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> ’établissement de la tolérance centrale
thymique est un processus crucial pour prévenir
le développement de pathologies auto-immunes.
Les cellules épithéliales médullaires thymiques
sont essentielles a ce processus via I’expression
du facteur de transcription Aire. Celui-ci régule
I’expression de nombreux antigenes spécifiques
de tissus périphériques. Des mutations du géne
codant pour Aire sont responsables du syndrome
APECED (autoimmune

candidiasis

auto-immun appelé

polyendocrinopathy ectodermal

dystrophy). Cette revue traite du mode d’action
de Aire au niveau moléculaire et épigénétique dans
le contréle de I'expression de ces auto-antigenes.

Nous discutons également d’autres roles,

récemment décrits, de ce facteur de transcription
dans I'induction de la tolérance centrale. <

Différenciation des cellules épithéliales
médullaires thymiques

Les cellules épithéliales médullaires thymiques (mTEC)
jouent un rdle critique dans 'induction de la tolérance
centrale des cellules T, grace a leur capacité unique
d’exprimer des milliers d’antigénes spécifiques de tissus
périphériques (TRA, tissue-restricted antigen) [1]. Cette
expression conduit a I’élimination de cellules T auto-
réactives potentiellement dangereuses pour I'intégrité
de nos tissus et permet la génération de cellules T régu-
latrices naturelles (nTreg). Ces dernieres ont la capacité
de controler en périphérie 'activité de cellules T auto-
réactives qui ont échappé aux processus de sélection
thymique [2]. Lexpression de nombreux TRA est régulée
par le facteur de transcription Aire (autoimmune regu-
lator) [3]. Chez I'embryon, de récents travaux ont établi
que les mTEC Aire* dérivent de cellules progénitrices qui
expriment fortement les protéines des jonctions ser-
rées, claudines 3 et 4, ainsi que le marqueur de cellules
souches embryonnaires SSEA-1 (stage-specific embryo-
nic antigen 1) (Figure 1) [4, 5]. Chez I'adulte, ces pro-
géniteurs persistent mais perdent progressivement cette
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capacité d’autorenouvellement. De maniére intéressante, I'implantation
de ces cellules dans un environnement thymique dépourvu de mTEC res-
taure la formation d’un compartiment médullaire fonctionnel capable
d’induire la tolérance des cellules T [5]. Ces résultats ouvrent de nou-
velles perspectives thérapeutiques visant a améliorer la fonction thy-
mique. Les travaux des quinze dernieres années ont établi que les mTEC
constituent une population cellulaire hétérogene. Ces cellules subissent
en effet plusieurs étapes de différenciation caractérisées par la surex-
pression a la surface cellulaire des molécules du complexe majeur d’his-
tocompatibilité de classe Il (CMH 1) et de la molécule de costimulation
CD80 (Figure 1) [6]. Seules 25 % des mTEC expriment Aire et sont dites
« matures » [7, 8]. Nous avons montré que leur différenciation et leur
homéostasie sont controlées par des interactions spécifiques de I'anti-
géne avec les thymocytes CD4* dans le thymus postnatal [9-11]. Les
mTEC matures expriment une grande diversité de TRA, ne proliferent pas
et ont une durée de vie courte [7, 12]. Cette sous-population cellulaire
était considérée jusqu'a présent comme correspondant au stade final
de maturation des mTEC. Cependant, des études de tragabilité du destin
cellulaire (fate mapping)*, qui ont permis de suivre au cours du temps
les cellules ayant exprimé Aire antérieurement, ont montré I’existence
d’une population de mTEC dite « post-Aire » (Figure 1) [13, 14]. Ces
cellules se caractérisent par une expression modérée des molécules de
CMH 11 et CD80 ainsi que par la perte totale d’expression de Aire. Elles
présentent aussi la particularité d’exprimer plusieurs antigénes spé-
cifiques des kératinocytes [15]. La perte de Aire s’accompagne d’une

! La technique du « fate mapping » permet de tracer le destin des cellules au cours du développement,
grdce a I"expression d’un gene rapporteur, celle-ci étant transmise a la descendance.
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Figure 1. Modéle de différenciation des mTEC. Les cellules progénitrices des mTEC expriment les protéines des jonctions serrées, claudines 3 et 4

ainsi que le marqueur de cellules souches embryonnaires SSEA-1. Les différents stades de maturation des mTEC se caractérisent par une expres-

sion différentielle des molécules de CMH 11, de la molécule de costimulation CD80 et du facteur de transcription Aire. La moitié des mTEC matures

meurent par apoptose et I’autre moitié se différencient en mTEC post-Aire. Ces derniéres se caractérisent par la perte d’expression de Aire, une

diminution d’expression des molécules de CMH II, CD80 et par une forte expression des antigénes spécifiques des kératinocytes. Enfin, ces cellules

au stade terminal de différenciation s’organisent en corpuscules de Hassall. Certaines d’entre elles pourraient étre cependant susceptibles de

mourir par apoptose (fléche en pointillé).

expression réduite de TRA, pas d’une abolition totale [14]. Il est donc
plausible que les mTEC post-Aire continuent a contribuer a I'induction
de la tolérance centrale bien que ce role reste a établir. Enfin, les mTEC
post-Aire perdent leurs noyaux et fusionnent pour former des corpus-
cules de Hassall. Ces structures sont identifiées a I'aide des marqueurs
spécifiques de cellules différenciées de I’épiderme tels que les cyto-
kératines 6 et 10, I'involucrine, le marqueur LEKTI (lympho-epithelial
Kazal type related inhibitor), ainsi que les desmogléines 1 et 3 (Figure 1)
[15, 16]. Chez I’lhomme, les corpuscules de Hassall ont le potentiel
d’induire le développement de cellules nTreg [17]. Leur(s) rdle(s) chez
la souris reste(nt) a I’heure actuelle inconnu(s). Il reste a déterminer
si les mTEC post-Aire dans leur totalité deviennent des corpuscules de
Hassall ou si une fraction d’entre elles meurent par apoptose (Figure 1).
Il est intéressant de noter que la différenciation terminale des mTEC est
contrdlée par le facteur Aire [18, 19]. €n effet, son absence entraine des
perturbations du compartiment médullaire qui se caractérisent par une
réduction du nombre de corpuscules de Hassall et une accumulation de
mTEC matures présentant des altérations morphologiques [7, 16]. Ainsi,
Aire influence le processus dynamique de la différenciation des mTEC.
Ces études révelent donc que 'activité de Aire s’étend au-dela du réle
bien établi de régulateur de "expression des TRA dans les mTEC Aire”.

Mécanismes moléculaires et épigénétiques
de I’expression des TRA régulés par Aire

Les mTEC matures possédent la fascinante capacité d’exprimer plu-

sieurs milliers de TRA [1]. Une étude récente basée sur des expériences
de séquencage a haut débit a en effet montré que les mTEC matures
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expriment 85 % du génome murin soit 19 293 génes [12].
A P'heure actuelle, un seul facteur de transcription a été
identifié pour réguler I'expression d’un grand nombre de
TRA. Ce facteur, exclusivement localisé dans le noyau
des mTEC, correspond a la protéine Aire (Figure 2A). Des
mutations de ce gene sont responsables du syndrome
auto-immun APECED (autoimmune polyendocrinopathy
candidiasis ectodermal dystrophy). Cette maladie rare
repose généralement sur I’association de deux des trois
symptomes cliniques suivants : candidose cutanéomu-
queuse chronique, hypoparathyroidie et insuffisance
rénale d’origine auto-immune [20]. Les souris défi-
cientes pour le géne Aire présentent des signes cliniques
proches de ceux observés chez 'homme atteint de
APECED [3]. Récemment, il a été montré que Aire est
capable de réguler a lui seul "expression de 3 980 genes
[12]. Pendant de nombreuses années, plusieurs groupes
de recherche ont essayé de comprendre comment un seul
facteur de transcription parvient a contréler I’expression
d’autant de génes. Plusieurs travaux ont maintenant per-
mis d’appréhender son mode d’action.

Le gene Aire code pour une protéine de 58 kDa qui
possede de multiples domaines caractéristiques de
protéines capables de lier la chromatine et de réguler
la transcription (Figure 2B) [21]. A Iextrémité amino-
terminale, Aire posséde une région HSR (homogeneously
staining region) qui contient un domaine CARD (caspase
recruitment domain) permettant son oligomérisation.
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Chez les patients atteints d’APECED, des mutations dans le domaine
HSR de Aire perturbent la formation d’oligomeéres, essentielle pour sa
fonction [22]. Le domaine HSR est suivi d’un domaine NLS (nuclear
localization signal) responsable de la localisation nucléaire de Aire,
qui est aussi assurée par les importines a1, a3 et a5 [23]. Aire
contient également un domaine SAND dont la région protéique allant
des acides aminés 189 a 197 possede la capacité de se lier a des
séquences spécifiques de PADN [24]. Cependant, cette interaction ne
semble pas étre impliquée dans la transcription des genes codant pour
les TRA [25]. Aire contient aussi deux domaines PHD (plant homeodo-
main) : PHD1 et PHD2. Ces séquences conservées sont retrouvées dans
des protéines nucléaires impliquées dans la régulation de la trans-
cription par reconnaissance de marques épigénétiques. Le domaine
PHD1 reconnaft la lysine 4 non méthylée de I’histone H3 (H3K4me0).
La reconnaissance de cette marque épigénétique est nécessaire a la
transcription des TRA [25-27] (Figure 2B). Le domaine PHD2, quant &
lui, n’interagit pas directement avec le nucléosome mais contribue a
la structure protéique tridimensionnelle de Aire qui est essentielle a
son activité transcriptionnelle [28]. Le domaine PHD1 est aussi impli-
qué dans interaction de Aire avec la kinase nucléaire, DNA-PK (DNA
dependent protein kinase). Cette enzyme reconnaft un variant d’his-
tone H2AX phosphorylé sur la sérine 139 (yH2AX), qui se trouve étre
enrichi au niveau des cassures double brin de ’ADN [25] (Figure 2B).
Aire contient également un domaine riche en proline (PRR) caracté-
ristique d’autres protéines impliquées dans le controle de la trans-
cription. €Enfin, a son extrémité carboxy-terminale, Aire possede un
domaine TAD (transcriptionnal activation domain) qui est nécessaire
a P’interaction avec le facteur d’élongation P-TEFb (positive transcrip-
tion elongation factor) [29].

Les connaissances acquises sur la structure de Aire ainsi que I'iden-
tification de ses différents partenaires ont permis de proposer un
modele de régulation de expression des TRA. A I’état basal, la machi-
nerie transcriptionnelle est déja en place sur les promoteurs des genes
cibles de Aire. 'ARN polymérase I (ARNpol II) est en état de pause
et génere des transcrits instables de petites tailles dits « abortifs »
[30]. Dans les mTEC matures, Aire reconnait, par I'intermédiaire de
son domaine PHD1, I’histone hypométhylée H3K4 (H3K4me0) dans les
régions promotrices des TRA [26, 271 (Figure 2C). Une étude in vivo
a récemment montré que le site d’initiation de la transcription des
génes codant pour les TRA régulés par Aire est aussi enrichi d’une
marque répressive de la transcription : la triméthylation de I’histone
H3K27 (H3K27me3) [12]. Ces données suggérent que cette marque
épigénétique pourrait étre également associée au recrutement de Aire
au niveau des promoteurs de ses genes cibles. La DNA-PK, quant a elle
recrutée sur les histones YH2AX, phosphoryle Aire en interagissant avec
son domaine PHD1 [31]. Cette phosphorylation permet le recrutement
du facteur P-TEFb via le domaine TAD de Aire. Ce facteur d’élonga-
tion phosphoryle & son tour le domaine carboxy-terminal (CTD) de
’ARNpol I, ce qui entraine I’élongation de la transcription des genes
codant pour les TRA (Figure 2C). Aire interagit également avec le
coactivateur transcriptionnel CBP (CREB-binding protein) qui acétyle
les histones H3, favorisant ainsi "accessibilité de la chromatine a la
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machinerie transcriptionnelle [32]. De maniére intéres-
sante, un nouveau partenaire de Aire, la protéine kinase
HIPK2 (homeodomain interacting protein kinase 2) a
été récemment identifiée [33]. Cette kinase régule la
fonction de Aire en réprimant par phosphorylation son
role de coactivateur de la transcription (Figure 2C).
Enfin, une nouvelle étude a identifié 51 partenaires
potentiels de Aire qui sont préférentiellement impliqués
dans I’élongation de la transcription [34].

Aire est donc capable de réguler I’expression de milliers
de TRA dans les mTEC, non pas en reconnaissant des
motifs spécifiques au niveau des promoteurs de ses
genes cibles, mais en libérant "ARNpol Il de son état de
pause, via une cascade de phosphorylation entre ses
différents partenaires [30].

Les différents roles de Aire dans I’induction
de la tolérance centrale des cellules T

Aire a été initialement identifié en tant que facteur
de transcription régulant I’expression de nombreux
TRA dans les mTEC [3]. Lutilisation de modéles
murins transgéniques a montré un role de Aire dans
I’élimination des thymocytes autoréactifs CD4" et
CD8", processus appelé « sélection négative » [35].
Ces observations sont basées sur l'utilisation de
souris transgéniques OT-Il. Celles-ci possédent des
thymocytes CD4* qui expriment un TCR (T cell recep-
tor) reconnaissant un peptide dérivé de I’ovalbumine
(OVA) qui n’est pas normalement exprimé par les
mTEC. Les thymocytes OT-Il sont éliminés lorsque ces
souris sont croisées avec des animaux transgéniques
Rip-mOVA, qui expriment I’"OVA dans les mTEC de fagon
spécifique. €n revanche, lorsque les souris Rip-mQOVA
x OT-Il sont sur fonds génétique Aire””, la sélection
négative des thymocytes OT-II est défectueuse. Aire
joue donc un réle clé dans la sélection négative des
thymocytes CD4* (Figure 3). Une étude utilisant des
souris transgéniques, chez lesquelles I’expression des
molécules de CMH II est réduite spécifiquement dans
les mTEC Aire*, a montré que ces cellules sont de véri-
tables cellules présentatrices d’antigénes, et qu’elles
jouent donc un rdle autonome dans I’élimination des
cellules CD4* [36]. Le rdle de Aire a été également
étudié dans la sélection négative des thymocytes CD8*
a I'aide de souris transgéniques OT-1 qui possedent
des thymocytes CD8" reconnaissant I’OVA dans le
contexte des molécules de CMH | [35]. Les souris Rip-
mOVA x OT-1 sur fonds Aire”” présentent un défaut de
sélection négative des thymocytes OT-1, indiquant que
Aire est aussi impliqué dans la sélection négative des
thymocytes CD8* (Figure 3).



H3kame0 || DNA-PK | P-TEFb

\/ |

280 299 340 349 430 434 475 505 545
sawp | [pup1] [pre| [pHD2| [7aD ] C-ter

mTEC/Aire

100 131-133 189
N-ter [ HsR/CARD | ns |

: | 1
_ P""‘-EfCTD
/\’@&TEH} ARNpol Il ol

Transcription

Antigenes spécifiques de
tissus périphériques (TRA)

Figure 2. Mécanismes moléculaires et épigénétiques de ’expression des TRA régulés par le facteur de transcription Aire. A. Section de thymus d’une
souris sauvage marquée par immunofluorescence avec un anticorps anti-kératine 14 (rouge) qui détecte les mTEC et un anticorps anti-Aire (vert).
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quée. C. Mode d’action de Aire dans la transcription des TRA. Par son domaine PHD1, Aire est préférentiellement recruté aux promoteurs de genes
présentant des histones H3K4 non méthylées (H3K4me0). Ce domaine interagit également avec la DNA-PK qui reconnaft un variant d’histone H2AX
(YH2AX). Cette kinase phosphoryle Aire, permettant ainsi le recrutement du facteur d’élongation P-TEFb qui, & son tour, phosphoryle le domaine

carboxy-terminal (CTD) de ’ARN polymérase || (ARNpol I1). Cette cascade de phosphorylations entraine la mise en route de la phase d’élongation

de la transcription des TRA.

Depuis la découverte du réle de Aire dans I’expression des TRA et dans
I’élimination des thymocytes autoréactifs, plusieurs études lui ont
dernierement attribué d’autres roles importants pour I’établissement
de la tolérance centrale, notamment dans I'induction des cellules
nTreg (Figure 3) [37]. Bien qu’initialement aucun défaut n’ait été
observé dans la population de nTreg chez les souris Aire”” [35], une
étude récente montre une diminution de ce type cellulaire dans la
médulla de ces souris [38]. De plus, & I’aide d’'un modéle d’adéno-
carcinome spontané de prostate, une autre étude indique que Aire
est responsable de la génération intrathymique de cellules nTreg
spécifiques d’antigénes associés aux tumeurs de la prostate [39].
Il reste cependant a déterminer si 'effet de Aire observé dans cette
étude s’étend a d’autres modéles tumoraux. De maniere intéressante,
le croisement de souris exprimant I’hémagglutinine du virus influenza
(HA) sous le contrdle du promoteur de Aire (Aire-HA) avec des souris
possédant un TCR transgénique qui reconnait un peptide dérivé de HA
(TCR-HA) entraine la génération de nTreg [37]. Par conséquent, Aire
joue un double rdle dans I'induction de la tolérance centrale a travers
I’élimination de cellules T autoréactives et la génération de cellules
nTreg (Figure 3).

U'induction de la tolérance centrale des cellules T dépend de la migration
des thymocytes dans la médulla au sein de laquelle ils interagissent
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étroitement avec les mTEC et les cellules dendritiques
[9, 40]. Aire régule I'expression de CCL (CC-type chemo-
kine) 17/CCL22 et CCL19/CCL21, ligands respectifs des
récepteurs des chimiokines CCR (C-C chemokine recep-
tor type) 4 et CCR7, qui sont nécessaires a la migration
des thymocytes dans la médulla (Figure 3) [41, 42].
La déficience en CCR7 entraine un défaut de migration
des cellules T au sein de la médulla, et donc un défaut
dans P'induction de la tolérance centrale [43]. Par
conséquent, les souris CCR7”~ présentent des autoanti-
corps et des infiltrats lymphocytaires au sein de tissus
périphériques. Elles développent ainsi des symptomes
auto-immuns chroniques similaires a ceux observés
chez les souris Aire™". Aire régule aussi I'expression de la
chimiokine (C class chemokine) XCL1 responsable de la
localisation médullaire des cellules dendritiques et ces
derniéres expriment le récepteur spécifique XCR1 de XCL1
[38]. Les souris XCLI”" se caractérisent en effet par un
défaut d’accumulation des cellules dendritiques dans la
médulla. Il est donc maintenant clairement établi que
Aire régule I'expression de chimiokines requises pour la
migration des thymocytes et des cellules dendritiques
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migration des cellules T et des cellules dendritiques au sein de la médulla. Ag : antigéne, CMH : complexe majeur d’histocompatibilité.

de la tolérance en périphérie. Aire est en effet exprimé

dans la médulla, processus essentiel a I’éducation des cellules T. De plus,
par un sous-type de cellules stromales dans les organes

Aire semble é&tre impliqué dans la cross-présentation® des TRA par les

cellules dendritiques, mécanisme qui pourrait améliorer efficacité dela  lymphoides secondaires. Il semblerait de plus avoir

sélection négative (Figure 3) [44]. €nfin, comme discuté précédemment, la capacité d’inactiver I’activité de lymphocytes CD4*
autoréactifs qui ont échappé au processus de sélection

Aire module aussi la différenciation terminale des mTEC.
Aire a été initialement décrit comme un facteur de transcription ayant  thymique [45]. ¢

I’étonnante capacité de réguler I’expression de milliers de TRA, néces-

saires a ’élimination de thymocytes autoréactifs. De plus, Aire renforce  SUMMARY

la tolérance centrale en étant impliqué a la fois dans la génération de  Induction of central tolerance by the factor Aire:
cellules nTreg, I'expression de chimiokines nécessaires a la migration molecular and epigenetic regulation

des thymocytes et des cellules dendritiques au sein de la médulla, ainsi  The establishment of thymic central tolerance is a cri-
que dans la cross-présentation des TRA par les cellules dendritiques. tical process to prevent the development of autoim-
Ces différentes fonctions conférent donc au facteur de transcription mune diseases. Medullary thymic epithelial cells (mTEC)
Aire un réle unique dans I'établissement de la tolérance centrale. Au- are essential to this process through the expression
dela de ce role, Aire semble étre également impliqué dans le maintien  of the transcription factor Aire, which controls the

transcription of many genes encoding tissue-restricted
antigens. Mutations in the Aire gene are responsible for
arare autoimmune disorder called APECED (autoimmune

? Cross-présentation (présentation croisée) : capacité des cellules présentatrices de I'antigéne a capturer

et a présenter des antigénes exprimés par un autre type cellulaire.
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polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy). This review
summarizes our current knowledge on the mode of action of Aire at the
molecular and epigenetic levels in controlling the expression of tissue-
restricted antigens. We also discuss recently described additional roles
of this transcription factor in the induction of central T-cell tolerance. ¢
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