.66 17-56

Figure 18 : Répartition de la population selon le sexe.
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Figure 19 : Histogramme représentant la répartition de la population selon les
tranches d’age.

I1.Vitesse de Sédimentation (VS)

N’a été considéré comme sujets sains que les personnes ayant une VS inferieur de
30mm/H

I11. Facteurs Rhumatoides (FR)

Le facteur rhumatoide (FR) a une fréquence de 1- 2% dans la population normale.
Il été retrouvé chez deux personnes de notre série.

Les deux sujets avec FR+ ont été exclus de 1’étude pour plus de précaution.
V. Fréquences génotypiques de polymorphisme des genes étudieés

e Legene PADI4

60 % 51.38%

40 % 30.84%

M Génotyvpe CC
B Génotyvpe CT

20 % P " M Génotvpe TT
10 % | l

Génotvpe Génotvpe Génotyvpe
ccC CT TT

30 % {  1787%

Figure 20 : Histogramme représentant les fréquences Génotypique de polymorphisme
de gene PADI4 dans la population étudié.




Chapitre 111 Résultats

Notre étude sur les fréquences génotypiques du polymorphisme de gene PADI4
montre la distribution suivante :

51.38% de génotype hétérozygote CT, 30.84% de génotype homozygote TT et
17.78% de génotype homozygote CC.

Génotype Génotype Génotype
ccC T T

PN S:P Non Significataf

Figure 21 : Histogramme représentant les fréquences Genotypique de polymorphisme
de géne PADI4 chez les femmes et les hommes.

Dans notre étude, la distribution des trois génotypes (CC, CT, TT) entre les deux
sexes est comme suit :

-51.28% de génotype hétérozygote CT chez les femmes tandis que 51.47%chez les
hommes, 30.76% de génotype homozygote TT tandis que 30.88% chez les hommes,
et 17.94% de génotype homozygote CC chez les femmes tandis que 17.54% chez les
hommes. Avec absence de différence significative entre les deux sexes pour les trois

génotypes.
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Figure 22 : Histogramme représentant les fréquences Génotypique de
polymorphisme de gene PTPN22 dans la population étudié.

Notre étude sur les fréquences génotypiques du polymorphisme de gene PTPN22
montre la distribution suivante:

89.33% de génotype homozygote CC, 10.27% de génotype hétérozygote CT et 0.40%
de génotype homozygote TT.

100 %

Génotvpe Génotvpe Génotyvpe
CcC CT T
PN S:P Non Significatf
P 5:P Sigmficataif

Figure 23 : Histogramme représentant les fréquences Génotypique de
polymorphisme de géne PTPN22 chez les femmes de méme que chez les hommes.

Dans notre étude la distribution des trois génotypes (CC,CT,TT) entre les deux
sexes est comme suite :
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94.87% de génotype héterozygote CC chez les femmes tandis que 84.55%%chez les
hommes,4.28% de génotype hétérozygote CT tandis que 15.45% chez les hommes, et
0.85%de génotype homozygote TT chez les femmes tandis qu’il est absent chez les
hommes. Avec différence significative entre les deux sexes pour les génotypes

homozygote CC et hétérozygote CT.

V. Fréquences allelique de polymorphisme des genes étudiés

e Legéne PADI4

40%a
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0. ,"'/)
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Figure 24 : Histogramme représentant les fréquences allélique de polymorphisme de
géne PADI4 dans la population étudie.

Notre étude sur les fréquences alléliques du polymorphisme de gene PADI4 montre

une dominance de 1’alléle muté T (56%).

Allele C Allele T

Figure 25 : Histogramme représentant les fréquences allélique de polymorphisme de
géne PADI4 chez les femmes et les hommes.
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Dans notre étude, la distribution des deux alleles (C et T) est comme suit :
-43% de I’allele sauvage C chez les femmes tandis que 44% chez les hommes.
-57% de I’allele muté T chez les femmes tandis que 56% chez les hommes.

e Legéne PTPN22

| Allele C

M Allele T

6%

Allele C Allele T

Figure 26 : Histogramme représentant les fréquences allélique de polymorphisme de
géne PTPN22 dans la population étudié

Notre étude sur les fréquences alléliques du polymorphisme de géne PTPN22 montre

une dominance de 1’allele sauvage C (94%).

T9T%

91%%

Allele C Allele T

Figure 27 : Histogramme représentant les fréquences allélique de polymorphisme de
géne PTPN22 chez les femmes et les hommes.
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Dans notre étude, la distribution des deux alléles (C et T) est comme suit :
-97% de I’allele sauvage C chez les femmes tandis que 91% chez les hommes.

-3% de I’alléle muté T chez les femmes tandis que 9% chez les hommes.

N




Conclusion

Nos résultats sur les fréquences alleliques et génotypiques du
polymorphisme des genes PADI4 et PTPN22 ont monté une dominance
du polymorphisme de géne PADI4, ils présentent un support pour les
futures etudes de type cas- témoins : afin de les comparer aux sujets
ayants des maladies auto-immunes (MAI) et a prospecter une éventuelle

association génetique de ces genes avec les maladies auto-immunes.

Notre travail ouvre une porte pour une importante perspective qui
consiste a mettre en place un registre international des fréquences
alléliques et génotypiques des différents génes impliques dans différentes

maladies.

X
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Tableau V111 : Répartition de la population selon les tranches d’Age

[10-20]  [20-30[  [30-40[  [40-50]  [50-60]

Nombre T 13 75 70 68 27
F 13 24 24 34 22
H 0 o1 46 34 5

Tableau IX : Distribution des Fréquences allélique de polymorphisme de gene
PADI4 dans la population étudié

Allele C Allele T
n(%o) n(%0o)
Fréquences 221(43%) 287(56%)

allélique

Tableau X : Comparaison des Fréquences allélique de polymorphisme de
gene PADI4 selon le sexe.

Alleles C T
n(%0o) n(%0o)

Fréquences F 102(43%) 132(57%)

allélique H 119(44%) 155(56%0)

Tableau XI: Distribution des Fréquences allélique de polymorphisme de géne
PTPN22 dans la population étudié

Alléles C T

n(%o) n(%o)
Fréquences 477(94%) 29(6%0)
allélique

Tableau XI1 : Comparaison des Fréquences allélique de polymorphisme de
gene PTPN22 selon le sexe.

Alléles C T
n(%o) n(%o)

Fréquences F 227(97%) 7(3%0)

allélique H 250(91%) 22(9%0)

Tableau X111 : Distribution des Fréquences Génotypique de polymorphisme de
gene PADI4 dans la population étudié.
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Génotypes CcC CT TT
n(%o) n(%o) n(%o)
Frequences 45(17.78%) 130(51.38%) 78(30.84%)

génotypiques

Tableau XIV : Comparaison des Fréquences Génotypique de polymorphisme de
gene PADI4 selon le sexe.

Génotypes CcC CT TT
n(%o) n(%0o) n(%o)
Frequences F 21 (17.94%) 60 (51.28%) 36 (30.76%)
genotypique H 24 (17.54%) 70 (51.47%) 42(30.88%)
P 0.950 0.976 0.985

Tableau XV : Distribution des Fréquences Génotypique de polymorphisme de
géne PTPN22 dans la population étudié.

Génotype CcC CT TT
n(%) n(%o) n(%)

Fréquence Génotypiques 226(89.33%) 26(10.27%) 1(0.4%)

Tableau XVI : Comparaison des Fréquences Génotypique de polymorphisme de
géne PTPN22 selon le sexe.

Génotypes CC CT TT
n(%o) n(%) n(%o)
Fréquences F 111 (94.87%) 5(4.28%) 1 (0.85%)
génotypique H  115(8455%) 21(15.45%) 0 (0%)
P 0.008 0.004 0.280

Tableau XVII : Association entre les deux genes PADI4 et PTPN22

Nombre total (%0) 19 (7.50%)
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Chapitre | DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES

I. Généralités
| .1. Systéme immunitaire

Le systétme immunitaire (SI) est un systeme biologique constitué d'un ensemble
d’organes, tissus, cellules et molécules intervenant dans les réponses immunitaires
afin d’assurer une défense contre les agents pathogénes étrangers, tels que les virus,

les bactéries, les parasites ou contre certaines molécules « étrangeres »toxique .

Ce systeme est éduqué de fagon a rencontre les antigénes étrangers et de réagir
contre, et des antigene de soi et de les tolere (Encyclopédie Larousse,2013).

| .2. Maladies Auto-immunes

Une maladie auto-immune (MAI) est la conséquence de la rupture de la tolérance
vis a vis des antigénes du soi, cette rupture peut étre effectuee lors de la sélection
thymique périphérique aboutissant a la génération de lymphocytes T auto réactifs
déléteres pour les tissus cibles porteurs des auto-antigénes spécifiques, ou de

lymphocytes B producteurs d’auto-anticorps pathogenes.

Les MAI sont des affections multifactorielles, faisant intervenir des facteurs
environnementaux (agents infectieux, tabac, facteurs hormonaux,...) chez des sujets
qui sont généralement  génétiquement prédisposés avec une dysrégulation
immunitaire (Weill et Batteux, 2003).

Facteur génétique

Le rble des facteurs génétiques a été prouvé dans les MAI grace aux études
génétiques faites sur des jumeaux monozygotes et dizygotes, ces études sont fondées

sur la comparaison du taux de concordance entre jumeaux monozygotes et dizygotes.

e Taux de concordance : La proportion de seconds jumeaux atteints quand le

premier est malade (Dieudé ,2009).

v
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Tableau I : Taux de concordance entre jumeaux mono-et dizygote pour certaines
(MAI) (Michel, 2000).

Maladies Auto-immunes (MAI) Jumeaux Jumeaux
monozygotes dizygotes
Polyarthrite Rhumatoide (PR) 12 a32% 429%
Lupus érythémateux systémique(LES) 23a57% 3a10%
Diabéte de typel 30 a 54% 0al13%

(Michel, 2000)

e Lesgenes « Human Leukocyt Antigen » (HLA)

Les génes HLA codent pour des molécules qui appartiennes au systeme Human
Leucocyte Antigen —HLA-. En raison de la propriété de présentation antigénique
(antigéne d’origine exogene ou endogeéne) de ces molécules, les génes HLA ont

été associés a I’apparition des MAI (Raychaudhuri et al.,2012)

Tableau Il : Principaux facteurs de susceptibilité génétiques HLA dans le

déterminisme de certaines maladies auto-immunes(MAI) .

MAI Génes HLA Référence

Polyarthrite Rhumatoide (PR) DR4 (Weill et Batteux,2003)
Diabeéte de type 1 DR3 et DR4 (Weill et Batteux,2003)
Lupus érythémateux systémique DR3 (Michel,2000)

(LES)

e Lesgénes non HLA

Les génes HLA a eux seuls n’expliquent pas la survenue de la maladie, d’autres
génes ont été incriminés comme facteurs favorisant le développement chez des sujets
génétiqguement prédisposés .Ce sont le plus souvent des génes qui codent pour des

molécules qui intervient dans la physiopathologie des maladies.

<
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Tableau |11 : Principaux facteurs de susceptibilité génétiques non HLA dans le

déterminisme de certaines maladies auto-immune (Dieudé et al.,2010).

MAI Geénes
Polyarthrite Rhumatoide (PR) TRAF1,PTPN22,PADI4,STAT4 ,IRF5,
Lupus érythémateux systémique PTPN22,BANK1 BLK ,IRF5,STAT4
(LES)
Diabete de type 1 PTPN22 ,CTLA4,CD226
Sclérose En Plaque (SEP) PADI4

(Dieudé et al.,2010)
| .3. L’immunogénétique

L’étude de la génétique du systéme immunitaire, désignée par le terme
d’immunogénétique, a considérablement évolué grace au développement de nouvel
outils de biologie et de recherche , ce qui a permis d’identifier les génes responsables
de la synthese des substances et molécules qui interviennent dans les défenses
immunitaires et anti-tumoral (Lynn et al.,2004).

L’un des procédés d’immunogénétique qui a permis d’étudier le lien entre
différentes maladie et les geénes en relation est 1’étude des « Polymorphisme de
nucléotide unique» (SNP) des génes concernés.

e Les Polymorphisme de nucléotide unique (SNP)

Les Polymorphismes de nucléotide unique sont des polymorphismes bi-alléliques
correspondant a un changement nucléotidique : la variation nucléotidique est appelée
non-synonyme si elle entraine une modification secondaire de 1’acide aminé. Par
ailleurs, un SNP est dit fonctionnel si la fonction de la protéine codée résultante en est
modifiée (Allanore et Boileau, 2011).

Si la plupart du temps ces variations sont silencieuses, ou a l'origine de nos
différences morphologiques, elles peuvent aussi étre a l'origine de maladies

génétiques, ou de prédispositions a des maladies.

g
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I1. Genes étudié
Notre étude a porté sur le polymorphisme de deux génes PADI4 et PTPN22 :

Il .1.Peptidyl-Arginine Désiminase de type4 (PADI4)

Le PADI4 fait partie d’une famille composée de cinq génes , les PADI 1,2,3,4 et 6
tous codent pour des enzymes responsables de la transformation post-traductionnelle
de I’arginine en citrulline (Zhou et al.,2002).

a. Gene
Le gene PADI4 est localisé sur le chromosome 1p35-36,il contient 16 exons
séparés de 15 introns (Chavanas et al.,2004). Ce gene code pour une enzyme appelée
peptidylarginine déiminase 4 (PAD 4) (Suzuki et al.,2003).

PADI4

1p35.3 -p—

Tl

L)
=%

—

1p3612
1p35.1
1p31.3
1p22.2
1p21.1
1p12
19212
1923.2
19243
19311
19322
1g42.12

Figure 1 : Localisation chromosomique du gene PADI4 (PADI4.2013)

b. L’enzyme Peptidyl-Arginine Désiminase 4 (PAD4)

L’enzyme PAD4 est localisée dans le cytoplasme des monocytes, des cellules T
et B, des polynucléaires neutrophiles et éosinophiles , ainsi que des cellules natural
killer (NK). Cette enzyme est responsable de la transformation post-traductionnelle
de I’arginine en citrulline (Suzuki et al.,2003).

C. Rdle physiologique de PAD4

» Fonction principale « La désimination ou citrullination »

La désimination ou citrullination est la modification post-traductionnelle , elle
correspond a la transformation de résidus arginyl au sein d’une séquence peptidique

en réesidus citrullyl (Mordon,2005).
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[
MH2 NH2
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| |
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| |
H H
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Figure 2 : La réaction de désimination ou citrullination (adapté par Mordon,2005).

La désimination d’une protéine induit une diminution du nombre de ses acides
aminés chargés positivement, ce qui se traduit par une perte potentielle de liaisons
ioniques intra- ou inter-moléculaires. Ceci peut modifier les interactions de la protéine
avec ces partenaires ou entrainer une altération de sa structure spatiale, et de son
dépliement (Mordon, 2005).

» Autres fonctions

L’enzyme PAD4 intervient dans la régulation génétique en citrullinant I’arginine
et la méthylarginine des histones H3et H4et donc désactiver la méthylation de ces
acides aminés sur les histones d’une part, comme elle peut agir comme un co-
régulateur transcriptionnel pour une série de facteurs tels que p53, p21d’autre part.
Bien que le mécanisme par lequel PADA4 régule l'activité d'un gene cible n'est pas tout
a fait clair, certaines études montrent que le PAD4 peut cibler les queues N-terminales
des histones H2A, H3, H4 pour la citrullination afin de promouvoir la décondensation
chromatine (Tanikawa et al.,2009).

L’enzyme PAD4 possede une fonction complexe pour avoir des effets
essentiellement anti-inflammatoires et antibactériens.
L’hypercitrullination des histones catalysée par PAD4 conduit a la décondensation de
la chromatine, ce qui implique I’expression de certains génes qui codent pour des
molécules qui participent dans la formation des structures appelées NET (pour
neutrophil extracellular traps), grace a ces structures les neutrophiles peuvent piéger et
tuer les bactéries (Li et al.,2010).

<
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La citrullination des deux chimiokines CXCL10 et CXCL11 aurait pour conséquence
une diminution de leur chimiotactisme, notamment pour les lymphocytes T (Struyf et
al., 2009)

d. Role pathologique de PAD4

L’¢étude d’association de certain polymorphismes des geénes avec des MAI a permis
de mieux comprendre le réle pathologique de ces genes dans la maladie.

Un SNP (rs2210340) du gene PADI4 situé dans I’intron 3 de ce géne en position
94, caractérisé par le changement de nucléotide cytosine (C) par thymine (T) a été
décrit comme associé a certaines maladies auto-immunes : polyarthrite rhumatoide
(PR), Sclérose en plaque(SEP) (Yoichiro et al.,2007). et psoriasis (Alenius et al.,
2006).

Direction de transcription de géne

— Introms [SNP rs 2240340 |

Figure 3: Localisation de SNP étudié de géne PADI4 (originale).

Exemple :

Nous avons choisi comme exemple la polyarthrite rhumatoide parce que notre
polymorphisme est plus étudie dans cette maladie.

L’enzyme PAD4 est candidate pour la citrullination de diverses protéines (fi
laggrine, fibrine, etc) du tissu synovial .En cas d’une inflammation de ce tissue la
citrullination augmente, ce qui conduit a la génération des épitopes protéique
citrullinés, cibles des auto anticorps anti protéines citrullinées (ACPA) .

Les anticorps anti protéines citrullinées sont synthétisés et sécrétés localement par les
plasmocytes du pannus rhumatoide dont leurs principales cibles sont des formes

citrullinées des chaines a et  de la fibrine (Urano et al.,1990 ; Perrier, 2006).

<
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Figure 4 :Les auto-anticorps anti-protéines citrullinées caractéristiques de la PR
(Perrier,2006)

Il .2.Protein tyrosin Phosphatase non-receptor de type 22 (PTPN22)

Il .2.a. Géne

Le gene PTPN22 est localisé sur le chromosome 1p13.2 (Gregersen et al.,

2006).11 contient 24 exons séparés de 23 introns .

Ce géne code pour une protéine tyrosine phosphate non-receptor type 22 appelée
LYP (Lymphoid-specific Phosphatase) (Cloutier et al.,1996) .

PTFIN22

1p36.12

Figure 5 : Localisation chromosomique du gene PTPN22 (PTPN22.2013)
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I1.2.b. La Proteine LYP (Lymphoid-specific Phosphatase)

C’est une tyrosine phosphatase spécifique des lignées lymphoides permettant la
régulation négative de Il'activation des lymphocytes T mémoires/effecteurs) via la voie
de signalisation du T-cell antigen receptor (TCR) (Begovich et al.,2004).

Cette protéine intracellulaire constituée de 807 acides aminés est exprimée dans les
tissus hématopoietiques (le thymus, la rate, la moelle osseuse et les cellules
mononucléaires du sang périphériqgue (PBMCs) comme les cellules T, B, les
neutrophiles, les cellules dendritiques, NK).

Elle posséde, dans sa partie N-terminale, un domaine catalytique (tyrosine
phosphatase) et dans sa partie C-terminale, quatre motifs riches en proline, nommés
P1 qui a la capacité de se lier au domaine SH3 (Src homology 3) de la protéine
tyrosine kinase Csk (C-src tyrosine kinase ), P2, P3 et P4 (Bottini et al., 2004).

Il .2.c. La protéine LYP est un régulateur négatif de lymphocyte T

T cell
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Figure 6 : Les mécanismes proposés par LYP codée par le géne PTPN22 qui affecte
I’ activation des lymphocytes T (adapté par Brand et al., 2005).

Le domaine Plde la protéine LYP a la capacité de se lier au domaine SH3 (Src
homology 3) de la protéine tyrosine kinase Csk. Dans les cellules T, le complexe

LYP/Csk est un régulateur négatif de la voie de signalisation TCR.
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Ce complexe inhibe phosphorylation de tyrosines ciblées, les kinases de la famille Src
comme Lck et Fyn, initiatrices du signal TCR. De plus, la protéine LYP peut aussi
inhiber I'activation des cellules T, via un nouveau complexe avec le proto-oncogene c-
Cbl, en déphosphorylant une autre tyrosine kinase, appelée ZAP-70 (Cloutier et
al.,1999).

Figure 7 : Mécanisme proposeé par laquelle CTLA-4 peut utiliser LYP/Grb2 pour

inhiber I'activation des cellules T( adapté par Brand et al.,2005).

Le complexe LYP/Grb2 peut se lier aux domaines SH2 ou SH3 de CTLA-4 pour
inhiber I'activation des cellules T. Il est bien établi que Grb2 joue un réle dans la voie
de signalisation en aval de I'activation des lymphocytes T CD28. La présence de deux
domaines SH2 et SH3 contraignants dans CTLA-4 et des molécules CD28 a soulevé
la possibilité que CTLA-4 peut se lier a Grb2 par un de ces domaines et d'utiliser son

association avec LYP pour réguler les cellules T négativement.
11.2.d.PTPN22 dans les maladies auto-immunes

Le SNP (rs2476601) du géne PTPN22 est situé dans I'exon 14 de ce géne. Il est
caractérise par un changement de nucléotide cytosine (C) par une thymine (T) en
position 1858, implique la substitution d’une arginine (R) par un tryptophane (W) en
position 620 de la protéine, dans le domaine de liaison de LYP avec la kinase Csk
(Bottini et al.,2004) a été associée a une augmentation du risque pour le
développement de plusieurs maladies auto-immunes : polyarthrite rhumatoide (PR)
( Steer et al.,2005) ,le diabete de type 1(Bottini et al.,2004) , le lupus érythémateux
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disséminé (LES) (Kyogoku et al.,2004), et maladie de Basedowe (Velaga et
al.,2004).

|
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Figure 8 : Localisation de SNP étudié du géne PTPN22 (Adapté par Smith et
al.,2008).

Nous avons choisi comme exemple la polyarthrite rhumatoide parce que notre
polymorphisme est plus étudie dans cette maladie.

Au cours de la PR des auteurs ont démontré que le SNP (rs2476601) de gene

PTPN22 est caractérisé par une diminution de la fonction de la protéine LYP, cette
derniére ne peut pas inhiber la signalisation du TCR dans des cellules T CD4
correctement; donc LYP-620W est considérée comme une protéine de perte de
fonction.
Cette fonction de LYP est affaiblie, dans les cellules T CD4, pourrait conduire a des
cellules T CD4 et B hyper réactives qui brisent la tolérance périphérique ce qui
conduit la a production des auto-anticorps tels que les anticorps anti protéines
citrullinées (ACPA), donc a la prédisposition au développement d’une polyarthrite
rhumatoide (Zikherman et al.,2009).
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ACPA :
ADN :
BANK :
BLK:
CsK:
Ct:
CTLAA4:
CTS:
dNTP:
EDTA:
FR:
Grb2 :
HLA :
HTA

109G :
IgM :
IRF :
LceK:
LES:
LYP:
MAI :
NET :
NK :
PAD4 :
PADI4 :
PBMCs :
PCR:
PR :
PTK:

ABREVIATIONS

Auto anticorps anti protéines citrullinées
Acide désoxyribonucléique

B cell scaffold protein with ankyrin repeats
B Lymphocyte Kinase

C-src tyrosine kinase

Cycle seuil

Cytotoxic T-Lymphocyte Antigen 4
Centre de transfusion sanguine
Desoxynucléotide triphosphate

Ethyléne diamine tétra-acétique

Facteur Rhumatoide

Growth factor receptor-bound protein 2
Human Leukocyt Antigen

Hypertension artérielle
Immunoglobuline de classe A
Immunoglobuline de classe G
Immunoglobuline de classe M

Interféron Regulatory Factor
Lymphocyte-specific protein tyrosine kinase
Lupus érythémateux systémique
Lymphoid-specific Phosphatase

Maladie Auto-immune

Neutrophil extracellular traps

Naturel Killer

Peptidyl Arginine Désiminase4

Peptidyl Arginine Désiminase de type 4

Cellules mononucléaires du sang périphérique

Polymerase chain reaction
Polyarthrite Rhumatoide

Protéine tyrosine kinase

ABREVIATIONS
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ABREVIATIONS

PTPN22: Protéine Tyrosine Phosphatase Non récepteur de type 22
Rs: Référence SNP

RT-PCR: Réel Time polymerase chain reaction

SDS : Dodécylsulfate de sodium

SEP: Sclérose En Plaque

SH2 : Src homology 2

SH3: Src homology 3

SI: Systéme immunitaire

SLB: Solution de Lyse de globule Blanc

SLR: Solution de Lyse de globule Rouge

SNP : Polymorphisme de nucléotide unique

STAT4: Signal Transducers and Activators of Transcription 4
TCR: T-cell antigen receptor

™ : Température de dissociation
TRAF1: TNF Receptor-Associated Factor 1
Vs : Vitesse de Sédimentation

WR : Réaction de Waaler-Rose

Zap 70 : Zeta-chain-associated protéin kinase 70
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