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Résumeé

La maladie cceliaque est une entéropathie intestinale de plus en plus fréquente dans le monde
.c’est une maladie auto-immune chronique induite par 1’ingestion de gluten contenant dans les
protéines de blé, du seigle, de 1’orge et ’avoine. Elle est provoquée par une réponse immunitaire
inappropriée déclenchée chez les individus génétiquement prédisposé. Classiquement, elle se
manifeste par une dégradation des villosités intestinales pouvant aller jusqu’a I’atrophie totale,
une malabsorption et d’autre manifestations cliniques. Le régime sans gluten (RSG) est le seul
traitement disponible pour pallier aux complications.il est contraignant au patient une parfaite
assiduité au quotidien.

Dans ce travail nous avons caractérisé le polymorphisme de systeme HLA pour 34 patients,
par PCR-SSO (Polymérase Chain Reaction-Sequence-Specific Oligonucleotide) afin de
déterminé les fréquences phénotypiques, génotypique et haplotypiques des genes HLA classe
Il : HLA- DRB1, HLA- DQBL.

Les résultats confirment I’implication des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
HLA classe Il DR, DQ dans la susceptibilité a la maladie cceliaque et a son association aux
autres maladies auto-immunes telle que le diabéte type 1, cependant la maladie ne se développe
que chez une minorité des individus de type HLA-DQ2, et HLA-DQ8.

Nous avons trouveé dans notre échantillon la fréquence de 88,24% pour les patients MC portants
le gene HLA-DQZ2et /ouHLA-DQ8, et 25% pour HLA-DR3(DR17) contre 17,5% chez les
témoins, 20,50% pour ’'HLA-DR4 chez patients contre 15% chez les témoins, nous avons
remarqué que les hétérozygoties sont les plus fréquents (12/34) avec une fréquence égale a
35,29% contre 15% (6/40) chez les témoins et nous avons remarqué que la frégquence
haplotypique la plus élevé chez nos patients est égale a 38,24% (13/34) portant 1I’haplotype
HLA-DR17DQ2 contre 14% (10/40)chez les témaoins.

Mots clés : Maladie cceliaque, gluten, régime sans gluten, le systeme HLA, HLA-DQB1, HLA-
DRBL1, HLA-DQ2, HLA-DQ8, PCR -SSO.



Summary

Celiac disease is an intestinal enteropathy increasingly common in the world. It is a chronic
autoimmune disease caused by the ingestion of gluten-containing proteins in wheat, rye,
barley and oats. It is caused by an inappropriate immune response triggered in genetically
predisposed individuals. Classically, it is characterized by a deterioration of the intestinal villi
up to the total atrophy, malabsorption and other clinical manifestations. The gluten-free diet
(GFD) is the only treatment available to overcome the complications. This diet is very
restrictive to the patient because it requires perfect attendance every day.

In this work we characterized the polymorphism of HLA for 34 patients, PCR-SSO
(Polymerase Chain Reaction-Sequence-Specific Oligonucleotide) to determine the phenotypic
frequencies, genotype and haplotype of HLA class Il HLA-DRB1, HLA-DQBL.

The results confirm the involvement of molecules of the major histocompatibility complex
class Il HLA DR, DQ in susceptibility to celiac disease and its association with other
autoimmune diseases such as type 1 diabetes. However, the disease develops in a minority of
individuals to HLA-DQZ2 and HLA-DQS.

We found in our sample frequency 88.24% for CD patients carry the HLA-DQ2et / ouHLA-
DQ8, 25% for HLA-DR3 (DR17) against 17.5% in controls, 20.50% for HLA-DR4 in
patients against 15% in controls, we found that heterozygosity are the most common (12/34)
with a frequency equal to 35.29% against 15% (6/40) in the control and we noticed that the
haplotype frequency higher in our patients is equal to 38.24% (13/34) who carry the HLA-
DR17 DQ2 hplotype against (10/40) to 14% in controls.

Key Words: celiac disease, gluten, gluten-HLA, HLA DQB1, HLADRB1, HLADQ2, HLA
DQ8, PCR-SSO.



Glossaire

La maladie d'Addison :

L’insuffisance surrénale primaire (ou maladie d’ Addison dans sa forme chronique) est
une affection auto immune rare qui a de nombreux points communs avec d’autres
maladies auto immunes, notamment endocrinienne, auxquelles est d’ailleurs trés
associée comme dans la maladie ceeliaque 1’existence d’une susceptibilité associée a
certains antigenes de classe II du complexe majeur d’histocompatibilité. (Gorochov et
al 2000).

Maladie de crohn :

Est une maladie inflammatoire chronique du systéeme digestif, qui évolue par
poussées (ou crises) et phases de rémission. Elle se caractérise principalement par des
crises de douleurs abdominales et de diarrhée, qui peuvent durer plusieurs semaines
ou plusieurs mois. Fatigue, perte de poids et méme dénutrition peuvent survenir si
aucun traitement n’est entrepris. Dans certains cas, des symptomes non digestifs, qui
touchent la peau, les articulations ou les yeux peuvent étre associés a la maladie.

En cas de maladie de Crohn, I’inflammation peut toucher n’importe quelle partie du
tube digestif, de la bouche a I’anus. Mais le plus souvent, elle s’installe a la jonction de

I’intestin gréle et du colon (gros intestin) (Defranco et al, 2009).

La dermatite Herpétiforme :

Est une affection cutanée due a une intolérance au gluten. La biopsie cutanée permet
de mettre en évidence des dépots microgranulaires d’IgA dans le derme papillaire .la
maladie cceliaque associée reste souvent muette mais les marqueurs sérologiques sont
présents (Bernard et al ,2003).

Geéne :

Un geéne est défini comme un enchainement de désoxyribonucléotides (dit aussi
séquence), c'est-a-dire comme une portion de I'ADN, qui peut étre transcrit en acide
ribonucléique (ARN). S'il est ensuite traduit en protéine, la séquence est dite
« codante ». La plupart du temps, un gene commence par une séquence de nucléotides
appelée promoteur, dont le rdle est de permettre l'initiation mais surtout la régulation

(tous les génes ne sont pas exprimés dans toutes les cellules) de la transcription de
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I'ADN en ARN, et se termine par une séquence terminatrice appelée terminateur, qui
marque la fin de la transcription. La molécule d'’ARN ainsi produite peut soit étre
traduite en protéine (elle est dans ce cas appelée ARN messager), soit étre directement
fonctionnelle (c'est le cas pour les ARN ribosomiques ou les ARN de transfert). Il y a
environ 13 000 génes dans I'ADN des cellules d'une drosophile, et environ 21 000
genes chez I'Homme (Clamp 2007).

Geénotype :

Le génotype est I'ensemble des caractéristiques génétiques d'un individu. Les genes
d'un étre vivant se retrouvent normalement chez tous les membres de son espéce.
Toutefois, il existe plusieurs versions de chaque gene. On appelle ces versions
différentes d'un méme gene des alleles Cela donne des possibilités de combinaison
différentes entre les genes extrémement élevées. Chaque génotype est ainsi
habituellement unique, sauf cas exceptionnels comme la gémellité monozygote (« vrais
jumeaux »). On désigne ainsi souvent familiérement le génotype comme la « carte
d'identité génétique » d'un organisme (Clamp 2007).

Haplotype :

Un haplotype est un ensemble de génes situés cote a cote sur un chromosome. lls sont
généralement transmis ensemble, et proviennent soit du pére, soit de la mere (Nguyen
et al ,2008).

L’hémochromatose :

L’hémochromatose li¢e au géene HFE (hémochromatose HFE) ou hémochromatose de
type 1, est une maladie génétique a transmission autosomique récessive caractérisée par
une surcharge en fer progressive de 1’organisme se manifestant habituellement chez
I’adulte. Le gene HFE, localisé sur le bras court du chromosome 6 (6p21.3), code une
protéine qui joue un réle essentiel dans le métabolisme du fer en modulant la production
d’hepcidine par le foie. La mutation p.Cys282Tyr est responsable d’une diminution de
la syntheése hépatique d’hepcidine a ’origine de la surcharge en fer par un double
mécanisme : augmentation de 1’absorption duodénale du fer et augmentation de la
libération du fer macrophagique dans le courant sanguin. La surcharge en fer primaire,
induite par cette mutation du géne HFE, est appelée hémochromatose HFE ou

hémochromatose de type 1(Jouanolle et al, 2012).
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Locus : ¢’est ’emplacement d’un géne sur un chromosome .les loci connus sont les luci
A; B, CetD ....ectils logent des genes dont certain nombre a été identifi¢ (Nguyen
et al ,2008).

Major Histocompatibility Complex Class I chain- Related A (MICA) :

La protéine MICA est formée de 3domaine extracellulaires al, a2, a3, d’une région
transmembranaire et une région cytoplasmique, elle n’pas associe a la f macroglobuline
a la surface cellulaire contrairement a la molécule HLA classe | classique, mais
présente une similarité dans la structure tridimensionnelle de HLA I classique. Cette
molécule de localisation intra-cytoplasmique essentiellement exprimée par les cellules
épithéliales intestinale lors de stresse cellulaire, le ggne MICA a un rdle essentielle dans
la défense de 1’organisme, la molécule MICA est reconnue par le récepteur activateur
NK G2D a la surface de cellule NK (Natural Killer), (Palmowski et al, 2002).

NKG2D (Natural Killer Group 2D) :

C’est un récepteur activateur, homodimeéres exprimé principalement par les cellules NK
mais aussi par les cellules NKT et certains typesde LT y3, CD4+, CD8+. Ses ligands
MICA/B, son activation par les NK entraine une activation cytotoxique (Palmowski et
al, 2002).

L’Ostéoporose :

I’ostéoporose, définie par la diminution de la densit¢é minérale osseuse, est plus
fréquente chez les patients atteints de la maladie cceliaque par rapport aux non ceeliaque,
il existe également une augmentation du risque fracturaire . 1’ostéoporose peut observer
chez un patient cceliaque asymptomatomatique (Nion-Larmurier et al, 2009) .

Le polymorphisme HLA :

Un polymorphisme est une variation de séquence d'un géne dans une population. Un
geéne est considéré comme polymorphe s’il existe au moins deux alléles a une fréquence
égale ou supérieure a 1% (Buhler,2007).

Phénotype :

Ensemble des caractéristiques d'un individu résultant de I'expression de ses génes et de
leurs éventuelles interactions avec lI'environnement (Scheiner SM. 1993).
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Lexique des abréviations

AA : Acide Aminé

ADN : Acide Désoxyribose Nucléique.
Ad12 : Adénovirus de sérotype 12
AGA : Anticorps Anti Gliadine

ARN : Acide Ribose Nucléique

AV : Atrophie Villositaire

CD 17:Cluster of differentiation

CDB-02 : Elution Buffer
Complex Class | Chain- Related A/B

CE : Cellules Entérocytes

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CPA : Cellules Présentatrices d’ Antigénes

C/V : le rapport entre Cryptes et Villosités
CTLA-4 : cytotoxic T lymphocyte associated-4
EDTA : Acide Ethylene Diamine Tetraacétique

EMA : Anticorps Anti Endomisume
Reaction-Sequence-Specific Oligonucleotide

G1: Groupe 1
G2 : Groupe 2
HLA : Human Leucocyte Antigen

HLA-DQ: Human Leukocyte Antigen, DQ sub region
HLA-DR : Human Leucocyte Antigen-D related

Antigen Processing

HLA-DP : Human Leukocyte Antigen, DP sub region

HFE : Hémochromatose

HSP : Heat Shock Protein (Protéines de choc Thermique)

Transglutaminase Tissulaire
IL : Interleukine

INF vy : Interféron y

LDB : Lysis Dilution Buffer.
LIE : Lymphocytes Intra Epithéliaux
IL15 : Interleukine 15
LT : Lymphocyte T
LB : Lymphocyte B
LT CD4+ : Lymphocyte T CD4+
MC : Maladie Cceliaque
MIC A/B : Major Histocompatibility

n =34 : nombre de patients égale a34
OR : Odds Ratio
P1 : Position 1
P4 : Position 4
P6 : Position 6
P7 : Position 7
PCR-SSO : Polymérase Chain

NKG2D : Natural killer Group 2D
PK : Protéase K
RSG : Régime Sans Gluten

T=40 : Témoins égale a40

TAP : Transporter Associated with

Inv : chaine Invariante
TH: T Helper (auxiliaire)

TtG ; anticorps anti-

WDB : Wash Dilution Buffer
WTS : Waste Tube
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Introduction

La maladie cceliaque est une maladie auto-immune induite par le gluten chez des sujets
génétiquement prédisposes. La prédisposition génétique est fréquente dans la population
générale puisqu’environ 30% posséde le génotype HLA DQ2 ou DQ8 et seulement 1% de
ces individus présenteront une des formes de la maladie bien qu’ils sont tous exposés au gluten
largement présent dans I’alimentation. Cela suggére que d’autres facteurs génétiques ou
environnementaux interviennent dans le déclanchement du processus auto-immune (Lamireau
etal, 2011).

Cette maladie a deux pics de fréquence avec classiquement une révélation dans l'enfance, le
plus souvent entre six mois et deux ans, aprés l'introduction du gluten dans 1’alimentation
(farines pour nourrissons contenant du gluten, pates, pain...), ou a I'age adulte, le plus souvent
entre 20 et 40 ans. Les formes a révélation tardive, apres 65 ans, ne sont cependant pas
exceptionnelles (Chyderiotos et al, 2008).

La maladie cceliaque est I’une des maladies gastro-intestinales les plus fréquentes. Des études
épidémiologiques ont montré que les pays européens avec une prévalence 5% ou plus
(Martucci et al, 2002). Cette prévalence reste aussi élevée en Afrique du nord avec 1,4% dans
la population générale (Denery-Papini et al, 2001). En Algérie, nous ne possédons pas encore
de données actuelles précises sur I’ampleur de la maladie. Il existe trés peu de travaux relatifs
a la maladie cceliaque. Les seules données a notre disposition sont celles de BENATALLAH
(2009) dans I’est algérien. En 2003, la prévalence de la maladie cceliaque a été estimée a 1,4%
a Guelma, 1,7% a Mila et 0,88% a Khanchela ; la prévalence moyenne calculée sur les trois
villes est au moins 1,33%, et pour la ville d’Oran la prévalence chez les enfants moins de 15

ans atteints de MC symptomatique était 1,09 %.

Actuellement, le seul traitement scientifiquement prouvé pour la maladie cceliaque est
I’adhérence perpétuelle stricte a un régime sans gluten. Tous les aliments contenant le gluten
de blé, de seigle et d’orge ainsi que leurs dérivés sont eliminés (Niewinsky, 2008). Par ailleurs,
les céréales occupent une place importante dans 1’alimentation mondiale. L’ Algérie fait partie
de ceux qualifiés de type céréalier a blé. Les aliments Contenant du gluten apportent donc une

contribution substantielle a la prise quotidienne (FAO, 2009).

Le gluten est omniprésent dans de nombreuses préparations alimentaires algériennes, ce qui
rend le suivi du régime sans gluten difficile et défavorable.

Dans ce contexte nous nous sommes demandé si tous nos patients ceeliaques avec une sérologie
positive et des signes cliniques distingués ont une génétique HLA DQ2, DQ8 positif ?

1



Introduction

La technique de typage HLA classe Il pourrait-elle devenir le seul examen qui confirme
’atteinte de la MC ?

La prédisposition génétique est-il le principal facteur de la MC ?

Tout individu porteur des genes de predisposition souffre-t-il de la MC ?

L’objectif de ce travail dans le diagnostic de la maladie cceliaque est de réaliser le test
génétique par la technique de typage génétique par la PCR-SSO (Polymérase Chain Reaction-
Sequence-Specific Oligonucleotide) la recherche d’une association entre les alléles HLA classe
Il et la maladie cceliaque (MC) , afin d’étudier le polymorphisme génétique des molécules HLA
classe Il DRB1, DQBL1, dans un echantillon de 34 patients algériens atteints de MC ,en
comparaison a un échantillon témoin de 40 sujets sains . Le but étant d’établir les fréquences
phénotypique, génotypique et haplotypique des génes des locus DRB1 et DQB1 du complexe
majeur d’histocompatibilit¢é HLA classe II et la relation entre la manifestation des differents
signes cliniques, le lien génétique entre la maladie cceliaque et les maladies auto-immunes

associées tel que le diabéte type 1, la thyroide .....
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1-Historique :

Le terme cceliaque vient du grec KOLIAKOS qui signifie littérairement souffrance dans les
intestins (Husby et al, 2012). ; La premiére description de la maladie cceliaque date de la
deuxieme moitié du lléme siecle aprés Jésus christ, par Aretaeus de Cappadocia, dont les écrits
furent traduits du grec et édité par Francis Adams en 1856.

En 1888, Samuel Gee reprend la description de la pathologie en observant plusieurs cas
cliniques (Gee ,1888) au début de XXéme siecle .Frédéric Still observe que les hydrates de
carbone sont bien moins toléré que les graisses, et montre en 1918, I’effet particuliérement
néfaste du pain chez les malades cceliaques. En 1950, le hollandais Dicke a démontré dans sa
these que 1’état des enfants ceeliaque s’améliorait de fagon spectaculaire grace a 1’exclusion
de toutes les farines de froment, de seigle et de 1’avoine de leurs alimentations (Dicke et al,
1953). Le caractere toxique du gluten chez les patients ceeliaques sera ensuite confirmé par
Anderson (Anderson, 1960).

En 1954, I’histologie du duodénum chez le sujet cceliaque est décrite par Paulley (Paulley,
1954).

Les facteurs de prédispositions génétiques HLA-D (Q2 ; Q8) sont démontrés grace aux travaux
de Howell en1986 (Howelet al, 1986), et décrit par Sollid en 1989(Sollid;1989). Les cing stades
d’atteinte de la muqueuse sont définit par Marsh en 1992(Marsh, 1992). Le développement de
I’endoscopie digestive et les études immunologiques permettront ensuite de préciser la
physiopathologie de la maladie.

2 -définition :

Maladie cceliaque chez les enfants ou sprue cceeliaque chez les adultes (Wolfang et al ,2006).
La maladie cceliaque (MC) est une entéropathie auto- immune, inflammatoire de I’intestin
gréle, elle se traduit sur le plan histologique par une atrophie villositaire intestinale (Tkouba,
2008). avec un syndrome de malabsorption et donc une perte de poids ;la MC est provoquée
par un antigéne alimentaire la gliadine du gluten , le gluten et il est présent dans différentes
céréales comme le seigle, I’avoine, 1’orge et le blé vert ; la maladie cceliaque survenant chez
des sujets de tout age ; génétiquement prédisposés .elle est associée chez presque tous les
patients atteints a I’expression d’all¢les spécifiques de susceptibilité ,qui sont certains variant
des genes de complexe majeur d’histocompatibilit¢é (CMH) ou Human Leucocyte Antigen
(HLA) classe Il codant la molécule HLA-DQ2et ceux codant la molécule HLA-DQ8 (Roujon
etal ,2011).
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3-Epidémiologie :
La maladie cceliaque peut survenir a tout age .grace a 1’essor des tests sérologiques ; des études
épidémiologiques ont pu étre menées et ont révélé que la maladie se développe dans le foyer de
fagon comparable. La prévalence mondiale de la maladie est estimée al% (Dube et al, 2005 ;
Van Heel et al, 2006) dans la population générale elle peut augmenter jusqu’a 33% chez les
populations dites « & risque ».

Tableau I : Prévalence de la maladie cceliaque chez la population générale.

Amérique Population 1:133 2003 (Fasano et al,
générale 2003)
Argentine Population 1:167 2001 (Gomez et al,
générale 2001)
Brésil Population 1:214 2007 (Olieria et
générale al,2007)
Egypte Enfants 1:187 2008 (Abu-Zek et
al,2008)
Finlande Enfants scolarisés 1 :99 2003 (Maki et al,2003)
France Population 0,25 :100 2004 (Lepers et al
générale ,2004)
Islande Population 1:136 2009 Johannison et
générale al,2009)
Portugal Adolescents 1:134 2006 (Antunes et
al,2006)
Royaume-Uni  Enfants scolarises 1 :100 2004 (Bingley et
adultes al,2004)
1:100 2003 (West et al,2003)
Suisse Adolescents 1:132 2002 (Rutz et al,2002)
Tunisie Enfants scolarisés 1 :157 2007 (Benhariz et
al,2007)

La survenue d’une maladie cceliaque est 10a 100 fois supérieure a la population générale :

-chez les parents de 1" degré, elle varie de 1/50 a 1/10(Ellis, 1981)

-chez les jumeaux homozygotes, on retrouve un taux de concordance de70%
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-dans la fratrie, 30% ont un haplotype HLA identique (Romino, 2000).
- Les femmes sont deux a trois fois plus touchées que les hommes (Malamut et al, 2010).

En Algeérie, la prévalence de la maladie ceeliaque est :

De 1,4% a Guelma, 1,7 a Mila et 0,88a Khanchela (Benatallah, 2009).et dans la ville d’Oran,
la prévalence de la maladie cceliaque chez des enfants de moins de 15ans est de 1,09% (Boudraa
et al ,2008).

4- Symptomatologie :

Classiquement, ¢’était dans la premiéere enfance que la symptomatologie clinique était la plus
caractéristique (Schmitz et al ,2008). Les signes cliniques de MC en relation avec la
malabsorption de ’intestin gréle avec diarrhée, stéatorrhée, amaigrissement, denutrition,
asthénie et douleurs abdominales.

-on distingue quelques signes cliniques et para-cliniques de MC chez I’adulte.et chez les enfants
Tableau Il : principales manifestations cliniques et para cliniques de la maladie cceliaque de
I’adulte (Malamut et al, 2010)

Manifestations Signes cliniques

Digestives Diarrhée, douleurs abdominales et

amaigrissement.

Cuténomuquse Alopécie, Aphtose buccale, Purpura,

Hippocratisme digital

Génitales Aménorrhé primaire ou secondaire, puberté
tardive, meénopause précoce, infertilité,
fausse couche .crampes, tétanie, Atrophie

musculaire

Neuromusculaires Ataxie, atteinte périphérique, Epilepsie,
calcifications cérébrales.

Ostéo-articulaires Doleurs osseuses, Fracture spontanée,
Arthralgies /Arthrites.

Animée par carence en fer, Folates ,
vitamine B12, Thrombocytes, thrombopénie

Biologiques (moins fréquente),déficit en facteur

vitamine K dépanadant ,Hypoalbuminémie
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,Jhypocalcemie Hypomagnésémie, déficit

en Zinc, élévations des transaminases

Tableau I11 : les signes cliniques et para cliniques de la maladie cceliaque chez 1’enfant
(Mouterde et al ,2013).

Manifestations Signes cliniques

Digestives Diarrhée chronique, Abdomen distendu,

Anorexie, vomissements, ulcération

intestinal, constipation

Retard de développent Staturo-pondéral,
Mal nutrition disparation du pannicule adipeux,
Amyotrophie, fonte musculaire touchant
surtout les fesses (fesse plates) peau seche et
fine, cheveux fripée ; secs tombants
décolorés a la racine, anomalie de 1’émail

dentaire,

Générales Trouble de comportement, tristesse, retard
de développement psychomoteur,
déformation du squelette. Petite taille,

ostéoporose, retard pubertaire

Animée microcytaire, hypocalcémie,
Carentiels Hypofolatémie, hypoferritinémie,

Hypocholestérolémie, Hypovitaminose K

4-1 Les différentes formes de I’intolérance au gluten chez les patients ceeliaques des adultes
et des enfants :

a)les formes symptomatiques ou classiques

1-chez les enfants :

La maladie cceliaque est la cause principale de diarrhée chronique avec syndrome de
malabsorption chez les nourrissons. Elle débute peu de temps aprées I’introduction du gluten

dans I’alimentation, c'est-a-dire entre 6 et 24 mois. Chez les enfants on diagnostique la maladie
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vers 53 7 ans lors d’une consultation pour des selles abondantes mais peu fréquentes (Fasano
,2005).
2-chez les adultes :

La forme symptomatique concerne 20% des sujets atteints par la maladie avec des symptomes
typiques (Cellier, et al ,2001).

b) les formes pauci-symptomatiques ou atypigues :

Représente la majorité des cas diagnostiqués chez le sujet adulte ; soit plus de 50%des cas.
Les sujets consultent a la suite de symptdmes digestifs mineurs et de symptdmes extra
intestinaux.

c)les formes asymptomatigues ou silencieuses :

Dans les formes silencieuses, on observe des lésions histologiques propres a la maladie et des
anticorps anti-endomysium ou transglutaminase, alors que le sujet ne présente aucun symptome
ou simplement une anémie ferriprive (vahedi et al, 2001).

d) les formes latentes :

La maladie cceliaque latente mise en évidence grace aux études familiales, est définie par
I’absence de signes cliniques, sérologiques et une réponse immunologique anormale
(infiltration épithéliale) a une charge au gluten. La maladie ceeliaque latente ou silencieuse
peut évoluer vers une forme symptomatique (vahedi et al, 2001).

4-2 les maladies associees :
Elles sont trés nombreuses (Mouterde et al, 2008). La raison de leur association a la maladie
cceliaque peut étre de différents ordres (Beattie, 2006).Un terrain génétique commun
prédisposant aux pathologies auto immunes peut étre évoqué comme un lien de causalité entre
I’intolérance au gluten et d’autres atteintes par un caractére ubiquitaire de la transglutaminase.
Et un autre mécanisme serait pour certain pathologies de favoriser la MC. (Mouterde et al,
2013). C’est-a-dire les alleles DQ2/DQ8 sont aussi les alléles de susceptibilités pour certaines
maladies auto immunes tels que le diabéte type | et la maladie d’Addison ce qui explique
I’augmentation de risque de ces maladies chez les patients cceliaques ( Liu et al ,2005).

En théorie une MC méme latent est présente chez tous les patients ayant une dermatite
herpétiforme. Les facteurs de susceptibilit¢ HLA DQ2/DQ8 ont la méme répartition que dans
la MC (Zone, 2005).

Tableau IV: les troubles associées a la maladie cceliaque (Spomenka et al 2007).

Gastro- intestinaux : Hématopoiétiques :

-Maladie du foie -Anémie
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-Intestin irritable -Troubles de coagulation
-Ulcération aphteuse -Deficit en IgA
-Gastrite lymphocytaire -Hyposplénisme
-Adénocarcinome de I’intestin gréle -Lymphome T
Neurologigues : Locomoteurs :
-Neuropathie périphérique -Ostéopénie
-Epilepsie -Arthralgie
-Ataxie, Alopécie

Endocriniennes : Psychiatrigues :
-Diabete de type 1 -Dépression
-stérilité -Schizophrénie

-Avortements récurrents

-Troubles de la thyroide

Rénaux : Dentaires :
-Néphropathie a IgA -Dégats a I’émail dentaire
Dermatologiques : Génétiques :

-Dermatite herpétiforme -Syndrome de Dawn
-Psoriasis - Syndrome de Turner

-Altération de la pigmentation du visage

5- Diagnostic :

Le diagnostic de la MC est posé grace a la combinaison des arguments : cliniques(les
symptébmes vu précédemment), sérologiques (la recherche des anticorps spécifiques),
Génétiques, Histologiques (la biopsie intestinale) et I’efficacité de régime sans gluten (RSG)
(DiSabatino et al ,2007).

5-1) La Sérologie: en cas de suspicion clinique de la maladie cceliaque, plusieurs anticorps
peuvent étre mis en évidence dans le sérum des patients (Schmitz et al, 2008).

5-1) a- les anticorps anti-endomysium (EMA): ’endomysium est une protéine retrouvée au
niveau de la matrice de collagene du tissu conjonctif humain .La présence d’EMA de type IgA
ou IgG est corrélée positivement a la MC.

5-1) b- les anticorps anti-transglutaminase (tTG): la transglutaminase tissulaire, enzyme
intracellulaire ubiquitaire, notamment libérée par les macrophages et les entérocytes, est la

cible des auto-anticorps caractéristique de la MC.
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5-1) ¢ - les anticorps anti-gliadines (AGA): les peptides de la gliadine alimentaire ayant subi
une désamination catalysée par la (tTG) forment des complexes antigéniques, a 1’origine de la
formation d’AGA et anti-tTG, de classes IgA et IgG. .

Tableau V : sensibilité et spécificité des marqueurs sérologiques de MC (Hill 1D, 2008).

Sensibilité (%)  Spécificité (%)  Valeur Valeur
prédictive prédictive
positive (%) négative (%)

Anti- 95-98 94-95 91-95 96-98
transglutaminase

(1gA)

Anti- 85-98 97-100 98-100 80-95
endomysium

(I9A)

Anti- IgA  75-90 82-95 28-100 65-100
gliadine 16 69-85 73-95 20-95 41-88

5-2) I’Histologie : lorsque les tests sérologiques sont positifs, 1’examen histologique reste
I’examen de référence. Les biopsies duodénales mettent en évidence une atrophie villositaire
(AV), une hyperplasie des cryptes associée a une augmentation des lymphocytes intra
épithéliaux (LIE) supérieurs a 40% (40 LIE pour 100 cellules Entérocytes (CE)), constitue le
stigmate le plus précoce et le plus spécifique de ’effet du gluten sur la muqueuse intestinale.
Elle peut néanmoins étre observée également dans d’autres maladies immunologiques
(Allergie aux protéines du lait de vache, maladie de Crohn, rejet de greffe intestinale, maladie
du greffon contre 1’hdte, entéropathies auto-immunes) ou infectieuses (giardiase, entéropathie
infectieuse aigué) (Lamireau, et al 2008).

La classification frangaise de Marche : est basée sur la hauteur des villosités, le rapport entre
cryptes et villosités (C/V), et cellules a calices (EL YAOUTI, 2010).
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Mugqueuse duodénale normale Muqueuse duodénale dans
la maladie ccrliaquel

s

Figurel : Muqueuse duodénale normale a gauche, et Muqueuse duodénale dans la maladie

cceliaque a droite (Green et al, 2007).

B s e

Type 0 Type 1 Type 2

Figure 2 : les différents types de lésions (Marsh, 1992).
Tableau VI : Classification utilisée pour grader les lésions de la maladie cceliaque ou d’atrophie

villositaire. (Verkarre et al, 2013) / (Oberhuber et al, 1999).

Type O Normale Normale <40 >2a3
Typel Normale Normale >40
Type2 Hyperplasie Normale >40

10
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Hyperplasie Atrophie >40 2<C/V>1
Type3 | 3a villositaire
Partiel
3b Hyperplasie AV sub- Total 2<C/V>1
3c Hyperplasie AV Total <1
Type 4 Hypoplasie AV Total >40 Mugueuse plate

6-les facteurs déclenchant la maladie cceliaque
6-1 Facteurs environnementaux :

a- Legluten:
Le gluten est le complexe moléculaire insoluble, obtenu par lavage a 1’eau, des farines de
céréales .Le gluten du blé contient environ 80% de protéines. Les protéines responsables
d’intolérance au gluten du blé sont les prolamines, riches en proline et glutamine, représentant
70% des protéines totales. Parmi les prolamines de blé, on distingue des protéines
monomeériques les gliadines et les gluténines. Les fractions prolamines du seigle et de I’orge
sont également toxiques dans la maladie ceeliaque. (Tkoub, 2008). Les plus étudiées sont les
prolamines du blé, classées en plusieurs familles en fonction de leur région amino- terminale,
les af, y et o gliadines et les gluténines. L’activité toxique la mieux établie concerne la large
famille des of (ou A-) gliadines, dont la toxicité persiste aprés digestion par la pepsine et la
trypsine (fraction 111 de Frazer) (Cerf-Bensussan et al ,2001).
b-L ‘allaitement maternel et I’introduction du gluten :
Le lait maternel exerce un effet protecteur pour les enfants génétiquement prédisposés a la MC,
il réduirait I’apparition de la maladie, indépendamment de I’4ge a I’introduction de gluten et
diminuerait la gravité des symptomes lors de 1’apparition de la maladie (Cerf-Bensussan et al
,2001).
c-L’adénovirus de sérotype 12 :
L’adénovirus de sérotype 12 (Ad12) joue un rdle dans la pathogenése de la MC (Brock-jung S,
2003)., une sorte d’homologie entre une séquence d’acides aminés dans une partie de A-
gliadine et une protéine virale (E 1b) produit par (Ad12).Des réponses immunitaire cellulaires
contre les deux séquences peptidiques (gliadine et virale ) ont été trouvées chez les patients
atteints de la MC mais pas chez les personnes normaux.il en découle que la réponse immunitaire
contre 1’adénovirus 12chez des patients prédisposé génétiquement peut rompre la tolérance
orale aux peptides du gluten et amorcer 1’inflammation de la muqueuse (Weill et al, 2003).

6-2 les Facteurs de prédisposition génétiques :

11
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Du point de vue génétique, la maladie cceliaque est une maladie multifactorielle ;
traditionnellement elle se divise en deux, variante de la région Human Leucocyte Antigen
(HLA) et variante de région non HLA (Graham et al, 2009).

a-Le systeme HLA (Human Leucocyte Antigen) :

Le systéme immunogénétique Human Leuccyte Antigen fait partie d’un ensemble génétique
complexe, noté complexe majeur d’histocompatibilité (CMH).Découvert en 1958 par le
médecin frangais Jean Dausset pour sa capacité a induire le rejet de greffes allogéniques « se
dit d'un tissu ou d'un organe d'un donneur dont le génotype est différent de celui du receveur,
donneur et receveur appartenant cependant a la méme espéce » (Cesbron Gautier et al ,2007).Le
complexe HLA occupe une région de quatre millions de nucléotides sur le bras court du
chromosome 6 (région 6p21.31) et forme un ensemble de plus de 200 locus de génes, Son
séquencage complet, en 1999 a permis I’annotation de 224 génes.Cette région est
génétiquement associée a plus d’une centaine de maladies, dont de nombreuses sont en lien
avec le systeme immunitaire. Le locus HLA est la région du génome la plus dense en genes et
la plus polymorphe, Partant de I’extrémité centromérique, trois régions sont individualisées :
la classe 11, la classe III, puis la classe I allant jusqu’au géne HFE de ’hémochromatose. Plus
de la moitié de ces genes jouent un réle au sein du systeme immunitaire, codant notamment
pour des protéines essentielles a I’apprétement et la présentation antigéniques, pivots de la

réponse immunitaire adaptative, qui est spécifique de I’antigéne (Luka et al, 2003).

HFE
Gp21.31
Classel
} ClasseIlll
} Classell
Chromosome G Génes du
Complexe HLA

Figure 3 : localisation du complexe HLA au sein du chromosome 6. (Luka et al, 2003).
b-Nomenclature HLA :
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Un comité de nomenclature internationale définit réguliérement des régles strictes d’écriture.
Celle-ci permettre de référencer clairement les régions géniques (loci), les alleles (ou géne), les
produit (ou antigénes) HLA. D’une fagon générale, chaque spécificité moléculaire HLA classe
| et 11, est désignée par une ou deux lettres précisant le locus auquel elle appartient : HLA-A
pour le locus A, HLA -DQ le locus DQ, HLA-C w (Workshop) qui a longtemps servi a indiquer
un statut provisoire ,n’est plus utilisé que pour éviter toute confusion avec le complément , le
locus C se voyant accoler un « w » (par exemple :HLA-Cw6).

-La spécificité sérologique est désignée par un ou deux chiffres : par exemple, HLA-A2, HLA-
B27, HLA-DR4.certaines spécifiés sérologiques larges sont subdivisées en sous —spécificités.
Lorsqu’une sous-spécificité sérologique a été définie, on fait figure la spécificité « large » entre
parenthéses a la suite de celle-ci. Par exemple, la spécificité d’origine HLA-B5 comprend deux
sous-spécificités B51let B52 : on écrit HLA-B51(5) et B52(5) (Semana et al, 2002, figure3).
-La description génotypique des alléles différe selon que 1’on désigne un allele HLA de classe
| ou de classe Il. Les alleles codant pour les molécules HLA classe | sont symbolisées par la
lettre définissant le locus étudié suivie d’un astérisque (*) et de deux chiffres, incluant le zéro
si nécessaire : par exemple, HLA-A*03, HLA-B*35.ces deux premier chiffre apres 1’astérisque
désignent la série allélique et correspondent, & de rares exceptions pres, a la spécificité
sérologique .ces deux chiffres sont suivis des deux chiffres définissant le numéro d’ordre du
variant dans la série allélique : par exemple , HLA-B*5701 ou 57 correspond a la série allélique
(équivalent sérologique :B57) et 01 au numéro dans la serie allélique .Dans certains cas, un
cinquiéme chiffre est attribué aux alleles ne différant que par une substitution silencieuse : par
exemple, les alleles HLA-Cw*02021 et *02022 ne different que par la substitution d’un
nucléotide qui ne change pas 1’acide aminé (on parle d’all¢les dédoublés).

-Les alleles codant pour les molécules HLA de classe Il sont symbolisés par trois lettres : les
deux premieres définissent le locus (DP, DQ, DR), la troisieme définit la chaine codée (A pour
la chaine o, B pour la chaine ) suivie d’un chiffre (1) désignant le géne codant, pour le
distinguer du pseudo-géne désigné par le chiffre (2) et d’un astérisque : par exemple HLA-
DRB1*. Les différents alleles sont ensuite spécifiés par 4 ou 5 chiffres ou les deux premiers
renvoient a la série allélique (et correspondent a la spécificité sérologique) et les chiffres
suivants au numéro d’ordre de I’alléle : par exemple : HLA-DQB1*0602 ou 06 correspond a la
série allélique (équivalent sérologique HLA-DQ6) et 02 au numéro d’ordre dans la série

allélique (Semana et al, 2002). (Figure 5)
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F Locus A

HLA-A 24— 2 : spécificité sérologique

ﬁ Locus B

HLA'B 5 1(5)<7 5: SPEClﬁCltE SE}I‘D]Og]que

51 : sous-spécificité

i Locus DR

HLA-DR 44— 4 : spécificité sérologique

Figure 4 : La liste des principales spécificités sérologiques (Semana et al, 2002).

Génes HLA de classe | Geénes HLA de classe |l

HLA }|A|*/24 01 HLA -/ DR/ B1[*[11]01

région locus alléle région locus gene allele
e 4 L)

groupe d'alieles groupe d'alleles

codant pour un codant pour un

antigane défini antigéne défini

sérologiquement sérologiquement

(ex : HLA-A24) {ex : HLA-DR11)

Figure 5 : Nomenclature génotypique des molécules HLA classe I et Il (Chatenoud et al, 2012).
c- Les genes HLA de classe | les plus télomériques :

Codent pour des protéines membranaires retrouvées a la surface de toutes les cellules nucléées.
Les trois principaux génes codent pour les molécules HLA-A, HLA-B et HLA-C sont des
molécules HLA dites « classiques ». Les autres genes HLA dites « non classiques » codent pour
les molécules HLA -E, HLA-Fet HLA-G ou des genes dites « apparentés » comme le géene
Major Histocompatibility Complex Class | chain- Related A/B (MIC) et le géne HFE (Semana
et al, 2002).

d- les génes HLA de classe 11 les plus cetromériques :

Codent pour trois molécules HLA, HLA-DR (Human Leucocyte Antigen-D related), HLA-
DQ (Human Leukocyte Antigen, DQ subregion) et HLA-DP (Human Leukocyte Antigen, DP
subregion), (Edgardo et al, 2011).l1a molécule HLA DR elle subdivise en HLA-DRA et HLA-
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DRB le géne le plus polymorphe (DRB1, DRB3ou DRB4 ou DRB5).Les molécule HLA-DP
correspondent a 1’expression des génes DPA1 et DPB1 présents sur deux haplotypes .Ainsi la
molécule HLA-DQ celle-ci correspond a 1’expression des génes DQAI1,DQBI avec
DQA2,DQB2 et DPA2, DPB2 sont des pseudogenes sans produits d’expression (Horton et al,
2004).0n retrouve également dans cette région les genes non classiques comme HLA-DO
,HLA-DM ,régulent la présentation antigénique au lymphocyte T CD4+, et d’autres génes tels
que les génes TAP(Transporter Associated with Antigen Processing), TAPlet TAP2 qui codent
pour une protéine transporteuse de peptides (Mehra et al,2003).

e- les génes HLA de classe 111 intermédiaires :

Contient les genes codent pour les protéines du complément C2, C4 et properdine facteur B.

Dans la partie plus téelomérique de cette région se trouvent les genes HSP (heat shock protein)

ou dite des protéines de choc thermique, ainsi des génes codant pour les molécules de
I’inflammation TNFa et B (Transforming Growth Factor -a et ), (Tiercy, 1999).

Chromosome 6
Tel Long arm Cen Shortarm Tel

Cilass il Class Il Ciass !

[ 1l B 1l |

DP DM DQ DR C4 C2Hsp70TNF B C E A G F

Figure 6 : organisation des genes de différentes classes de systeme HLA. (Moalic, 2008).

f- la structure biochimique des molécules HLA classe | :

Les molécules HLA classe I sont des diméres formés d’une chaine lourde alpha ‘ o’ (44 KDa),
associée de maniére non covalente, a la f2 microglobuline (f2m), chaine invariante dite Iégere
de 11,5 kDa non codée par le CMH mais par un gene localisé sur le chromosome 15 (Cassinotti,
2009).

La chaine lourde a est une protéine glycosylée d’environ 350 AA comporte 3 domaines
extracellulaires al, a2 et a3 d’environ 90 AA. Les domaines al et a2 les plus externes portent
le polymorphisme de la molécule, tandis que le domaine a3 est conservé. Une région
transmembranaire hydrophobe de 25AA. Un court segment hydrophile intracytoplasmique C-
terminal de 30-40AA. Sa structure tridimensionnelle montre une cavité entre les domaines al

et 02, dans ce sillon peut se glisser un peptide de 8 a 10AA ((Bjorkman et al, 2005).
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La chaine légére B est une protéine non glycosylée, de 99 AA, elle comprend un seul domaine
associé a la chaine lourde o au niveau de domaine a3 par des liaisons non covalentes (Bjorkman

et al, 2005).

peptide-binding

classe 1

o3 B2m

séries A, B, Cw G N B

[ peptide o
Bl zones !

de variabilité = N4

- micraglobulin

2

Figure 7 : structure biochimique et tridimensionnelle de la molécule HLA classe | (Bignon,
2000 ; EL Reinhert ,1999).

g- la structure biochimique des molécules HLA classe |1 :

Les molécules HLA classe 11 sont des Hétéromeres fait de deux chaines protéiques notées a
(29KDa) la plus glycosylée que la chaine B (32KDa), sont codées par des genes situées dans
la région HLA classe Il sur le chromosome 6, ces deux chaines sont associées a une autre
chaine de (31KDa) au niveau intracytoplasmique notée chaine invariante (Inv). La chaine
invariante n’est pas exprimée au niveau de la membrane (Auffray et al, 1986).

La chaine lourde a:est une protéine glycosylée d’environ 270 AA ; codée par le géne A (DRAL,
DQAL, DPA1) comprend deux domaines externes N terminaux al et a2 de 90 AA, un domaine
transmembranaire hydrophobe et un domaine intracytoplasmique C terminal.

La chaine légére f : codée par le gene B (DRB1, DQBL1, DPB1) comprend deux domaines
externes Bl et p2 de 90 AA, un domaine transmembranaire hydrophobe et un  domaine
intracytoplasmique C terminal. Les ponts disulfures sont situés au niveau des domaines a2 et
B1, B2. Il existe également des sites de glycosylation, deux sites sur la chaine a et un site sur la
chaine B. Les molécules classe Il présente une symétrie des domaines alet 1 d’une partet a
2et B2 d’autre part, lui conférant une structure tridimensionnelle assez similaire a celle de la

molécule de classe I. Les domaines externes les plus polymorphe (al et 1) forment une cavité
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plus ouverte sur les c6tés que celle de la molécule de classe I, logeant un peptide de longueur
plus variable de 21a 25 AA (Semana et al, 2002. Chatenoud et al, 2012).

ol B1

ol (C B2

C 1

séries DR DQ,DP

[ peplide
Zones .
de variahilite

Figure 8 : structure biochimique et tridimensionnelle de la molécule HLA classe 11 (Bignon,
2000 ; EL Reinhert ,1999).

7-HLA classe 11 et maladie ceeliaque
a- les genes de la région HLA classe Il :

Les génes HLA de classe Il représente enivrant 40% de la prédisposition génétique de la MC
(Kagnoff ,2007). La détermination génétique, de cette maladie auto-immune est important,
comme plus de 90%- & 95% des patients cceliaques sont porteurs de 1’hétéro-dimére DQ2,
constitué d’une chaine a codée par le géne DQA1*0501 et d’une chaine B codée par le géne
DQB1*0201. Compte tenu des associations haplotypiques des génes et de 1’association Cis /
Trans des chaines protéiques ces alléles peuvent étre portés en Cis sur 1’haplotype DR3-DQ2
ou en Trans, dans cette situation la chaine a est codée par I’haplotype DR5-DQ7sur le premier
chromosome 6 et la chaine B par I’haplotype DR7-DQ2 sur le second chromosome
6.L’haplotype DR3-DQ2 encore appelé DQ2.5( DQA1*0501-DQB1*0201),contient a la fois
la chaine a et la chaine B de la molécule HLA classe Il et représente le principale facteur de
risque genétique de la MC ,I’haplotype DR7-DQ2 ou DQ2.2 (DQA1*0201-DQB1*0202) ne
confére pas un risque a lui seul . Pour cela il doit étre associ¢ a 1’allele DQA1*0505 porté par
I’haplotype DR5-DQ7 du second chromosome (Heap et al, 2009/ Sollid., 2002). Et plus
rarement 1’Hétéro-dimére DQ8 codé en cis par ’allele (DQ A1*0301-DQ B1*0302) chez les
individus porteurs de I’haplotype DR4-DQ8 (Sollid et al, 1989).
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Hétérodimére HLA-DQS8

DR4-DQ8 —0302H0301 —ﬂ—

DQB1* DQA1* DRB1*

Présentatrice
d’Antigene
HLA-DQ2

chaine a chaine B
DR3-DQ2 —{0201Ho501 —M— DR5-DQ7 —0301H0505-—(KIRE—
DaB1* DQA1* DRB1* “‘DaB1* DQA1* DRB1*
Hétérodimére HLA-DQ2codé encis Hétérodimeére HLA-DQ2codé entrans

Figure 9 :Haplotype associé aux hétérodimeres HLADQZ2 , HLA DQ8.( Heap et al,2009).

Des individus avec le génotype HLA-DQ B1%0201(DQ2), DQ p1*0302(DQ8) ont un risque au
moins 200 fois plus élevé de développer une maladie cceliaque que les sujets qui ne sont pas
porteurs de cet allele (Karell et al ,2005).

Chaque individu porte deux copies de 1’allele HLA-DQ. Une copie DQ provenant de la mére
et une autre provenant du pére (Howell et al, 2002).

b-les génes en dehors de la région HLA classe |1 :

60% de prédisposition génétique hormis la liaison au complexe HLA pour développer la
maladie cceliaque (MC) (Smyth et al 2008); Et ressément I’association sur 1’ensemble de
génome. Une association concerne la région (2q33) portée par le chromosome 2, ¢’est le géne
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte associated-4) (Dessen et al ,2002), impliqué dans la
régulation négative de la réponse immune c’est-a-dire qui Code & un antigene de surface des
lymphocytes T actives induisant leur apoptose. Ce géné est trouvé non seulement chez les
malades MC mais aussi chez les patients atteints d’autres maladie auto immunes comme le

diabéte de type 1 et I’arthrite rhumatoide (Leffl et al, 2010).
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Figure 10: la localisation du géne CTLA4 (2g33) au sein de chromosome 2 (Dessen et al ,2002).

8- Physiopathologie de la maladie cceliaque :

Le mécanisme de la maladie se compose de deux voies : une liée a I’intrleukine 15 (IL-15)
mettant en jeu I’immunité innée et I’autre liée aux lymphocytes T ou immunité acquise. Ces
phénomenes immunitaires provoquent une cascade inflammatoire qui génére les dommages
tissulaires caractéristiques de la maladie cceliaque (atrophie villositaire, infiltration
lymphocytaire et hyperplasie des cryptes) (Maud ,2010).

Les séquences toxiques des protéines du gluten sont divisées en deux groupes :

-Les peptides capables de se lier éléctivement aux molécules HLA DQ2 /DQ8 et stimuler les
lymphocytes TCD4+ (Sollid ,2002).

-Les peptides exercant directement des effects toxiques sur la muquese des patients coeliaque
(indépendament d’une liaision a I’ HLA ),en stimulant des mécanismes immuns non spécifiques
(Sollid ,2002).

La réaction inflammatoire induite par le gluten pourrait ainsi résulter des effets conjugués sur
les deux bras de I’'immunité : immunité innée et immunité adaptative reposant sur la
reconnaissance spécifique d’antigénes par les récepteurs des lymphocytes T et B (Meresse et
al, 2006).

8-1 Translocation épithéliale des peptides du gluten :

Physiologiquement, I’intestin dispose d’un systeme de défense mécanique qui constitue une
barriere contre le passage de molécules non digérées, comme certaines fractions du gluten, chez
les patients atteints de la maladie cceliaque ; le gluten subit une importante mais incompléte
digestion protéolytique dans la lumiere intestinale (Shuo Wang et al, 2009).

Il existe deux principales voies d’entrées des peptides non digérés, de la lumiére vers
I’épithélium intestinal : la voie para-cellulaire (altération de I’intégrité des jonctions serrés

intercellulaires due a une régulation anormale de la zonuline) et la voie trans-cellulaire
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(surexpression des récepteurs des IgA sécrétoires : CD17 a la surface des entérocytes) (Jean-
Pierre ,2013).

8-2 Activation de la réponse immune innée :

Les peptides de gluten accumulés dans la lumiere intestinale pénétrant dans les entérocytes et
entrainant une série d’événements activateurs qui se traduit principalement par la sécrétion de
I’interleukine 15 (IL15), (qui est a 1’origine d’hyperplasié des lymphocytes intra-épithéliaux
(LIE) et de I’activation leurs propriétés cytotoxiques) en particulier via 1’expression du
récepteur NKG2D. Ce récepteur interagit avec la molécule du complexe majeur
d’histocompatibilité classe | MICA a la surface des entérocytes ce qui induit la destruction des

cellules épithéliales provoquant 1’atrophie villositaire (Malamut et Cellier ,2013). (Figure 12)

(Cette synthése de I’interleukine 15(IL15) méne a 1’activation d’une molécule de stresse MICA
et cette derniére a son Toure elle provoque I’augmentation de I’expression de récepteurs présent
sur la surface des lymphocytes intra-épithéliaux (LIE) menant a la destruction des entérocytes.)
8-3 Activation de la réponse immune adaptative :

Aprés le passage de peptide du gluten a travers la muqueuse intestinal, la présentation efficace
de peptides aux lymphocytes T (LT) nécessite leur liaison préalable (avec une bonne affinité
) dans la poche a peptide des molécules HLA (Meresse et al ,2006).La transglutaminase
tissulaire de type 2 (TtG) est une enzyme intracellulaire ubiquitaire , dont le role physiologique
est la régéneération cellulaire et le remodelage tissulaires , son implication dans la
physiopathologie de la maladie ceeliaque , elle est responsable de la désamination des résidus
glutamines des peptides de gliadine en acide glutamique chargés négativement de motif
« Glutamine -X- proline » ,favorisant leur ancrage au sien des molécules du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ HLA DQ2/DQ8 chargés positivement . La molécule HLA DQ2 a I’acide
aminé Lysine chargé positivement en position B 71, favorise I’encrage de peptides chargés
négativement a la position P4, P6 et P7, les deux molécules HLA DQ2 HLA DQ8 sont
caractéerisées par le manque d’un acide aspartique a la position B57 ce polymorphisme rend la
poche P9 de la molécule HLA DQS basique ce qu’il explique pourquoi la molécule HLA DQ8
a une preférence de se fixer un peptide chargé négativement a la position P9 ,notamment le
role de polymorphisme de B57 est mal connu pour HLADQ2 de plus ,la molécule HLA DQ8
est en faveur de peptides chargés négativement a la position P1 , et donc la molécule HLA
DQS8 peut limiter le nombre d’épitope du gluten ancrer & deux résidus glutamate chargés

négativement ,spécifiguement a la position P1 ,P9 (Abadie et al,2011) (figurell). Cette
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association conduit a une présentation des peptides de gliadine désaminés aux lymphocytes T
CD4+de la lamina propria chez les individus génétiquement prédisposés via les molécules de
CMH classe Il. Les lymphocytes T CD4 + activés provoquent ainsi des réponses via les
lymphocytes T Helper (auxiliaires) de type (TH1 et TH2) (Chrétien ,2011).

1-La réponse cellulaire (TH1) :

Avec production d’interféron y (INF y) entraine 1’activation de la voie de 1’apoptose en
induisent I’expression des récepteurs transmembranaire Fas a la surface des entérocytes .Les
lymphocytes cytotoxiques (LT CD8+)porteurs du ligand —Fas se fixent alors sur ces récepteurs
, conduisant a la lyse cellulaire.

2-La réponse humorale (TH2) :

Avec activation de lymphocytes B (LB) en plasmocytes qui sécretent des anticorps anti-
gliadine et des autoanticorps anti-transglutaminase tissulaires, les transglutaminase tissulaire
peuvent se lier aux peptides pour former des complexes « TG 2-gliadine » qui conduisent
également a la sécrétion des auto-anticorps anti-transglutaminase tissulaire par les plasmocytes
(Di Sabatino et al ,2012) (Figurel2).

MHC class I1-peptide e [Pro), (Pro),
complexes /A O S Haa
DQ2 P1 P4 P& P7 P9
— ['I.’r& I _"I.’n.:\}_
Glu| . . P"'} \ - @
+ Ly Ly .-'I = ..
DQs P P4 P6& P7 P9

Figure 11 : ’ancrage de peptide du gluten dans la poche a peptides des molécules HLA
DQ2, HLADQS8 (Abadie et al, 2011).
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Figure 12 : mécanisme physiopathologique de la maladie coeliaque (Di Sabatino et al
2012).
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9- le traitement et son suivi :

Le régime sans gluten doit étre prescrit a vie, quelle que soit I’expression clinique de la maladie.
Il consiste en 1’exclusion totale de tous les aliments contenant une des trois céréales toxiques
(blé, orge, seigle). La surveillance de I’efficacité du régime sans gluten est appréciée par
I’amélioration des signes cliniques (tres rapide) et biologiques : les anticorps anti-
transglutaminase diminuent puis disparaissent aprés 6 a 12 mois de régime sans gluten bien
suivi. Le délai peut étre 1égeérement plus long si les taux d’anticorps initiaux étaient tres élevés

Leur persistance évoque une mauvaise observance du régime sans gluten. (Bienvenu, 2008).
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1-Population étudiée :
Ce travail a été réalisé dans le laboratoire d’Immunologie de 1’Hopital Central de 1’Armée
(HCA) d’Ain Naadja. Pour réaliser le typage HLA classe Il. Durant la période du 23 Mars au
28 Septembre 2014, des prélévements sanguins ont été pris sur 34 patients (20 de sexe féminin
et14 de sexe masculin) ages entre lans et 74 ans atteints de la maladie cceliaque (MC).
Les échantillons prélevés dans des tubes violets EDTA (Acide Ethyléene Diamine
Tetraacétique), sur lesquels sont mentionnés les noms et les prénoms des patients, ont été
conservé a -20°C.Des données : telles que 1’age, le sexe, et les signes cliniques des patients ont
été recueillis a partir des fiches de renseignement de la maladie cceliaque au niveau des 4
services de cet hopital (pédiatrie, gastrologie, médecine interne et endocrinologie).
2- témoins :
Dans cette etude des sujets sains (T=40) ont participé, le recrutement a été effectué au sein de
laboratoire d’immunologie de I'unité HLA et la greffe d’organe.
3- mode opératoire :
Le Kit « Quick Gene mini-80 fujifilm» c¢’est un systéme semi-automatique pour I’extraction
d’ADN / ARN, ce systéme il est compact ne nécessite pas de centrifugation dans le processus
d’extraction, permettant ainsi I’obtention rapide d’acides nucléiques de trés bonne qualité et
avec un risque de contamination réduit, avec des rendements élevés et une grande pureté.
Les ADN/ARN peuvent étre extraits de divers échantillons humains, de souris, de cellules, de
plantes etc.
a-composants de Kit : (Figure 13)
-Protéase PK
-Tampon de lyse (LDB) ...... 30ml
-Tampon de Lavage (WDB) ....160ml
-Tampon d’¢élution (CDB)...... 100ml
-Cartouche (CAS) « colonne » avec une membrane ultra-fine
- Collection des tubes
- Eppendorf
-Tubes de déchets
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Figure 13 : image represente les composants de KIT.

Le milieu d'adsorption de I'acide nucléique utilisé dans la série Quick Gene est une membrane
poreuse. C'est seulement 80 microns d'épaisseur, ce qui en fait incomparablement plus mince
que les fibres de verre classiques (une membrane ultra- fine) (Figure 14). En raison de la
circulation d'adsorption et de désorption des performances de la membrane, I'acide nucléique
peut étre extrait rapidement et de maniere fiable a basse pression sans étre endommagé, ce qui
réalise I'extraction de I'acide nucléique de haute qualité.

Quickgene

[ Glass fiber filter ]

A g

| Porous membrane |

y 50um 50um

Cartridge 1 1000
12.5 -
80um fue e =

Figure 14 : image montre la fine membrane dans la colonne de kit.

-Utilisation (Figure 15)

1- Dépots des réactifs et du sang dans la colonne respectant les volumes

2-mettre le portoir de I’appareil qui contient les tubes plus le mix dans le support.
3-faire tourner le bouton, une pression exercée pour descendre le mix de tube.
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® 0

\ )

Set (tube/cartridge) holder Tum the Rotary Switch to pressurize

«Commercially available microtubes are also usable,

Apply lysate

Figure 15 : image représente les étapes d’utilisation de Kit.

Protocole général :

e e

Prepare lysate Extraction process
Apply whole lysate
to cartridge

Complete lysate genomic DNA

Pressurize Pressurize Pressurize Pressurize Pressurize

|

Wash buffer Wash buffer Wash buffer Transfer holder  Elution buffer
om— 750ul 750ul 750ul to Elution Position 2004l

iy ps

pressurizing | (@ Rotate pressurizing switch toward the front side to start pressurizing
—_— process (3) Make sure that there is no residual liquid in the cartridge and return the pressurizing switch to original position

‘ o [ (D Set holder into system ‘
— @ Pull out holder from system

Figure 16 : image de protocole générale.

3-1Extraction d’ADN génomique (chromatographie sur colonne) :

Le Kit permet I’extraction de I’ADN génomique a partir d’un échantillon de 200l de sang total
sur EDTA apres décongelation a température ambiante au moment d’utilisation, pour récupérer
a la fin I’acide nucléique (ADN).

3-2Phase de lyse :

Dans un tube Eppendorf, 200ul de sang total ont été additionné a 30pl de protéinase K
lyophilisée, plus 250ul de solution de lyse LDB (Lysis Dilution Buffer), le tout est vortexe
pendant 15 secondes, et centrifugé au flash spin down (centrifugeuse de paillasse), puis incubée
dans I’étuve pendant 5min a 37°C. Ensuite 250ul d’éthanol sont additionnés a la solution qui
est vortexée et centrifugée a 8000tpm /1min.

3-3 phase de lavage (Figure 17)

Le lysat obtenu est transféré dans une colonne CAS (Cartridges) posee au-dessus d’un tube a
déchet WTS (Waste Tube). Un premier lavage est réalisé en ajoutant 750l de solution de
lavage WDB (Wash Dilution Buffer) puis une pression est exercée par 1’appareil Quick Gene-
Mini80 afin d’isoler I’ADN dans la membrane de silice et €liminer les protéines et les résidus.

Un deuxiéme et un troisieme lavage sont effectués dans les mémes conditions.
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EHEE e —

Figure 17 : les trois niveaux de lavage dans le systeme

3-4 Phase d’élution :

Les tubes a déchets WTS sont remplacées par des tubes Eppendorf (déplacement de portoir
vers la deuxiéme position) (Figurel8) afin d’éluer I’ADN en ajoutant 200ul de solution
d’¢élution CDB-02 (Elution Buffer) puis une pression est exercée une nouvelle fois. Le liquide

recueilli (I’¢luat) dans les Eppendorf contient I’ADN génomique.

&

L

Figure 18 : image montre la deuxieme position

4-dosage d’ADN génomique :

Spectrophotometre NanoDrop (ND-2000) est utilisé pour quantifier les acides nucléiques. Sa
technologie révolutionnaire permet de faire des analyses rapides et simples sur des volumes de

I’ordre du microlitre (1ul). Le point fort de la méthode spectrophotométrique est fourni par les

informations que 1’on tire des ratios suivants:
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Ratio A260/A280 : un ratio de 1,80 permet de qualifier une extraction d’ADN comme pure. Si
ce ratio est inférieur cela signifie que 1’extraction est polluée par des protéines et/ou des
composés phenoliques.

Ratio A260/A230 : ce ratio indique les composés absorbés a 230 nm. Ces composés peuvent
étre de ’EDTA, des sucres, le phénol.

-Utilisation de Spectrophotomeétre NanoDrop (ND 2000) : (Figure 19)

Le Nano Drop est branché a un ordinateur. Un volume d’échantillon est déposé a I’aide d’une
micropipette sur la surface optique inférieure. Une fois le bras du Spectrométre est baissé une
colonne liquide est générée par tension superficielle entre les deux pieds histo optiques, elle
forme alors un axe optique vertical ; la longueur de I’axe optique s’agisse automatiquement en
temps réale durant la mesure, le raccourcissement de 1’axe optique permit de mesuré des
concentrations plus élevés. De plus le systéme de rétention d’échantillons nécessite un
nettoyage rapide par un simple essuyage avant et apres chaque utilisation a I’aide du papier
absorbant de laboratoire pour éviter toute sorte de contamination et aussi pour la fiabilité des
résultats.

Pour commencer déposé 2 a 3 microlitre d’eau pure ionisée a la surface optique inférieure,
abaisser le bras pour permettre le contacte entre le pied distal supérieur et 1’eau ionisée. Relever
le bras en essuyant les deux pieds optique. En suite Ouvrir le logiciel NanoDrop et sélectionner
I’application acide nucléique réaliser un blanc on utilisant une pipette de faible volume et on
déposant 1pl de la solution tampon sur la surface optique inférieur, abaisser le bras et
sélectionner blanc dans 1’application acide nucléique, une fois le blanc est réalisé essuyer les
deux surface optique comme précédemment. Choisir le constant pour 1’échantillon a mesurer
, apres le dépot de I’échantillon et la fermeture du bras optique sélectionner mesure celui-Ci va
calculer automatiquement la concentration d’échantillons et les rapports des puretés, une fois

les échantillons est mesurés passer en revue les données spectrales.
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Figure 19 : images représente le Spectrophotomeétre NanoDrope (ND2000c), I’application du
dosage et enfin la courbe de concentration de I’ADN génomique.
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5-Principe de la PCR-SSO (Polymérase Chaine Reaction-Sequence-Specific
Oligonucleotide)

La technologie Luminex™ : est fondée sur le principe de la cytométrie en flux, utilisant des
billes fluorescentes. Ces billes peuvent étre couplées a leur surface avec des sondes
oligonucléotidiques, permettant ainsi la détection des alléles spécifiques. Un laser rouge excite
les fluorochromes incorporés aux billes de poly-styréne et permet 1’identification précise de
chacune. Un laser vert excite le fluorochrome qui est couplé a une molécule reportée. Cette
molécule reportée (produit d’amplification) permet de détecter 1’interaction sonde/amplicon se
produisant a la surface de la bille, aprés addition d’un conjugué marqué avec un fluorochrome
émettant dans le vert (phycoérythrine). La fluorescence émise témoigne alors de la réaction en
surface.

Le systeme complet se compose de : (Figure20)

Microordinateur

Analyseur

Systéme d’injection
du liquide tampon

Laser vert

Plateforme XY pour.J les
microplaques Luminex™

Laser rouge

L Billes de poly-styréne

Image 20 : montre de quoi se compose le systeme Luminex™
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€mise par la phycoérythrine exitée au contact avec le mélange de billes contenant les
cytométre de flux sondes fixées. Aprés lavage , seul persistent les

fragment hybridés sur leur sonde spécifique

Image 21: représente le principe et les étapes lors de typage HLA 1I par Luminex™

5-1 Amplification d’ADN (PCR) ,(Figure22)

5-1.1Préparation de ’ADN :
Apres le dosage de I’ADN génomique, les produits d’extractions sont vortexés pendant 10 a 30
s. Chaque concentration d’ADN sera répartie en fraction de 150ng / ml, les volumes obtenus

seront ajustés par de I’eau sans nucléase pour arriver au volume total 10pl.

5-1.2 Préparation du Mix :

Préparation d’un mélange réactionnel de 50ul pour chaque patient: Dans un tube Eppendorf,
15ul du Master Mix (solution contenant dNTPs, MgCl,, amorces biotinyléesy sont additionné a
24,5 pl d’eau sans nucléase et 0,5 ul de la Taq polymérase préalablement vortéxée 10 a 30s. Le
mélange réactionnel est préparé en exces (Nombre de patients +1) a tempeérature ambiante. Dans
des tubes PCR (TUBE CORNING Gen Probe), 10 pl de solution (ADN + eau) sont déposés
avec 40 pl du Mix préalablement préparé et vortéxé pendant 30s.
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Les tubes PCR préalablement préparés et bien fermés pour éviter 1’évaporation, sont placés
dans le thermocycleur (Applied Biosystems 9700), le programme spécial (luminex ampli) est
lancé, cette étape durée 2H27minutes.

Tableau VII: Programme d’amplification PCR-SSO Luminex ampli.

1ercycle 90° C 5 minutes
95°C
30 secondes
60°C
8 cycles 45 secondes
72°C
45 secondes
95°C
30 secondes
63°C
32 cycles 45 secondes
72°C
45 secondes
72°C
1 cycle 45 minutes
Infini a 4°C

\'

Dépots des
échantillons
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Programme
d’amplification

Image 22 : représente le termocycleur et son programme utilisé pour 1’amplification

5-2Hybridation : (Figure23)

Dans un bain marie chauffé a 56°C, les billes recouvertes de sondes d’ADN sont incubées
pendant 10min afin de les activer. Dans une plaque de 96 puits, 5 pl du produit d’amplification
de chaque échantillon sont déposés dans chaque puits, 15 pl de billes préalablement chauffées
et vortéxées pendant 30s sont ajoutées. Apres avoir scellé les puits a 1’aide d’un film La plaque
est déposée dans le thermocycleur. Lancer le programme d’hybridation pendant 49 minutes.

Tableau VIII : Programme d’hybridation PCR-SSO Luminex hybri .

97°C 5 minutes
47°C 30 minutes
56°C 10 minutes

Maintenir & 56°C

Dans un tube sec, une solution contenant de la stéptavidine (protéine ayant une forte affinité
avec la biotine) plus un tampon adapté a la stréptavidine est préparé et vortéxe pendant 30s, les
quantités de ces derniers varient en fonction du nombre d’échantillons.

La plaque est retirée du thermocycleur, 170 ul de la solution, tampon et stréptavidine (SA-PE)
sont déposés dans chaque puis en absence de la lumiére.

-5-3 Lalecture des résultats : (Figure23)

Apreés avoir dépose la stéptavidine les plaques ont retiré de termocycleur, cette fois elles

réservent la place dans luminex a ce moment-la la lecture va étre lancée.
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Image 23 : représente logiciel d’acquisition des données qui va permettre de suivre les
microspheres (D’aprés Luminex100).

5-4 Révélation :

Les sondes réellement positives sont révélées par une fluorescence émise par les billes qui
correspond a la phycoérythrine (PE) qui est un fluorochrome, a I’aide d’un appareil (Luminex
GENE-PROBE).

Cette technique de la biologie moléculaire permet de réaliser un typage des genes HLA de
classe 1l avec deux niveaux de résolutions :

-Typage HLA de niveau générique ou basse résolution qui donne 1’équivalant du résultat

obtenu par sérologie (phénotype).
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-Typage HLA de niveau allélique ou haute résolution détermine les sous variaient alléliques.
5-5 Interprétation des résultats : (Figure 24)

Pour [interprétation, le logiciel (Quick-Type Create Luminex Batch) a été utilisé.
L’interprétation des résultats est basée sur la présence, ou 1’absence de la fluorescence qui

correspond aux fragments amplifiés dans chaque puits.

Figure 24 : Logiciel d’interprétation des résultats typage HLA DR-DQ par PCR-SSO

(D’apres Luminex 100).

6- Etude statistique :

Fréquence allélique, phénotypique et haplotypique : la transmission des alléles HLA DR-DQ
suit le monde autosomal Co dominant, la fréquence allélique des génes HLA DRBI,
HLADQBL est déterminée par comptage des sujets portant un phénotype donné en tenant
compte des homozygotes qui sont compter deux fois. Les fréquences Phénotypique et
haplotypique sont évaluées par le méme procédé sauf que ’homozygote est compté une seul
fois.

Odds Ratio (OR) : I’OR permet d’apprécier I’intensité 1’association entre un marqueur et une
maladie. 1l a été calculé dans le cas ou le Pc est significatif. Tous les calculs ont été effectués
par le logiciel COMPARE?2. Le logiciel Excel a été utilisé pour calculer les moyennes d’age.
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Bien que le complexe HLA soit le systéme génique le plus polymorphe, chaque population est
caractérisée par une signature HLA qui lui est propre et qui est le reflet de ’effet combiné de
I’environnement et des événements migratoires des populations. Plusieurs études concernant
la description des alleles HLA de la population Algériennes ont été faites a ce jour, mais la
plupart concernes les alleles HLA de classe Il (HLA-DR-DQ), (Benhamamouche et al, 2007 ;
Hors et al, 2007). Dans notre étude, qui englobe un échantillon de 34 patients pris de maniere
aléatoire et regroupe des individus provenant de toutes les régions d’Algérie, on doit decrire
le typage des génes HLA de classe 11 (DR-DQ), pour obtenir a la fin les fréquences alléliques,
phénotypiques et haplotypiques.

1-ldentification de la population étudiée :

Les informations recueillies au cours de cette étude ont concerné tous les malades cceliaques
enfants, adolescents et adultes, suivis aux services de 1’hopital central de I’armée (HCA). Les
prélevements des patients ont été récoltés durant la période [Mars—Septembre2014].

Dans cet échantillon aléatoire de 34 patients Algériens : 20 Femmes (58,8%) et 14 Hommes
(41,17%) atteints de la maladie cceliaque ; la moyenne d’age pour cet échantillon est de [28,55
ans pour les Femmes et 12, 32 ans pour les Hommes], avec des extrémes de [1ans a 74 ans].

2-Répartition de la MC en fonction du sexe des patients (n=34)

70

58,82 B Femmes ® Hommes
60
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T
x
g >0 41,17
(]
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Figure 25: Prévalence de MC en fonction du sexe des patients (n=34).
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Dans cette etude les sujets de sexe féminin ont une prevalence de la maladie cceliaque égale a
58,8% (20/34) significativement supérieure a celle des sujets de sexe masculin a 41,17%,
(14/34). (Figure25)

Nos résultats sont en accord avec ceux de la littérature qui rapporte une prédominance du sexe
féminin : de 2 a 3 fois plus fréquente chez les femmes (Malamut et al, (2010), Tkoub, (2008)).
Le sex-ratio définit par le rapport entre le nombre de sujets de sexe féminins sur celui de sexe
masculin est égale a 1,42 F/H .Ce sex-ratio se trouve dans I’intervalle rapporté par Benatallah
(2009) qui varie entre 1,12 et 1,47 en Algérie .Cependant notre sexe ratio est supérieur a celui
trouvé par Bousefiha et al (1999) qui ont rapporté un sex-ratio de 1 mais dans une population

maghrebine.

3-Répartition de MC en fonction de I’Age des patients :

L’age des malades cceliaques est réparti sur une étendue allant de 0 a 76 ans.

40,00%
35,00%
30,00%

25,00%
23,53%

‘ ] 2,94%
0,00%
l — Absence
5 (J -

[0-10[ [10-21[ [22-32[[33-43[[44-54[ [55-65] [66-76]

L'age des patients

20,00%

15,00%

Fréquence en pourcetage %e
q p 8

10,00%

5,00%

0,00%

Figure26: Prévalence de MC en fonction de 1’age des patients.

A travers la figure 26, nous avons repartie nos patients selon 7 tranches d’age allant de 0 & 74ans
parmi les 34 patients Algériens dans notre étude, il apparait que la maladie cceliaque se
manifeste principalement chez les enfants avec 35% pour la tranche d’age [0-10[ans ,pour avoir
plus d’information sur cette tranche d’age nous avons la subdivisé en trois sous tranches ,le pic

observé a 20,58% chez les tranches d’age [6-10[ans de (histogramme voir annexe 2).
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23% c’est la fréquence observé pour les jeunes adultes 4gés entre [22-32 [ans.

Et nous avons remarqué une absence de la MC dans la classe d’age [55-65[ans dans notre
échantillon car nous n’avons pas eu de patients atteints, une minorité de nos patients ont une
MC tardive, elle se déclenche aprés 1’age de 40 ans.

En comparaison aux données de la littérature nos résultats sont comparables a ceux de Catassi
(2008), Rampertab et al (2006), Farrell et al (2006).La maladie cceliaque présente deux pics de
révélation : un dans I’enfance, en relation avec 1’dge de I’introduction du gluten, et a 1’age
adulte généralement entre 20 et 40ans. Cependant, 1’apparition tardive aprés 1’age de 40 ans
reste en constante augmentation d’aprés Malamut et Celier (2011). La maladie cceeliaque peut
toucher n’importe quelle tranche d’age selon Ninon-Larmirier et al(2009), ce qui semble étre

le cas de notre échantillon.

4- Etude génétique :

- L’association des génes HLA classe Il avec la MC est connue depuis les travaux de Falchun
en 1972 et confirmée, par la suite par plusieurs travaux .Falchaun et al, (1972).

-Le Typage générique HLA classe Il des alléles DR-B1 /DQ B1 :

Le typage HLA a concerné les 34 patients atteints de la maladie cceliaque.

Le typage dans notre étude nous a permis de déefinir les génes de susceptibilité a la maladie

cceliaque chez un groupe des patients Algériens.

39



Résultats et Discussion Chapitre 111

0.30 B Frequance malade P=0,31

Frequence Temoins

©
N
o

P=0,30

o
)
o

Fréquence des alléles HLA-DRB1 en %
o o
[ [
) x

o
o
(03]
m
[
|
||
m
|
[

\4;0“’ N\ \4;0“ < \*,*& \*j@ Q,*\’\’ \*j\:b \“,*\(’9 \f\ﬁ" )
QS QS QS S QS S & o & QS ~
FFF T K @‘ﬁ’
N
*Q
Qg)'\r
Alléles HLA-DRB1 Q

Figure 27 : comparaison entre la fréquence des alléles HLADR B1 des patients MC et des
témoins (2n).

4-1 la comparaison entre la fréquence des alléles HLA-DRB1 des patients et des témoins

Le polymorphisme de I’HLA-DR montre que les fréquences des alléles HLA-DR B1 les plus
fréquents chez les patients (Figure27) est : HLA-DR3(DR17) a 25% (1C=3,13, P=0,31) contre
17,5% chez les témoins malgré que la différence n’est pas significative entre eux, ensuite la
fréquence de 1’alléele HLA-DR4 égale a 20,50% pour les patients contre 15% chez les témoins
(1C=0,3, P=3,2) .Ce explique que les alléles HLA-DR3(17), DR4 sont les plus observés en
association a la maladie cceliaque dans cet échantillon que les autres alléles de la figure 27.

L’allele HLA-DRB1*01 Chez les témoins notés a 6,25% contre 5,28% chez les patients MC.
Donc I’association la plus répondue entre la MC et les alleles HLA-DRB1* retrouvée dans notre
étude est HLA-DR B1*03(DR17) ce qui es le cas dans la plupart des études sur cette
association. Nos résultats sont en accord avec ceux de Benlateur et al (2009) ou la fréquence

noté est égale a 36,26% qui est la méme dans I’ouest algériens (Boudjemaa (2005).
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Figure 28 : comparaison des fréquences des alléles HLA-DQB1chez les patients et les témoins.

4-2 La comparaison entre la fréquence des alléles HLA-DQ B1*des patients et des témoins

Sur la Figure28 les resultats de notre étude montrent que la majorité de nos patients atteints de
la maladie ceeliaque présente le génotype HLA-DQB1*02 a 41,17% significativement (P=0,05
et IC =1,51) plus élevé que chez les témoins 26,25% ; et une minorité portant HLA-DQB1*08
a 19,11% pour les patients contre 8,75% chez les témoins. Le génotype HLA-DQB1*02 est un
facteur de prédisposions genétique dans notre échantillon de 34 patients Algériens .Le génotype
HLA-DQB1* 06 est le plus fréquent chez témoins ce qui explique que le géne HLA-DQ B1*06
c’est un géne protecteur pour ces individus.

Donc les résultats de notre étude montrent que 88,24% des patients portent allele HLA-DQ?2
et/ ou DQ8. Prenant référence a ce qu’il a été déja démontré dans la plupart des travaux , que
la maladie survient chez des patients genétiquement prédisposés exprimant une molécule du
systeme HLA de classe Il de type DQ2, DQ8 ; 73,71% des patients porteurs de 1I’alleles HLA
DQ2et /ouDQ8 rapporté par Boudjemaa (2005) dans I’ouest algériens , alors que dans la
population européenne, cet all¢le est retrouvé a des fréquences supérieurs a 90% d’apres Karell
et al (2003). De plus, environ 90% a 95% des patients expriment 1’hétérodimére HLA-DQ?2 ;
les autre patients 10% a5% expriment 1’hétérodimeére HLA-DQ8 d’aprés Sollid et al(2005),
Kagnoff (2007).
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Figure 29: la fréquence alléliqgues HLA DR B1 des patients a 2n =68.

4-3 la comparaison des fréquences alléligues HLA-DRB1 chez les patients :

Vu la figure 29 les alléles les plus répondus dans cette étude : c’est le 03:01/03:02/03:05/
03:03/03:57/15 :01 qui donne le genotype HLA-DRB1*03 (DR17) a23, 45%, puis nous
avons observé les alleles : 04 :02/04 :03/04 :05/04 :06/04 :11, ce qui donne HLA-DRB1*04

avec une fréquence égale a 19, 11% en plus nous avons trouvé les alléles 07:01/ 07:11 qui

représente le génotype HLA-DRB1*07a16,17%. La présence des
alleles11:01/11:02/11:04/11:32 avec une fréquence de 14,7%, qui donne HLA-DR B1*11.
Donc les alleles associés a la maladie cceliaque dans notre échantillon de 34 des patients
algériens c’est I’allele HLA-DRB1*03 (DR17). D’apres Chimitz (1996) les alleles le plus
abondants en France HLA-DR B1*03, DR B1*07.
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B 02:01 02:02 &d 02:03 ki 03:01 H03:02 & 04:02 & 05:01 & 05:02 & 03:10 & 06:02 & 06:03 H 06:04
2,941176471
8,823529412

,470588235

1,470588235
4,411764706

2,941176471

23,52941176

5,882352941

16,17647059 13,23529412

4,411764706

14,70588235

Figure 30 : la fréquence alléliques HLA-DQ B1 des patients a 2n =68.

4-4 la comparaison des fréquences phénotypigues HLA DO chez les patients :

Nous avons trouveé ( Figure30) ,les alléles 02:01/02:02/02:03 correspond au génotype HLA-DQ
B1*02, il est omniprésent dans notre échantillon de 34patients algériens porteurs de la maladie
cceliaque, avec une fréquence égale a 41,15% suivie par 17,64% pour le génotype HLA-DQ
B1*08 des alléles: 03:02/03:10 .

Et enfin I’alléle le plus fréquent chez nos patients est le HLA-DQ B1*02 en premier lieu et
HLA-DQ B1*08 en deuxiéme lieu.
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Figure 31 : la comparaison entre la fréquence phénotypique HLA-DR chez les patients (n=34)

et les témoins.

4-5 la comparaison entre la fréguence phénotypique HLA-DR chez les patients et les

témoins :

Dans cette étude notre échantillon de 34 patients Algériens, la figure 31 montre la fréquence
phénotypique la plus marquée principalement est 1’alléle HLA-DR17 (HLA-DR B1*03) égale
a 35,29% chez les patients contre 17,5% pour les témoins, avec un p=0,let OR IC
=8,13%(différence n’est pas significative) de méme, une fréquence trouvé en deuxiéme lieu
égale a 29,41% contre 15% des témoins pour I' HLA-DR4 p=0,1 OR 1C=8,27.

en revanche les alléles les plus abondants chez les témoins avec des fréquences plus élevées a
celle des malades : HLA-DR1 noté & 30% contre 8,82% ainsi la fréquence phénotypique de I’
HLAB-DR11 a 12,5% contre 5,88% des patients ce qui explique pourquoi ces derniers n’ont
aucune relation avec 1’atteinte de la maladie ceeliaque , les deux fréquences phénotypiques des
alleles HLA-DR8, DR18 presque similaire chez les malades et les patients confirme aussi
I’absence de lien entre la maladie et les alleles cités.

Donc, notre travail montre que la majorité de nos patients atteints de la maladie cceliaque portent
I’allele DR17 et/ou HLA-DR4, a 64,7% et ceux qui portent I’allele HLA-DR3 et /ou DR7
avec une fréquence égale a 35,29% la plupart des études faites trouve que 95,8% des patients
caucasiens portent DR3, DR7 (chester et al ,1986), les patients avec le géne HLA-DR4/DR3
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dans la population Tunisienne égale a 68,5% (Bouguerra et al, 1997), en Maroc la fréquence

égale a 34,5% (Tounsi, 2003). Nos résultats sont en accord avec les resultats de la littérature.

P=0,03 B Frequence malade

20 1C=6,94 m frequence temoin

D
o

U1
o

IS
o

P=0,02
IC=6,36

DQ8

DQ2/DQ8 Négatifs

w
o

N
o

frequence en pourcentage %

=
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o

DQ2

les Catégories HLA-DQB1*

Figure 32 : la comparaison entre la fréquence phénotypique HLA-DQ chez les patients et les
témoins.

4-6 la comparaison entre la fréqguence phénotypique HLA-DQO chez les patients et les

temoins :

Dans notre I’échantillon étudié de34 patients Algériens , le résultat (Figure32) montre que la
majorité de nos patients atteints de la maladie cceliaque portent le gene HLA-DQ2 a une
fréquence égale 64,70% significativement élevée a celle des témoins 40% avec un P=0,03 ,
OR=6,94. Vu le géne HLA-DQ8 de nos patients la fréquence notée a 23,52% chez les malades
contre 10% chez les témoins, un P=0,02 et OR=6,36.

La présence de I’allele HLA-DQ2, DQ8 négatifs dans cet échantillon a 50% contre 11,76%
chez les patients cceliaque montre que les personnes saines ne le possedent plus. Hélas ils
portent d’autre déterminant génétique différent.

Nous avons fait référence aux autres travaux et ce qui nous a permis de confirmer la fiabilité de
nos résultats, nous avons des patients MC qui portent souvent le gene HLA-DQZet
occasionnellement le géne HLA-DQ8, selon Tamouza et al, (2009) I’allele HLA-DQ2
majoritairement présent dans la population de I’ouest algérien avec une fréquence égale a 69%,

et nous avons trouvé un DQ8 avec une fréquence 23,52% supérieure a celle des patients
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européens égale a 18,68% ( Braham ,2000) , et selon Boudjemaa (2005).13,2% dans 1’ouest
algérien.

Dans notre étude les alleles HLD-DQ2et/ou DQ8 trouvés égale a 88,23% en comparaison a
une étude de Belanteur et al (2009) qui a noté 89,98% et Boudjemaa en 2005 a trouvé 73,71%.

H02:01 m02:02 m02:03 03:01 m03:02 m05:02 m06:02

2,941176471

2,941176471

23,52941176

38,23529412

5,882352941

8,823529412 17,64705882

Figure 33 : comparaison entre les fréquences alléliqgues HLA-DQ B1 chez les patients.

4-7 la comparaison des fréquences alléliques de PHLA-DOQB1chez les patients :

Nous avons remarqué (Figure33) que 1’allele HLA-DQB1* 02 :01 est le plus fréquent que les
deux autres alleles 02:02,02:03 avec des fréquences égale a 38,23% ; 17,64% ; 8,82%
respectivement, alors que I’allele HLA-DQB1* 03 :02 a une fréquence égale a 23,52% inférieur
a la somme des fréquences alléliques HLA-DQB1*02 notées a 64 ,69%.

Donc la majorité des patients de notre étude portent 1’alléle 02:01, ce qu’il confirme que la MC

se développe beaucoup plus chez les patients qui expriment HLADQ?2.
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Figure 34: comparaison entre les fréquences allélique HLA-DR B1* chez les patients.

4-8 la comparaison des fréquences alléliques de PHLA-DR B1* chez les patients :

Notre étude plus la figure 34 , trouve que I’allele HLA-DRB1*03:01 a une fréquence égale a
26,47% chez les patients , c’est le plus répondu parmi les autres , tandis que le 15:01 est moins
fréquent avec une fréquence égale a 5,88%, le reste des alleles HLA-DRB1* 03:02/ 03:03
/03:05 /03:57 ont une fréquence similaire et est égale a 2 ,94%, la somme de ces fréquences
trouvé égale a 44,05% pour HLA-DRB1*03(DR17) il est majoritaire chez nos patients par
rapport aux autres alleles ; une fréquence de 26,46% chez les patients porteurs de 1’ HLA-
DRB1* 04:02 / 04:05/04:11,et une minorité des patients algériens portent HLA-DRB1*07:01

avec une fréguence égale a 14,70% .
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Figure 35 : la comparaison de Fréquence de I’homozygotie et de I’hétérozygotie des alléles

HLADQBI chez les patients et les témoins (X était n’importe quel alléle autre que DQ?2 et
DQ8).

4-9 la comparaison entre la fréquence de I’homozygotie et de I’hétérozygotie des alléles

HLA-DOB1*chez les patients et les témoins :

A travers ’échantillon étudié de 34 patients Algériens et la Figure35, nous avons remarqué que
les hétérozygoties sont les plus fréquents (12/34) avec une fréquence égale a 35,29%
significativement plus élevée a celle des témoins 15% (6/40) (P=0,05 OR=110,84). Par contre
la fréquence a 1’état homozygotie (DQ2/DQ2) trouvée chez les patients égale al7,67%
(6/34).Les patients portant I’allele HLA-DQ2/HLA-DQ8 sont des hétérozygotes pour la
maladie cceliaque la fréquence égale a 11,76% (4/34).11 y’a les patients hétérozygotes pour la
MC avec I’allele HLA-DQ8/HLA-DQX (8/34) a 24% .Par ailleurs, les hétérozygoties porteurs
de I’alléle HLA-DQ2/HLA-DQ8 négatif dans notre échantillon est (4/34) avec une fréquence
de 11,76%.

D’apreés les résultats de notre étude, ils semblent que les sujets HLA-DQ2/DQX hétérozygotes
présent le risque le plus important pour développer la maladie ceeliaque (P=0,05 OR=10,84)
.Des résultats similaire ont été trouvé chez les patients algériens a 49,45% (P=0,03 OR=2)
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(Belanteur et al, 2009). Les études réalisées pour 1’état homozygotie et I’hétérozygotie des
patients cceliaques ont des homozygoties (DQ2/DQ2) majoritaires et une minorité
homozygoties (DQ8/DQ8).Dans notre étude nous avons un résultat pour 1’homozygoties
(DQ2/DQ2) environ 17,64% de nos patients cceliaques mais, 1’état de 1’’homozygotie
(DQ8/DQ8) est totalement nul.

En effet chez les patients homozygotes leurs cellules présentatrices d’antigénes (CPA)
provoquent des réponses cellulaires T spécifiques du gluten quatre fois plus forte que les CPA
hétérozygotes ceci peut expliquer 1’abondance des molécules HLA DQ2/DQ8 capable de
présenter le peptide du gluten (Bourgane et al, 2007), cependant c’est formellement le
contraire dans notre population les CPA hétérozygotes sont les plus actives que les CPA
homozygotes. Dou les patients hétérozygotes présenteraient un risque plus important a

développer la maladie cceliaque dans notre population étudié.

W Malades (%) n=34

B Témoins (%)n=40
45,00

35,00
30,00
26,47
25,00
20,00
15,00 14,00
10,00 700
4,24
5,00

DR17DQ2 DR7DQ2 DR4DQ8
CATEROGIES HAPLOTYPIQUES

FREQUENCE HAPLOTYPIQUE EN %

Figure 36 : Fréquence des haplotypes HLA-DRB1 DQB1 chez les malades et les témoins

4-10 la comparaison entre la fréquence des haplotypes HLA-DRB1, HLA-DOB1 chez les

patients et les témoins :
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Notre échantillon de 34 patients Algériens attient de la maladie cceliaque et sur la Figure36,
nous avons constaté la frequence haplotypique HLA-DR17/DQ2 c’est la plus élevé chez nos
patients et est egale a 38,24% (13/34) contre (10/40) a14% chez les témoins. L’haplotype HLA-
DR4/DQ8 chez (12/34) des patients avec 35,25%. La fréquence haplotypique HLA-DR7 /DQ2
chez les malades égale a26, 47% (9/34).

L’étude de la prédisposions liée aux haplotypes HLA-DRB1/DQB1 montre que la
susceptibilité a la maladie cceliaque semble étre conféré plus par 1’haplotype HLA-DR17/DQ2
que par les haplotypes HLA-DR4/DQ8, HLA-DR2/DQ2 dans notre étude. Ce qui est identique
aux autres enquétes (Belanteur et al. ,2009), En Algérie ’haplotype HLA-DR17 DQ2 est
majoritairement portés par les patients (49/91) associe a une grande fréquence par rapport aux
autres haplotypes égale a 44,59% .En Europe du nord selon Roujon et al (2011), I’association
HLA maladie cceliaque liée a ’haplotype DR3 DQ2 (90% contre 30% chez les témoins).

Les résultats de notre travail confirment le réle majeur des hétérodimeéres HLA-DQ2 DQ8 dans
la survenue de la MC chez les patients Algériens étudiés. L hétérogénéité génétique dans la
position de cette affection reflete celle des peptides dérivant du gluten. En effet il été démontré
que I’hétérodimere DQ2 présente aux LT des peptides différents des peptides présentés par
I’hétérodimére DQS.

Au terme de ces résultats, il apparait que la susceptibilité a la maladie ceeliaque par les genes
HLA de classe Il est apportée en premier lieu par 1’allele HLA-DQ2 puis par 1’allele HLA
DQ8.1’association avec DR3 (DR 17) pourrait étre I’effet de déséquilibre de liaison avec I’alléle
HLA DQ2.

5- Pimplication des alleles HLA-DQBI1 dans I’apparition des manifestations cliniques de
la maladie cceliaque :

L’étude de génotypage HLA-DQB1, nous a permet d’établir un lien entre la génétique de la
maladie cceliaque et les différents critéres clinques des patients Algériens. Le diagnostic de la
maladie cceliaque repose sur la mise en évidence des anomalies histologiques et sérologies
positives.

Au vu les résultats obtenus, nous avons subdivise notre échantillon en deux grands groupes :
Groupe 1 : Des patients nouvellement diagnostiqués (n= 21).

Groupe 2 : Des patients déja diagnostiqués au paravent (n=13).

Tableau IX : récapitulatif des différents signes cliniques chez les patients nouvellement

diagnostiqués groupe 1. (Sq : Signes Cliniques)
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Alleles DQ2 DQ4 DQ5 DQ6 DQ7 DQ8
HLA DQB (14) 3) 3) 3) (6) (7
Sq ORI RIO ORI IO RICNIORIONEICORC!

Sérologie 8 |6 [2 |1 1 (2 |2 1 |5 1 |6 |1
RSG 8 (6 |2 |1 |2 |1 (0 |3 (3 |3 |4 |3
diarrhée chronique |11 |3 1 2 2 1 2 1 6 0 4 2
Diabeéte type 1 5 |9 1 |2 1 (2 |1 |2 |0 |6 |2 |5
Douleurs 8 6 0 3 3 0 0 4 2 4 4 3
abdominales

Retard de 6 |8 (1 (2 |0 |3 |1 |2 |2 |5 |3 |2
croissance

M de la thyroide 2 12 |1 2 0 3 2 1 1 5 4 3

Anémie 8 |6 |1 |2 (1 |2 |1 |2 |1 |5 |5 |2
Histologie 4 |5 |0 1 1 2 |0 3 0 3 3 1
" total
positive
sub |5 2 0 0 1 4
total

Tableau X : récapitulatif des différents signes cliniques chez les anciens patients diagnostiqués

groupe 2. (Sq : Signes Cliniques).

Allles DQ2 DQ5 DQ4 DQ6 DQ7 DQ8
HLA D ) (2) 3) 4) 3) )
Sq B 6 OO ®HE G 6166106

Sérologie 6
RSG 8
diarrhée chronique | 6
7
8

Diabéte type 1

RN W kW
Nl | N PN

2
3
0
3
2

RN R R e
R O k| k| -
R O w| o K~
RN NN
A W W P W

2
2
2
2
2

A e
N W N W N

Douleurs

abdominales

51




Résultats et Discussion Chapitre 111

Retard de 7 2 2 0 2 1 1 3 2 1 4 1
croissance
M de la thyroide 6 3 0 1 3 0 4 0 1 2 4 1

Anémie 4 |5 |2 |0 |2 |1 |2 |2 |3 |0 |2 |3
Histologie 3 1 0 1 2 0 2 0 2 0 2 1
. total
positive
sub |5 1 1 2 1 2
total

5-1 Fréquences des autos anticorps anti transglutaminase tissulaire (T tG) sérique en fonction
des alleles HLADQB1 :

Nous avons pris les résultats des autos anticorps (TtG) de nos patients au niveau de laboratoire,
unité d’auto immunité du service d’immunologie. Aprés avoir réalisé le diagnostic sérologique,
les résultats fournies de (TtG) de nos patients du groupe 1 (les nouvellement diagnostiqués)
mise en évidence le taux des (TtG) : si le taux des anticorps anti (TtG) dans le sérum des patients
<a 20 ce dernier considéré negatif et si le taux des anticorps anti (TtG) est > a20 le patient a

la sérologie positive pour la MC.
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Figure 37 : fréquence d’apparition des autos anticorps anti TtG des patients de groupe 1 en
fonction des alleles HLADQBI1.
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Figure 38 : fréquence d’apparition des autos anticorps anti TtG des patients de groupe 2 en
fonction des alléles HLADQBLI.
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Les résultats du génotypage HLA-DQBL ont révéle que tous les alléles associés a une sérologie
positive des autos anticorps anti transglutaminase tissulaire .Chez les patients porteurs des
allées DQ2 de G 1(Figure37) et de G 2(Figure38) respectivement , a 47,61% ; 46,15% , pour
I’allele HLA-DQ8 a 28,57% G1;23,07% G2, Vu les publications sur 1’association entre la
sérologie positive /négative a la MC et les alléles HLA DQB1 nous avons trouvé une similitude
entre nos résultats et les résultats de Boudjemaa (2005) sur un groupe des patients de 1’ouest
Algérien, une fréquence de 45% des patients porteurs de 1’alleles HLA-DQ4 avec une sérologie
positive . Des études canadiennes sur un échantillon des patients coliques montrent que tous
les alleles HLA-DQB1sont associé a la MC a I’exception de 1’alléle HLA-DQ4 qui n’est pas
présent chez les patients colique (Fine et al, 2008). Ceci s’explique par une différence ethnique
du polymorphisme génétique des deux populations (Algérienne et Canadienne). Donc 1’allele
HLA DQ 4 est spécifique pour les patients Algériens, et tous nos patients avec les alleles HLA
DQ2, 4, 5, 6, 7,8 ont une sérologie positive.

5-2 la fréquence de diagnostique histologique en fonction des alléles HLADQBL :

La biopsie intestinale de ’intestin gréle permet 1’évaluation des structures villositaires.

6
M Histo P Total

5

4 | |
O I i
DQ2 DQ4 DQ5 DQ6

Alléles HLADQB1

W Histo P sub -Tolat

Histologie Négative
DQ7 DQ8

Figure 39 : fréquence de diagnostique histologiques chez les patients de groupe 1.
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Figure40 : fréquence de diagnostique histologiques chez les patients de groupe 2.

Les résultats de diagnostic histologique de nos patients MC de groupe 1 et de groupe 2 ont été
recueillis a I’aide des fiches de renseignements de MC (voir annexe 3).Pour les alleles HLA-
DQ2 nous avons trouvé (4/21) pour le groupe 1 et (3/13)(Figure39) pour le groupe 2 (Figure40)
des patients MC avec I’histologie positive , une atteinte totale ,la muqueuse intestinale est plate
c¢’est-a-dire atrophie villositraire totale donc une MC sévére , mais aussi y’a des patients avec
des atrophies villositaire sub- totale (5/21) et (5/13) qui veut dire une MC moins sévére et une
histologie négative (5/21) ;(1/13) de méme , chez les patients HLA DQ8 on distingue ceux qui
ont une MC sévere atrophie totale des villosité (3/21), (2/13) et ceux avec une MC moins
sévere atrophie sub totale (4/21) ;(2/13) ainsi ceux qui ont I’histologie négative 1de parte et
d’autre des deux groupes. Par ailleurs parmi tous nos patients 5 entre eux ont une histologie
négative, tandis que 4 sur ses 5 ont une sérologie négative dans ce cas le diagnostic est difficile,
le typage HLA de classe 1l de type DQ constitue une aide a diagnostiquée, vu le résultat de test
génétique sur ses dernier nous avons pu éloigner le risque d’atteinte de la MC. Malgré toutes
les recherches sur le diagnostic se base sur le résultat de la biopsie intestinale d’aprés Mthieu
et al (2006) la confirmation du diagnostic est souvent apportée par la biopsie mais de plus en
plus fréquemment le typage HLA classe Il a la recherche de DQ2, DQ8 est utilise comme
complément a la recherche de la MC.

5-3 la fréquence des symptdmes digestifs en fonction de I’expression des alleles HLADQB1

a- ladiarrhée :
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La diarrhée est le symptome le plus fréquent de la maladie cceliaque. Elle est secondaire au

phénoméne de mal absorption d’aprés Melan¢on, MD(2008).

12

10 B Abésence diarrhée chronique

Présence diarrhée chronique

Fréquence de Diarrhée chronique
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Alléles HLADQ B1

Figure 41 : la fréquence d’apparition de la diarrhée chez les patients de groupe 1(patients

nouvellement diagnostiqués n=21) en fonction d’expression des allé¢les HLA-DQB1.

Grace a I’étude de génotypage HLA-DQB1 nous avons remarqué que dans ce groupe
(Figure41l), la diarrhée est omniprésente surtout chez les patients porteurs de 1’allée HLA-DQ?2
(11/21) a 52,38% contre (3/21) al4, 28% qui n’ont pas. Ensuite la fréquence va diminuer chez
les patients HLA-DQ8 (5/21) a 23,80% contre (2/21).
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Figure 42 : la fréquence d’apparition de la diarrhée chez les patients de groupe 2 (les anciens

patients n=13) en fonction d’expression des alleles HLA-DQB1.

Vu le groupe 2 (Figure42) la diarrhée est présente chez la plupart des patients et surtout chez
ceux qui portent ’HLA-DQ2 et en suite chez les patients portant ’HLA-DQS8.

Les résultats de génétypage de HLA DQB1 nous a permet de remarqué une différence entre
les deux groupe ce qu’il concerne la fréquence d’apparition de la diarrhée, ce symptdme est
plus noté chez les patients de groupe 1, ce qu’il a déja cité au paravent selon Richard et al
(2002) les signes clinique le plus fréguent chez les enfants sont les signes digestifs et parmi eux
la diarrhée.

b- Douleur abdominale :
Actuellement les signes digestifs sont plus souvent sous la forme de douleurs abdominales
d’apres Lepers et al (2004).
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Figure 43 : la fréquence d’apparition des douleurs abdominales chez les patients de groupe 1

en fonction d’expression des alléles HLA-DQB1.
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Figure 44 : la fréquence d’apparition des douleurs abdominales chez les patients de groupe 2
en fonction d’expression des alléles HLA-DQB1.

Le résultat du génotypage dans notre étude ont constaté que la douleur abdominale est présente
chez les patients de groupe 1(Figure43) principalement chez les porteurs de ’alléele HLA-DQ2
a 38,09% (8/21) ; 19,09% (4/21) pour 1’allele HLA-DQ8. La douleur abdominale est observé
aussi chez toute les catégories HLA-DQBI sauf chez les patients portant 1’allele HLA-DQ4,
DQ6 du groupe 1 la figure 43.

Pour le groupe 2 sur la Figure44, les patients sont majoritairement des adultes ce symptéme est
parfaitement présent chez toutes catégories HLA-DQB1; la fréquence d’apparition est trop
élevée a 61,53% (8/13) chez les patients porteurs de 1’allele HLA-DQ2, et quasiment présente
chez les patients porteurs de 1’alléele HLA-DQ8 al15, 38% (2/13).

5-4 la fréquence des symptdmes extra-digestifs en fonction de 1’expression des alléles
HLADQBL :

Les complications nutritionnelles, parfois isolées peuvent étre au premier plan et précéder le
diagnostic de I’intolérance au gluten d’aprés Lepers et al (2004).

a- L’anémie :
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Figure 45 : la fréquence d’apparition de I’anémie chez les patients de groupe 1 en fonction

d’expression des alléles HLA-DQBL1.
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Figure 46 : la fréquence d’apparition de I’anémie chez les patients de groupe 2 en fonction
d’expression des alléles HLA-DQBL1.

Les résultats du génotypage HLA-DQB1 ont révélé que I’anémie est constamment présente
chez tous les patients de groupe 1(Figure45), nous avons trouvé que les patients qui expriment
les alleles de susceptibilité a la maladie cceliaque en premier lieu I’alléle HLA-DQ2 la fréquence
de ’anémie est égale a 38,09% (8/21) en seconde se trouve la fréquence a 23,80 % (5/21) chez
ceux qui expriment 1’allele HLA-DQ8. Ainsi chez toutes les catégories HLA-DQBL.

Les malades du groupe 2 (Figure46) portant 1’allele HLA-DQ2 (4/13) a 30,76% et a 15,38%
pour ceux qui portent ’HLA-DQ8 (2/13). Ainsi chez toutes les catégories HLA-DQB1sauf chez
les patients portant HLA-DQ4, DQ7.
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Les alléles HLA-DQB1 DQ2et ou DQS8 est significativement associées a 1’apparition de
I’anémie.

b- le retard staturo- pondéral (RSP) :
D’aprés Cristina et al (2009), le retard staturo-pondéral est une manifestation fréquente parfois
révélatrice, parfois isolée de la MC chez les enfants. Les cceliaques diagnostiqués a 1’age adulte,

surtout les hommes ont une taille trés diminuée prés de 10 Cm par rapport au groupe de

contrdle.
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Figure 47: la fréquence d’apparition du retard staturo-pondéral chez les patients de groupe 1len
fonction d’expression des alleles HLA-DQB1.
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Figure 48 : la fréquence d’apparition du retard staturo-pondéral chez les patients de groupe 2en
fonction d’expression des alleles HLA-DQBL.
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Les résultats de génotypage révelent que la fréquence de ce symptdme chez les deux groupes
est surtout les patients avec I’alléle HLA-DQ2 d’une part, a 28,57% (6/21) du groupe
1(Figure47) d’autre part a 53,84% (7/13) pour les patients du groupe 2, de plus, chez les malades
expriment I’allele HLA-DQ8 a 14,28% (3/21) groupe 1 eta 30,76% (4/13) groupe 2(Figure48).
De méme que, le RSP est associé aux alleles HLA-DQ 4,6 et 7, et nous avons marqué son
absence chez les patients portant 1’allele HLA-DQ5 du G1, par ailleurs chez les souffrant de
MC du G 2(Figure48) le RSP marque son association avec les alleles HLA-DQ4, 5,6 et 7.
Donc le RSP est en s’associer aux alléles HLA-DQ2 en primo et en deuxiéme lieu pour I’alléle
HLA-DQS8.

5-5 la fréquence d’association morbide a la maladie cceliaque en fonction de 1’expression des
alléles HLADQBL :

a- le diabete de type 1 :
Le diabete de type 1 est une maladie auto-immune caractérisée par la destruction des cellules

B des ilots pancréatiques responsables de la sécrétion d’insuline selon Malaisse (2003).
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Figure 49 : la fréquence d’apparition du Diabéte de typel chez les patients de groupe len
fonction d’expression des alleles HLA-DQBL.

Pour le groupe 1, nos patients atteints de la MC associée au Diabéte de typel(Figure49) observé
chez ceux qui expriment 1’allele HLA-DQ2 a 23,80% (5/21) et a 9,52% (2/21) pour I’alléle
HLA-DQ8, tandis que ce symptome est quasiment présent en associant aux HLA-DQ4,5 ,DQ6
et parfaitement absent chez les patients HLA-DQ7.

61



Résultats et Discussion Chapitre 111

B Absence Diabéte type 1

~

B Présence Diabéte type 1

Fréquence de Diabéte (exprimée en
nombre de patients )
= N w H (] (o)}

o

lradlh
DQ4 DQ6 DQ7 DQ8

DQ2 DQ5
Alléles HLADQB1

Figure 50: la fréquence d’apparition du Diabéte de typel chez les patients de groupe 2 en
fonction d’expression des alleles HLA-DQBL.

Chez les patients du groupe 2sur la Figure50 (n=13) le diabete de type 1 est solennellement
marque en association a 1’allele HLA-DQ2 a 53,84% (7/13) ensuite a 15,38% (2/13) pour
I’HLA-DQS8 ainsi sa présence est marqué chez toutes categories HLA-DQBL.

Donc le génotypage HLA-DQB1 nous a permet de mettre en lumiere le lien entre le diabete de
type 1 et la maladie ceeliaque sur un terrain génétique. Les resultats de notre travail confirme
les résultats publier dans la plupart des revues de la littérature d’aprés Geenen (2005),
’association entre le diabéte de type 1 et la maladie cceliaque pourrait €tre expliqué par le
partage d’un bagage génétique commun, le locus le plus fortement associé et correspond au
complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) HLA-DQB dans la fonction essentielle des
protéines HLA de classe Il pour ce cas est de présenter les épitopes antigéniques aux cellules T
CD4+.Plusieurs études montre que , dans le diabete de type 1 et la maladie ceeliaque, les alleles
de susceptibilitt majeur de cette région sont les alleles de classe Il HLA-DQ2 et
occasionnellement HLA-DQ8 d’apres Nielsen et al (2004) et selon De Block et al (2001) Cette
association avec DQ2 se vérifie chez 90% des patients atteints de maladie cceliaque (77,64%
notre fréquence) et chez 43% des diabétiques de type 1.par contre, la présence de cet allele n’est
que de 24% dans la population générale .

b-Thyroidites auto-immunes :

Les maladies thyroidiennes auto-immunes sont fréquentes .Elles représente 30%des maladies
spécifique d’organes. Une fréquence excessive des maladies thyroidiennes auto-immunes dans

certaines familles a été mise en évidence suggérant le réle de la génétique .Le systéme HLA se
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trouve implique : I"’haplotype HLA B8-DRS5 d’aprés Charrié (2005) et selon Weill et al (2003)
dans la maladie de Hashimoto il existe une prédisposition génétique et une association

significative avec les groupe HLA-DR3et DR5.
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Figure 51: la fréquence d’apparition de la thyroide auto-immune chez les patients de groupe 1

en fonction d’expression des alleles HLA-DQB1.
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Figure 52: la fréquence d’apparition de la thyroide auto-immune chez les patients de groupe 2
en fonction d’expression des alléles HLA-DQBL.

Les résultats de génotypage HLA-DR-DQBL révélent que dans notre échantillon n=34 groupe
1( 21patients), et 13 patients pour le groupe 2 .dans ce contexte nous avons observé que la
majorité de nos malades qui présentent une MC associé avec une thyroide auto-immune sont
porteurs de 1’allele HLA-DQ2 et comme cet allele est accompagné avec 1’allele DR3/DRS, DR7
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c’est-a-dire I’haplotype HLA-DR3 DQ2, la fréquence d’apparition pour le groupe 1(Figure 51)
est de 23,80% et chez les patients du groupe 2 (Figure52) ,la fréquence est plus importante
46,15% .mais nous avons marqué cette association chez les patients avec les haplotypes HLA-
DR4 DQ8, et aussi chez toutes les catégoriesHLA-DQB1 sauf pour ceux qui expriment HLA-
DQ5 pour les deux groupe .

5-6 la fréquence d’apparition du Régime sans gluten (RSG) en fonction des alléles HLA —
DQB1 :

Les complications de la MC sont diversement prévenue et améliores par le RSG.il existe un tres
large éventail dans I’efficacité du RSG par exemple, les troubles de la croissance statural, que

le RSG prévient et corrige chez des cceliaques suivent le régime correctement d’apres Cosnes
et al (2011).
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Figure 53 : la fréquence de RSG chez les patients du groupe 1 en fonction des alléles HLA-
DQBL.

64



Résultats et Discussion Chapitre 111

BRSGN
HRSG P

Fréquence de RSG ( exprimée en
nombre de patients)
o = N w H (0,] [e)] ~ 0] (o)

iR NE N I [ I I [ I
DQ5 DQ4 DQ6 DQ7 DQ8

DQ2
Alléles HLA DQB1

Figure 54: la fréquence de RSG chez les patients du groupe 2 en fonction des alleles HLA-
DQBL.

Grace au tableau récapitulatif (annexe 4) plus les résultats de génotypage HLA-DQB1nous
avons pu montrer que la plupart de nos patients (G 1, G 2 ) sont sous régime sans gluten (RSG)
surtout chez ceux qui expriment 1’alléle HLA-DQ?2 la fréquence noté égale a 38,09% (8/21)
Glet 61,53% (8/13) G2 (Figure54)de méme que, la fréquence est marquée chez les porteurs de
HLA-DQ8 a30,76% G2 et19,04% G1(Figure53).
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Conclusion

La maladie cceliaque n’est pas une maladie infantile, la prévalence de 1’age est en effet élargie,
avec une prédominance féminine et une forte association a certaines maladies auto immunes tel
que le diabete de type 1 et la maladie de la thyroide.
Sur une période de six mois (de Mars & Septembre 2014) les résultats de notre étude nous
permettent de confirmer 1’association entre les génes HLA de classe I, les alléles de
prédisposition génétigue HLA-DQ2, HLA-DQ8 et la maladie cceliaque dans I’échantillon
étudié de la population Algérienne (n=34). Au vue de ces résultats les alleles de prédisposition
a la maladie cceliaque HLA-DQ2, HLA-DQ8 pourrait servir au diagnostic de celle-ci, leurs
absence nécessiterait une révision de ce dernier ;de plus 1’association des all¢les HLA-DR17
n’est qu’un déséquilibre de liaison avec 1’allele HLA-DQZ2.Ceci sans oublier pour autant le réle
important des deux autres diagnostics a savoir le Sérologique ou on recherche les anticorps
anti-peptides de gliadine désaminé dans le sérum des patients et le diagnostic Histologique ou
on fait une biopsie intestinale qui cependant reste le test de référence par excellence.
Donc on peut dire que le typage HLA aide a dépister les sujets a risque de développer la maladie
ceeliaque (MC), ou présentant une forme latente de la maladie et ceci afin d’instaurer
rapidement un régime sans gluten (RSG) pour éviter les complications et la survenue des autres
maladies auto-immunes. Ces derniéres peuvent s’associées ou partager le méme terrain
génétique de la MC comme HLA-DR3, HLA-DR4 tel que de diabéte de type 1 et la maladie
auto-immune de la thyroide.
Il serait donc souhaitable de penser a modifier la recommandation concernant le diagnostic de
la MC, en se basant sur les tests invasifs et accessible, présentés par la recherche des anticorps
spécifique et le typage des génes HLA-DQ2 et HLA-DQ8.
Les connaissances acquises et confirmées concernant le complexe Human Leucocyte Antigen
(HLA) permettant d’utiliser le génotypage HLA-DQB1 dans la stratégie diagnostic peut
s’avérer utile dans certains cas particuliers, notamment dans les enquétes familiales pour
identifier les apparentés au premier degré atteints et pour les patients déja atteints. Ceci en vu
d’instaurer un régime sans gluten (RSG) chez ces personnes en raison de 1’absence d’une
certitude du diagnostic sérologique.

Les résultats de notre échantillon de 34 patients Algérienne atteints de la MC montrent que
la majorité des patients MC ont un typage des génes (HLA-DR, DQ) positive et une sérologie
positive, et une minorité avec un typage des génes (HLA-DR, DQ) positive et une sérologie

négative ou le contraire.
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Annexe2 Histogramme des tranches [0-10[ans subdiviser en trois
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Annexe3 Fiche de renseignement de la maladie ceeliaque
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Annexe4 Tableau récapitulatif des patients Algériens atteints de la MC n=34.

\Y|
Hepathiq
DIARHEE SD MAL ue Trouble Dermatite
SERVIC | CHRONIQ | ABDOMIN |ABSOR autoimun | ostéoporo | cardiomyopat | neurologiq | herpitifor
Age UE PT i ue me

E
14ans F OLV

1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
2 4ans M PED 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
3 47ans F MIT 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0
4 6ans M PED 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
54
5 ans M MIT 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
6 22ans F HDJ 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0
7 7ans M END 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0
18
8 mois M PED 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
9 14ans F PED 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
12
10 mois F EXT 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
11 4ans M PED 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
12 1l1ans F PED 0 0 0 0 0 0 0 0 0
13 6ans M oLv 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15
14 mois F PED 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15 1ans M PED 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0
16 28ans F EXT 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
17 52ans F EXT 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
18 2lans M EXT 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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