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Résumé:

Les Maladies Inflammatoires Chroniques Intestinales (MICI) sont des affections
caractérisées par une inflammation chronique de [I’intestin. Elles sont représentées
principalement par la maladie de Crohn (MC) et la recto-colite-hémorragique (RCH).

L’association des MICI avec les génes HLA a été étudiée dans différents groupes ethniques.
Notre étude s’est intéressée a évaluer la distribution et I’implication des génes HLA de classe
I1 (DR et DQ) chez des patients atteints de MICI.

190 dossiers de patients atteints de MICI ont été étudiés dans lesquels ont été déceles 11
(5,80%) cas de forme familiale. Ces patients étaient majoritairement des hommes 57% ayant
en moyenne 31,8 ans pour ceux atteints de la MC et 33,1 pour ceux atteins de la RCH. Les
femmes étaient moins représentées 43%.

Le typage HLA a concerné les variant alléliques HLA-DRB1* (de 01 & 16) et HLA-DQBL (de
02 a 06). Seuls 19 patients ont accepté d’étre soumis a ce test de typage HLA. L’analyse de la
fréquence allélique du polymorphisme HLA-DQB1* montre une différence significative de
I’allele HLA-DQB1*02 entre les malades par rapport aux témoins et celle du polymorphisme
HLA-DRB1* montre une fréquence élevée de I’allécle HLA-DRB1*13 des malades par
rapport aux témoins.

Cette étude nous révele qu’il serait important de procéder a la généralisation de la technique
du typage HLA dans les populations a risque pour une meilleure prévention contre les MICI.

Mots clés : Maladies inflammatoire chronique intestinales (MICI) , RCH, MC, typage HLA.



Abstract

Inflammatory Bowel Disease (IBD) are diseases characterized by chronic inflammation of the
intestine. They are mainly represented by Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis, colitis
(UC).

The association of IBD with HLA genes has been studied in different ethnic groups. Our
study was interested in assessing the distribution and involvement of HLA class Il (DR and
DQ) in patients with IBD.

190 records of patients with IBD were studied in which were found 11 (5.80%) cases of
familial form. These patients were predominantly men 57% with an average of 31.8 years for
those with CD and 33.1 for those Reach UC. Women were less represented 43%.
HLA concerned the variant allele HLA-DRB1* (01 to 16) and HLA-DQB1 (February to
June). Only 19 patients agreed to be subjected to this test HLA typing. Analysis of the allelic
frequency of HLA-DQBL1 * polymorphism showed a significant difference in HLA-DQB1 *
02 among patients compared with controls and the polymorphism HLA-DRB1 * shows a high
frequency of HLA-DRB1* 13 patients compared to controls.

This study reveals that it would be important to generalize the technique of HLA typing in

populations at risk for Prevention against IBD.

Keywords: chronic inflammatory bowel diseases (IBD), ulcerative colitis, MC, HLA typing.
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INTRODUCTION

Les maladies inflammatoires chroniques intestinales (MICI) représentent un groupe de
maladies idiopathiques caractérisées par une inflammation chronique de I’intestin. Ce groupe
correspond a deux grandes affections: la Maladie de Crohn (MC) et la Recto-Colite-
Hémorragique (RCH). Ces deux affections comportent des caractéristiques cliniques et
pathologiques distinctes mais il existe €galement un certain chevauchement. (Chamberlin et
al ., 2006)

Une troisiéme entit¢é peut é&tre ajoutée, la « colite indéterminée », présentant les
caractéristiques d’une colite idiopathique pour laquelle I’ensemble des examens réalisés
ne permet pas de trancher entre maladie de Crohn et recto-colite. (Figure 1)

La pathogénese des MICI n’est que partiellement connue a ce jour. Des facteurs génétiques et
environnementaux tels qu’une modification de la flore bactérienne intra-luminale et une
perméabilité intestinale accrue jouent un réle dans la dérégulation de I’immunité intestinale,
avec pour effet des Iésions gastro-intestinales.

Les maladies inflammatoires de l'intestin sont des maladies trés peu connues. Sur le plan
génétique, ce sont des maladies complexes, puisqu'elles ne suivent pas les lois de la
ségrégation mendélienne. Elles semblent associées a une combinaison de génes ou a leur
action conjuguée. D'ailleurs, plusieurs genes sont aujourd’hui associés aux maladies
inflammatoires de l'intestin.(Duerr et al.,2006)

Recto-colite

Maladie de Crohn . : .
-femomagique

Colite indétermingse

Figure 01:Représentation des pathologies reprises sous le terme de MICI. (Jones, D.T et all
2008)
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I.1.HISTORIQUE

Les maladies inflammatoires intestinales affectent trés certainement 1’étre humain depuis
des siecles. Certaines descriptions anatomo-cliniques remontant a ['Antiquité  sont
compatibles avec le diagnostic de MICI. Elles ont été décrites des le deuxieéme si¢cle apres
J-C. par les médecins grecs Soranus et Aretacus de Cappadocia. En 870, le roi Alfred
d’Angleterre (849 -901) souffrait de douleurs abdominales, de malaises et de diarrhées
chroniques, attribués a 1’époque a de la sorcellerie ou au chatiment divin suite a ses infidélités,
mais probablement dus a une MICI. En 1612, I’autopsie d’un jeune garcon rapporte des
ulcérations intestinales semblables a celles présentes dans les MICI (Fielding, 1988). En 1913
le Docteur T.K. Dalziel publie le résultat d’autopsie de 13 patients souffrant d’obstruction
intestinale. Tous les patients présentaient une inflammation intestinale transmurale,

caractéristique de la maladie de Crohn(Dalziel, 1989).

La maladie de Crohn (MC) a été décrite en 1932 dans « Journal of the American Medical
Association » par les Docteurs B. Crohn, L. Ginsberg et G.D. Oppenheimer comme iléite
terminale (atteignant 1’iléon). L’extension des lésions a d’autres segments du tube digestif a

ensuite été rapportée et le nom de maladie de Crohn attribu¢ a cette pathologie.

Concernant la recto-colite ulcéro-hémorragique (RCH) ; le premier cas de cette pathologie fut
raporté¢ par Sir S. Wilks dans « London Medical Times and Gazette» en 1859 suite a
I’autopsie d’une jeune femme, Isabella, dont le déces avait été attribué a un empoisonnement.
En 1875, Wilks et Moxon furent les premiers a la présenter comme pathologie non infectieuse

(Wilks S, 1875).

1.2.EPIDEMIOLOGIE

Les MICI affectent 2,5 millions de personnes dans le monde dont 200 000 en France. Sur
ces 200 000 personnes, environ 120 000 sont atteintes de la maladie de Crohn et 80 000
souffrent de RCH. Par ailleurs, 5000 a 6000 nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année en
France. Si aujourd’hui ce chiffre demeure stable, ce n’était pas le cas il y a une trentaine
d’années puisqu’on estime qu’entre 1945 et 1980, I’incidence de ces maladies a été¢ multipliée

par 10 dans les pays industrialisés (Ismail R et al ., 1997).
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La maladie de Crohn et la RCH affectent plus souvent les sujets jeunes et, dans un quart des

cas, I’ensemble des symptomes apparait avant I’age de 25 ans. Il existe également une
disparité selon le sexe du sujet et il semble que le ratio femmes sur hommes pour la maladie

de Crohn soit de 0,9 tandis que celui relatif a la RCH soit de 0,5 (Hugot J. P et al ., 2001).

Bien que les causes de ces maladies demeurent encore inconnues a ce jour, il apparait que
ces pathologies multifactorielles impliquent des facteurs environnementaux auxquels peut se
rajouter le tabac sur un terrain prédisposé génétiquement. En effet, une étude réalisée sur une
population représentative de jumeaux homo et hétérozygotes a permis de mettre en évidence

que, pour la maladie de Crohn, le taux de concordance chez

les homozygotes (58.3 %) était significativement supérieur a celui observé chez les
hétérozygotes (6.3 %). Cette découverte a donc naturellement incité les scientifiques a
rechercher les génes susceptibles d’influencer le développement des MICI. Sur ces bases,
trois équipes européennes et américaines ont mis en évidence en 2001, la premicre géne de
susceptibilité pour la maladie de Crohn. Il s’agit de géne NOD2/CARD15 (Hampe J et al.,
2001).

Plus récemment, deux autres génes de susceptibilité ont été identifiés sur les chromosomes 5
et 10 et nommeés respectivement OCTN et DLGS. Il semblerait ainsi que les MICI fassent
partie des pathologies oligogéniques (Stoll M et al., 2004).

En Algérie une ¢tude épidémiologique menée entre 2003 et 2007 a révélé que 1’incidence
annuelle de la maladie de Crohn (pour 100000 habitants) était de 5,87%. Le pic incidence
¢tait de 21% dans la tranche d’age des 30-39ans, Le sex-ratio F/H était de 1,11. L’ensemble
des données montrent que le taux d’incidence annuel moyen de MC connait une

recrudescence situant notre pays dans la zone intermédiaire (Hammada et al., 2011).
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I.3.PRESENTATION DES MICI

Ces maladies se rejoignent par leur caractére chronique marqué par une évolution en
poussées symptomatiques de gravit¢ variable, cédant parfois spontanément ou dans la
majeure partie des cas sous traitement, entrecoupées de périodes de rémission plus ou moins
longues. Certaines formes graves de MICI peuvent évoluer de maniére chronique active, se
manifestant par une période de poussée prolongée malgré une prise en charge

thérapeutique de la pathologie (A.Cortotet al.,2009).

La MC et la RCH se différencient principalement par le si¢ge de leurs 1ésions. En outre, dans
la MC D’atteinte de la muqueuse digestive est transpariétale alors que dans la RCH D’atteinte

est plus superficielle(figure2).

A Maladie de Crohn Recto-colite hémorragique
(Esophage Colon entier Au-dessus de. Réctosigmoide
estomac 18% la flexure gauche 54%,
Duodénum _ 2_8%

3-5% ] ——
lléon
lléon et colon 25-30%
40-55% Colon
20-25%
Rectum
11-16%

Contrdle MO RCH

Lésion en « emporte-piece » Lésions muqueuses granulaires

Figure 2: Principalesdifférences entre la maladie de Crohn et la recto-colite hémorragique

(A.Cortot et al.,2009)
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Concernant la RCH, les Iésions se présentent sous forme d’une inflammation régulicre
et continue, sans intervalle de zones saines. L’atteinte progresse de manicre antérograde, a
point de départ rectal dans 95 % des cas. Globalement, lors du diagnostic on retrouve 30 % de
proctite (seul le rectum est touché), 50 % de formes colites gauches et 15 % de

formes pancolites (atteinte de I’ensemble du rectum et du colon).

Chez certains patients présentant une localisation recto-colique des 1ésions, un diagnostic
de premier abord peut étre difficile a réaliser, on parle alors de colite indéterminée
(5% des cas). Seule I’évolution de la pathologie permettra de différencier une MC d’une

RCH.(A.Cortotet al.,2009).

La MC peut toucher la totalité du tube digestif, avec une localisation préférentielle au
niveau de I’iléon terminal alors que les lésions de RCH se limitent au colon et au rectum.
L’endoscopie permet parfois de distinguer les lésions dites en « emporte-piece » indiquant
une MC, des Iésions continues et granulaires caractéristiques de la RCH (Tamboli, C.P et al.,

2004) .

Tableau 01: Différence entre la maladie de Crohnet la recto-colite hémorragique

(H.Hassikou, 2013)

MALADIE DE CROHN R.C.H.

20-30 ans ; 20-50 ans, 2 8 /19 ;
TERRAIN

formes familiale = 10 % formes familiale =5 %

tabac 7 risque tabac v risque

Evolution par poussées Evolution par poussées

fébricule, signe extra-digestives Diarrhées, syndrome dysentérique, syndrome
CLINIQUE TYPIQUE o

Diarrhées, douleur rectal, douleur FIG

abdominale, FID gargouillante

De I'estomac a I'anus, discontinue, avec
ATTEINTE ) ) Attente colique continue
attente de la derniére anse iléale

o, I3
ATTEINTE RECTALE |07 Fréquente

ATTEINTE 40 % Absence
ANOPERINEALE
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10-15 % Absence

FISTULE
Lésions homogenes, limite supérieur nette, au | Lésions hétérogeénes
max pan colite Erythéme en plaque, ulcérations
Aspect granité, fragile, ulcérations, abcés aphtoides superficiels et aspect
cryptiques serpigineux, sténoses

ENDOSCOPIE
absence d'intervalle de muqueuse saine Intervalle de muqueuse saine
Chambre de dilatation, sténose Aspect tubulé du sigmoide, ulcérations en

RADIO s

bouton de chemise, image double contour
Granulome tuberculoide (¢épithélioide, Absence de granulome tuberculoide

HISTOLOGIE gigantocell) Infiltrat de PNN
Infiltrat lymphoplasmocytaire Mucosécrétion diminuée
Mucosécrétion conservée

Hémorragiedigestive massive, Colectasie,
Abces, sténoses, fistules, occlusion )

COMPLICATIONS perforation
(£ K)Extra-digestive : cutanée (aphtes), K (risque x20 a 10 ans)

MEI SpondiloArtrite, oculaire, hépatobiliaire Extra-digestive: cutanée, oculaire,
(cholangite sclérosante), stérilité (sténos hépatobiliaire (cholangite sclérosante)
tubaire), SA (spondylarthrite ankylosante)

1.4. ASPECTS CLINIQUES

1.4.1. Rectocolite hémorragique

Les signes cliniques principaux sont la diarrhée, des selles glaireuses, des saignements

rectaux, et des douleurs abdominales. La symptomatologie est trés variée d'un individu a

l'autre et selon la sévérité de l'atteinte. Certaines formes restent infra-cliniques avec des

diarrhées et saignements trés intermittents. Dans les formes graves les selles sont nombreuses

et contiennent du sang et du pus. Le diagnostic est a faire avec les autres formes de colite

(Garnier et al.,2006)
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1.4.2 Maladie de Crohn

La maladie de Crohn est une entérite segmentaire ou plurisegmentaire ulcéro-scléreuse qui
peut toucher n'importe quelle partie du tube digestif, de la bouche au célon. On parle parfois

d'iléocolite granulomateuse.

Le site le plus fréquent est I'iléon, avec des douleurs dans la fosse iliaque droite évoquant une
crise d'appendicite. La palpation peut permettre de détecter une masse intestinale constituée
de tissu intestinal inflammatoire, de mésentére adhérent et induré et de ganglions
abdominaux. Dans les formes trés inflammatoires, des fistules et des microperforations
peuvent survenir, touchant le tissu intestinal voisin, la vessie, la peau, le vagin (plutot chez les
femmes ayant subi une hystérectomie) ou entrainant un abcés mésentérique (Jean et al.,

2013).

Les lésions jéjunoiléales conduisent a une diminution de la surface intestinale, ce qui induit
une malabsorption et une stéatorrhée avec leurs répercussions métaboliques. La diarrhée
chronique rapportée par les patients présentant une forme active est liée a une augmentation
de la masse de la flore due a la stase, la mauvaise réabsorption des acides biliaires et la

diminution de l'absorption de 1'eau associée a une sécrétion d'électrolytes. (Jean et al., 2013).

Les formes touchant le cdlon et la région périanale s'accompagnent de fievre et de malaises,
de diarrhée et de douleurs abdominales. Les saignements sont moins fréquents que dans la
RCH mais peuvent étre trés abondants. Les douleurs sont liées au passage des matieres fécales
dans une muqueuse inflammatoire a la lumicre rétrécie. Des fistules peuvent se développer,
impliquant l'estomac, le duodénum ou le vagin. Les Iésions périanales apparaissent chez
environ 30% des patients. Elles se manifestent par de l'incontinence, des marisques (séquelles

cutanées d'hémorroides), des fissures anorectales et des abces. (Jean et al., 2013).

La localisation gastroduodénale de la maladie de Crohn se traduit par des nausées, des

vomissements nauséabonds et des douleurs gastriques. (Jean et al., 2013).



CHAPITRE I: Synthese bibliographique

LS. ELEMENTS DE DIAGNOSTIQUE

1.5.1. La maladie de RCH

1.5.1.1.Endoscopie

Une étape capitale pour le diagnostic de RCH. Il s'agit de la recto-sigmoidoscopie ou
coloscopie totale, au cours de laquelle sont effectuées des biopsies. Elle a plusieurs objectifs,
d'abord diagnostique puis topographique. L'atteinte rectale est constante. Les lésions sont
continuées, sans intervalle sain. La coloscopie totale est utile pour préciser la limite proximale

des Iésions et confirmer 1'absence d'atteinte de 1'iléon (Ch. Florent, 2006).

1.5.1.2.Les examens radiologiques:

n’ont pas de place dans le diagnostic de la maladie de RCH. Cependant, un cliché de
I'abdomen sans préparation est indispensable en cas de colite aigué grave, car cet examen

permet d'affirmer le diagnostic de colectasie(Ch. Florent, 2006).

1.5.1.3.Les lésions histologiques:

sont limitées a la muqueuse. Elles sont diffuses dans les zones touchées, homogenes, sans
intervalle de muqueuse saine. Il existe un infiltrat lymphoplasmocytaire du chorion, des abces
cryptiques et une perte de la muco-sécrétion. Il n'y a jamais de granulome épithélioide.

Cependant, aucune de ces Iésions n'est spécifique de la RCH. (K. Geboes et al., 1999)

Fleches noires : déformation glandulaire

Fleche bleue : infiltration cellulaire du chorion

Figure 3: Iésion histologique d’'une RCH (Bouhnik Y,2005).
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1.5.1.4.Les signes biologiques:

n’ont pas de valeur diagnostique, ils montrent au cours des poussées un syndrome
inflammatoire. Ils apprécient le retentissement homéostatique et nutritionnel de la RCH. Les
autoanticorpsP-ANCA sont positifs dans 60 a 90 % des cas avec une spécificité¢ de 70 a 90 %
(R. Madigliani et al., 2000).

1.5.2.La maladie de Crohn

1.5.2.1.Endoscopie:

Permet de distinguer deux types de Iésions : évolutives ou cicatricielles, elles sont

fréquemment associées.

L'iléocoloscopie est utile pour le diagnostic de la maladie par l'inventaire des lésions initiales,
et la réalisation de biopsie est précieuse dans le diagnostic différentiel des colites (recto-colite
ulcéro-hémorragique, colites infectieuses).L.a coloscopie permet de dépister des surinfections
et des ulcérations profondes qui sont des signes endoscopiques de gravité¢ et de mauvais
pronostic. La coloscopie systématique apres 8 a 10 ans d'évolution contribue au dépistage des
lésions néoplasiques probablement sous-estimées dans les formes coliques de la maladie de
Crohn.

L'endoscopie  haute, I'échoendoscopie, I'entéroscopie, la  vidéocapsule et |la
cholangiopancréatographie  rétrograde  per-endoscopique sont d'autres techniques

endoscopiques utiles dans des indications précises. (O. Dewit et al., 2003)

1.5.2.2LLes lésions histologiques:
Sont hétérogénes d'un prélevement a l'autre, l'inflammation est transmurale, parfois focale
dans la muqueuse. Il existe des granulomes épithélioides (tuberculoides) sans nécrose

caséeuse dans environ 50 a 60 % des cas (Orchard TR et al., 1998).

1.5.2.3. Sur le plan biologique:

Peut étre mis en évidence un syndrome biologique inflammatoire associant une protéine C de
l'inflammation élevée (CRP), une anémie associant un taux d'hémoglobine abaissé, des signes
biologiques de malabsorption témoignant d'une atteinte du tube digestif qui n'absorbe pas les

nutriments (albumine, calcium, cholestérol diminués) (E. Israeli et al., 2005).



CHAPITRE I: Synthese bibliographique

1.5.2.4.Sur le plan sérologique:

il s'avere que les anticorps anti-saccharomyces cerevisiae (ASCA) sont plutot positifs dans la

maladie de Crohn. (E. Israeli et al., 2005)

Tableau 02: Eléments du diagnostic différentiel entre maladie de Crohn et RCH (Ben amer

M, 2011).

MALADIE DE CROHN

RCH

DISTRIBUTION DES LESIONS

iléon, colon, anus

rectum, colon

ATTEINTE RECTALE Inconstante Constante
ATTEINTE ANO-PERINEALE Présence Absence
STENOSES Présence Rare
FISTULES

Présence Absence
GRANULOME 30a 50% Absence
HISTOLOGIQUE

DISTRIBUTION DES LESIONS

discontinue, toute la paroi

continue, superficielle
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1.6. MANIFESTATIONS EXTRA-INTESTINALES

Les manifestations extra-digestives concernent pres de 30 % des patients porteurs de MICI,
MC et RCH confondues. Elles répondent aux mémes traitements que ceux utilisés pour traiter
la maladie elle-méme. On peut ainsi distinguer des manifestations articulaires, cutanéo-

muqueuses et hépatobiliaires(Williams H et al., 2008).

Yeux
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Figure 04: manifestation extra-intestinale (Benamer. M, 2005).
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1.7. FORME FAMILIALE DES MICI

1.7.1. Les facteurs génétiques

La place d'un facteur génétique dans les formes familiales repose sur les études des vrais
jumeaux (monozygotes). Pour une maladie purement génétique, 'apparition chez des vrais
jumeaux de cette maladie est attendue dans 100% des cas.
Ce n’est pas le cas pour la RCH ou le taux de concordance entre jumeaux monozygotes est

seulement de 6 % a 19 % pour la RCH (Reif S et al., 1997).

L'é¢tude de référence est une étude suédoise dans laquelle un croisement des registres de
jumeaux et de MICI a été réalisé, dans une population géographiquement définie. 44 paires de
jumeaux dont un au moins était atteint de MC et 36 paires dont un au moins était atteint de
RCH ont été étudiées. Pour la MC, le taux de concordance chez les monozygotes (58,3 %)
¢tait significativement supérieur aux taux observés chez les dizygotes (3,9 %) (Chiffre
équivalent au risque relatif des parents du premier degré). Les taux de concordance étaient
dans les deux cas supérieurs dans la MC par rapport a la RCH ou le taux des monozygotes
(6,3 %) n'était pas significativement supérieur aux dizygotes (0 %). Une seule paire mixte

MC-RCH a ét¢é jusqu'a maintenant observée (Thompson et al., 1996).

Histoire familiale

8 a 10 % des patients de MC ont des parents atteints de MC . Quant a la RCH, les
agrégations familiales apparaissent moins fréquentes et seulement 6 % des sujets atteint de
RCH ont des parents atteints de RCH ( HUGOT.J et al.,1995). Il existe aussi des familles
mixtes comportant a la fois une RCH et une MC (R. MODIGLIANI, 1998).

Une proportion importante de ces formes familiales est rapportée dans la population juive.
Le risque relatif de MICI pour les apparentés des malades est trés élevé selon certains
modeles mathématiques d’analyse. 11 est plus élevé pour les parents du premier degré que
pour les parents du deuxiéme degré (J. HUGOT et al.,1995). Il est de 1,3 % pour la MC et de
1 % pour la RCH.

Dans les formes a début précoce de la maladie, le pourcentage de formes familiales est tres
¢leve, en effet, il est de 35 % pour la MC et de 29 % pour la RCH (J. HUGOT et al.,1995)et

le début de la maladie est de 4 a 10 ans plus précoce pour les cas familiaux que pour les cas

11
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sporadiques (S. NADIR,1999). Ces résultats sont en parfait accord avec toutes les études
d’épidémiologie génétique pour beaucoup de maladies familiale. (J. HUGOT et al.,1995).

Récemment, COLOMBEL rapporte que ces formes familiales de MICI pourraient étre un
sous-groupe homogene, phénotypiquement différent des formes sporadiques. Cette donnée
pourrait étre importante pour modéliser I’évolution de la maladie et donner des conseils
génétiques. Plusieurs études récentes soulignent le role de I’hérédité familiale dans le siege

des Iésions et leur génie évolutif, particulierement au cours de la MC.

1.7.2. Les facteurs environnementaux

Geography and social status

Micrabes and
_ enteric flora

Figure 05: I’impact des facteurs environnementaux sur la pathogénese des MICI (Soderlund

et coll., 2010).

Une variété de facteurs environnementaux modifie 1’expression des geénes et module la
fonction du systéme immunitaire intestinal, entrainant réponse inflammatoire persistante
inappropriée au niveau intestinal.

Le caractére inflammatoire des MICI a d’abord laissé supposer une origine infectieuse.
Plusieurs micro-organismes, en particulier Mycobacteriumparatuberculosis, Listeria
monocytogenes et le virus de la rougeole, ont été incriminés, mais leur causalité n’a pas été

clairement démontrée(Eric Leroubours et al., 2003).

12
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Les MICI étant principalement retrouvées dans les pays occidentalisés, le rdle du
comportement alimentaire dans 1’apparition de la maladie a été évoqué.

La théorie « hygiéniste », souvent évoquée dans les maladies auto-immunes, est 1’une
des hypothéses émises dans 1’étiologie des MICI. Cette théorie suggere qu’un niveau
d’hygiéne élevé durant 1’enfance limite 1’exposition aux antigénes environnementaux et
empéche 1’induction d’une tolérance du systéme immunitaire a 1’égard des micro-organismes
non pathogénes. La répartition géographique et 1’évolution des taux d’incidence peuvent
étre corrélées au niveau d’hygiene des populations résidentes (Eric Leroubours et al.,
2003).

Des facteurs psychologiques tels qu’un terrain anxieux, un stress important ou une
dépression peuvent favoriser [’exacerbation des symptomes lors des épisodes de
poussée. Ces facteurs psychologiques ne peuvent pas étre responsables de I’isolement,
de I’apparition d’une MICI. Cependant, ils modifient certainement 1’évolution et la sévérité

de la pathologie(S.Shivananda et al, 1996).

1.7.3.Génes de prédisposition:

La cause des MC est d'origine génétique ou environnementale reste ouverte, Il est probable
que la cause est une combinaison des deux: la prédisposition(Sensibilité¢) est héréditaire et
quand il est expos¢ a un agent de l'environnement, il favorise le développement de cette

maladie (Watts et al. 2002).

1.7.4.Le géne NOD2 / CARDI1S5:

Le premier geéne identifié et le plus ¢étudié a I’heure actuelle est le géne NOD2
(Nucleotide-bindingOligomerization Domain 2) aussi appelé CARDI15
(Caspaserecruitmentdomain 15). I a été¢ découvert conjointement par deux équipes en 2001
par étude de liaison génétique sur des familles atteintes de MC. C’est le gene de susceptibilité

le plus fortement associ¢ a la MC(Hugot et al., 2007).

De plus, ces études ont été réalisées sur les phénotypes HLA et non sur les génotypes qu’il est
maintenant possible d’étudier par les techniques de biologie moléculaire.

En 1992, I'équipe de J.Rotter a Los Angeles a décrit des associationsentre le génotype HLA-
DR2 et la rectocolite hémorragique, et entre les génotypes HLA-DR1, DQWS et l'association
DR1 -DQWS5 et la maladie de Crohn(Rotter JI et al., 1994).

13
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1.7.4.1Localisation chromosomique et structure:

Le géne NOD2 est situé en 16q12, dans la région péri-centromérique du chromosome 16
(locus IBD-1) (Figure 4). NOD2 code une protéine intra-cytoplasmique de 1040 acides
aminés. La protéine NOD2 fait partie de la super-famille des PRR (Pathogen
Recognition Receptor). On distingue trois grandes familles de PRR : les TLR
(TollLikeReceptors) situés dans la membrane cellulaire, les RLR (Retinoicacid inductible

genel LikeReceptors) impliqués dans la reconnaissance des virus, et les NLR (NOD-
like

Receptors). Les NLR sont intra-cytoplasmiques et sont caractérisés par la présence d’un
domaine LRR et d’un domaine NOD. Seul le domaine effecteur varie. NOD2 appartient a la
famille des NLR.

NOD?2 posseéde la structure caractéristique des protéines NLR : un domaine N-terminal
CARD (CaspaseRecruitment Domain), un domaine central NACHT ou NOD
(Nucleotide-binding and Oligomerization Domain) et un domaine C-terminal riche en

leucine LRR (Leucine RichRepeat) (Figure 5) ( Lamoril et al., 2007).

Geéene CARDIS/NOD2
1 2 3 4 5 6 7

L] 9 10 11 12
- - - B -_N _—

RTO2W CGOnSR Lean 1T s Dinsd

Protéine CARDIS

H ;- {CARDNCARD B =M

i 28 124127 20 273 ST7 744 1020 1040
POt Ose Domaine
Activation NFell  d oligomérisation LLR

{nctivation) Domaine
de reconnaissance
bactérienme

Figure 6:Structure du géne CARDIS5 qui contient deux domaines de recrutement et
d'activation des caspases situés en N-terminal (CARD, caspase-recruitmentdomain), liés a un
domaine de liaison aux nucléotides (NBD, nucleotide-bindingdomain) et un domaine C-
terminal composé de motifs répétés riches en leucines (LRRs, leucin-richrepeats). Les fleches
indiquent la localisation des 3 principales mutations décrites au cours de la maladie de Crohn.

( Lamoril et al., 2007)
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Le domaine LRR est impliqué dans la reconnaissance du ligand bactérien, le muramyl
dipeptide (MDP), dérivé des peptidoglycanes (PGN) de la paroi bactérienne (Girardin
et al.,2003 ; Inohara.N et al., 2003). C’est la liaison du domaine LRR avec son ligand
qui libére le site actif NOD/NACHT de la protéine. Le domaine NOD, qui constitue le
domaine catalytique de la protéine, est capable de lier un nucléotide de type ATP.
L’activation de la protéine NOD2 par le MDP entraine donc une dimérisation de NOD2 par
le domaine NOD. Le domaine CARD est le domaine effecteur ; il permet Ia
transmission du signal, notamment par son interaction avec la protéine Rick/Rip2
intervenant dans la cascade pro-inflammatoire NF-xB (Inohara,N et al., 2003). NOD2 fait
donc partie d’un systtme de signalisation complexe dont la connaissance est encore

incertaine.

1.7.4.2. Ligand de la protéine NOD?2 :

NOD?2 appartient a une famille de protéines impliquées dans la réponse immunitaire innée de
I’héte vis-a-vis des agents bactériens. L’immunité innée permet la reconnaissance de
structures microbiennes relativement invariantes et une réponse immédiate de
I’organisme, a I’opposé de la réponse immunitaire adaptative. Le géne NOD2 code un
récepteur intra-cytoplasmique de la famille des NLR impliqués dans la reconnaissance des
PAMP. Les PAMP sont des composants spécifiques du monde microbien, pas ou peu
polymorphes, parmi lesquels on trouve le peptidoglycane (PGN) et le lipopolysaccharide
(LPS). On distingue trois grandes familles de PRR : les TLR (TollLikeReceptors) situés
dans la membrane cellulaire, les RLR (Retinoicacid inductible genel LikeReceptors)
impliqués dans la reconnaissance des virus, et les NLR. Les NLR sont intra-
cytoplasmiques et sont caractérisés par la présence d’un domaine LRR et d’un domaine

NOD ou NACHT. Seul le domaine effecteur varie (Girardin, S.E., et al., 2003).

NOD?2 fait partie de la famille des NLR et reconnait des molécules dérivées du PGN via son
domaine LRR [36]. Le PGN est présent chez la trés grande majorité des bactéries ou il
intervient dans la rigidit¢ de la paroi bactérienne. Il forme une enveloppe fine chez les
bactéries & Gram négatif et une enveloppe €paisse chez les bactéries a Gram positif. Le PGN
est formé de chalnes de composés glucidiques alternant un acide N-acétyl-muramique

(MurNAc) et un N-acetyl-glucosamine (GIcNAc) reliées par des peptides.
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NOD?2 reconnait des produits de dégradation du PGN, dont le plus petit motif est le MDP,

composé d’un acide N-acétyl-muramique et de deux peptides (Girardin, S.E., et al., 2003)

1.7.4.3.Fonctions de la protéine NOD?2 :

NOD2 est exprimé dans les macrophages, les cellules dendritiques, les cellules de Paneth et
les cellules épithéliales de I’intestin (Ogura, Y., et al, 2003). NOD2 fait partie d’un
réseau protéique complexe. Suite a I’activation de la protéine NOD2 par le MDP, le domaine
CARD va former un complexe avec des protéines intra-cytoplasmiques. L’interaction la plus
¢tudiée est celle de NOD2 avec Rick/Rip2. Rip2 est une serine-thréonine kinase qui interagit
directement avec le domaine CARD de NOD2. Cette interaction est indispensable a
I’action pro-inflammatoire de NOD2 via le NF-xB. Le recrutement de Rip2 initie une
cascade d’événements qui impliquent TAK1 (TGF- Activated Kinase 1), IKKg (Inhibitor
of nuclear factor kB Kinase y), IkB et c-rel, activant les voies de signalisation NF-kB,
MAPK et JUNK (JUN N-terminal Kinase) (Xavier, R.J. et al., 2007). Ces voies jouent un
role central dans la sécrétion de molécules pro-inflammatoires (IL-6, IL-8, TNF, CCL2, IL-
5...) et anti-inflammatoires (IL-10). En situation normale, la stimulation de NOD2 par le
MDP oriente plutét la réponse immunitaire vers un profil Th2, caractérisé par
I’expression de I’IL-5 et I’'IL-4, tandis que la stimulation des TLR par le LPS entraine
I’expression de cytokines caractéristiques d’un profil Th1 (TNF, IL-6...) (Magalhaes, J.G.,
et al, 2008). Néanmoins, en situation d’infection aigué par un pathogene intestinal, la
stimulation de NOD?2 oriente la réponse immunitaire vers un profil Th17. L’axe NOD2/Th17
serait donc un élément central du controle des pathogeénes intestinaux (Geddes, K., et al.,
2011). NOD2 est aussi exprimé au niveau des cellules de Paneth, ou il participe a la synthése
des peptides antimicrobiens (Ogura, Y., et al, 2003). Enfin, une étude montre que la
protéine NOD2 posséde une activité antibactérienne propre, via son interaction directe
avec le MDP bactérien. Le domaine LRR de NOD2 interagit directement avec la bactérie in-
vitro, altére son métabolisme et détruit I’intégrit¢ de sa membrane plasmique. Une activité
antibiotique serait aussi exprimée par le domaine LRR d’autres protéines de la famille des
NLR, ce qui suggere que le domaine LRR est un motif conservé de I’'immunité innée.
Cette activité antibiotique disparait quand le géne NOD2 porte les mutations associées
a la MC [Perez, L.H., et al., 2010]. NOD2 est donc impliquée dans la reconnaissance et

I’¢limination des bactéries intracellulaires (Sirard, J.C., et al., 2007).

NOD2 intervient aussi dans d’autres mécanismes de défense contre les bactéries

invasives. Des études montrent que I’activation de NOD2 est indispensable au
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mécanisme de 1’autophagie dans les cellules dendritiques et les macrophages. NOD?2
participe notamment a la formation du phagosome suite a I’entrée d’une bactérie

invasive dans la cellule (Cooney, R., et al., 2010).

NOD2 participe également a [’activation de I’inflammasome. L’inflammasome est un
complexe multi-protéique qui active la caspase-1, responsable de la maturation et de la
sécrétion de I’IL-1P ou de I’IL-18. Ce complexe est activé en cas d’agression bactérienne en
particulier par des bactéries invasives. NOD2 interagirait directement avec la caspase-1
en association avec Nalpl (Hsu, L.C., et al., 2008), mais le mécanisme exact reste a

déterminer.

NOD?2 serait aussi impliqué dans la modulation des récepteurs bactériens TLR2, TLR3
et TLR4 (Tsai, W.H., et al., 2011). Une étude sur modéle animal a montré que NOD2
aurait un effet inhibiteur sur la voie des TLR en limitant la réponse inflammatoire
enclenchée par laliaison du TLR2 a son ligand bactérien (Watanabe, T., et al., 2004).
La stimulation de NOD2 régulerait aussi I’expression du récepteur a I’IL-1f, diminuant la
réponse inflammatoire. Inversement, la stimulation chronique par I’IL-1f diminuerait la
tolérance induite par NOD2 (Hedl, M. and C. Abraham, 2010). La stimulation de
NOD2 serait donc responsable de [’activation de I’inflammation en cas d’infection
aigué¢, mais induirait un phénomeéne de tolérance aprés une exposition prolongée a un
organisme (Petnicki-Ocwieja, T., et al., 2011). La perte de cette tolérance due aux mutations
du géne NOD2 pourrait expliquer I’hyperréactivit¢ du systéme immunitaire inné vis-a-

vis de la flore commensale dans la MC.

De plus, il semblerait que le récepteur NOD2 ne soit pas impliqué uniquement dans la
régulation de la flore intestinale, mais jouerait aussi un role dans le développement de cette
flore. En effet, des souris invalidées pour NOD2 montrent une altération qualitative de la
flore ainsi qu’une augmentation des taux microbiens des flores fécales et adhérentes, et
cela a un stade précoce du développement. Les mutations de NOD2 pourraient donc
affecter le développement de la structure du microbiote intestinal trés tot dans la vie

(Rehman, A., et al.,2011).

Enfin, NOD2 semble aussi impliqué dans la croissance des cellules épithéliales. En effet, des
cellules épithéliales invalidées pour le géne NOD2 ont montré¢ une diminution de

prolifération et une augmentation de I’apoptose (Cruickshank, S.M., et al., 2008). Ce
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défaut de croissance des cellules épithéliales pourrait contribuer aux Iésions observées dans

la MC.
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Figure 7: Maintien de 1’homeéostasie intestinale et mécanismes de reconnaissance
bactérienne par les cellules épithéliales intestinales (a) et les cellules dendritiques ou les

macrophages (b). (Maloy, K.J. and F. Powrie, 2011).

a. Dans les cellules épithéliales (IEC), la reconnaissance des PAMPs microbiens par les
PRR, comme les TLR et les NLR, maintient 1’homéostasie intestinale en stimulant
I’expression des peptides antimicrobiens (AMPs) (fleches vertes), et en fortifiant les
jonctions serrées (fleches rouges). De plus, le signal induit par les PRR stimule la
réponse anti-apoptotique (fléches noires). L’autophagie, induite par les signaux des PRR
(fleches bleues), agit en coopération avec les PRR pour augmenter la sécrétion des peptides
antimicrobiens et des mucines (fleches vertes). Ces mécanismes participent a la clairance
bactérienne. Une mutation de 1’'un des acteurs peut donc induire un défaut de la
fonction barriére intestinale, augmentant la translocation bactérienne et exacerbant la

réponse inflammatoire.

b. Dans les cellules dendritiques et les macrophages, I’inflammation est induite par
I’activation du NF-«kB, provoquant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-23,
IL-6, TNF), et par I’activation de la caspase-1 (CASP1) induisant la sécrétion d’IL-1p
et d’IL-18 (fleches rouges). Cette inflammation peut étre régulée par la suppression du
signal du TLR par NOD2 (ligne verte) et par la stimulation de I’autophagie par NOD2
(fleches bleues) atténuant I’activation de la caspase-1 (ligne noire). Un défaut de
NOD2 peut donc contribuer a I’inflammation excessive observée dans la MC. (Maloy, K.J.

and F. Powrie, 2011).
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1.7.4.4.Polymorphismes de NOD2

Trois variant génétiques de NOD2 ont été rapportés associés a la MC. Ces trois
mutations indépendantes représentent 80% des mutations de ce géne : deux mutations faux-
sens non conservatrices (R702W et G908R) et une mutation décalante (L1007fsinsC)
générant une protéine tronquée de 32 acides aminés (Lesage, S., et al 2002). Trente a
quarante pourcents des malades atteints de MC portent au moins une de ces mutations, contre

14% dans la population controle. Ce chiffre monte a 50% chez les caucasiens.

L’association entre la présence de mutations NOD2 et la MC a été établie par de
nombreuses ¢études dans des populations différentes. En ’absence de variant génétique
fréquent identifié chez les asiatiques et les africains, la mutation du géne NOD2 n’est pas
associ¢e a la MC dans ces populations. Chez les caucasiens, les variations génétiques
de NOD2 ne sont pas réparties de maniére homogene. Ainsi, les mutations sont rares en
Scandinavie mais fréquentes en Italie ou en Gréce (Hugot, J.P., et al., 2007). Au
niveau individuel, le risque relatif de déclencher une MC lorsqu’on est porteur d’une des trois
mutations principales dépend du nombre et de la nature des mutations. Les odds ratios (OR)
de MC sont respectivement de 2, 3 et 4,6 pour les variants R702W, G908R et
1007fsinsC a I’état hétérozygote, alors qu’ils sont respectivement de 3,3, 12 et 35 pour les

mémes variants a I’état homozygote (Pascoe, L., et al., 2007).

Le géne NOD?2 est a ce jour le facteur génétique le plus important de la MC, mais ce facteur
reste modeste, méme pour la mutation 1007fsinsC la plus a risque. Les études de corrélation
génotype/phénotype ont clairement établi que les patients mutés pour le géne NOD2 avaient
un age de début de maladie plus jeune de quelques années, qu’ils avaient plus souvent une
atteinte 1iléale, et que la maladie ¢tait plus souvent de type sténosant ou fistulisant
(Cuthbert, A.P., et al., 2002). Les enfants atteints de MC et porteurs d’une mutation
NOD2 sont susceptibles de recourir plus tot a la chirurgie que les autres (Lacher, M., et al.,
2010). Une étude récente a montré que la présence de mutation NOD2 influe sur la
prise en charge thérapeutique. En effet, un plus grand pourcentage de patients porteurs
de mutations NOD2 ¢taient réfractaires aux corticoides, mais répondaient bien a un
traitement par immunosuppresseurs. A D’inverse, les patients porteurs du geéne sauvage,
¢taient répondeurs aux corticoides et présentaient une meilleure réponse aux anti-TNF
(Niess, J.H., et al., 2011). Malgré¢ tout, a I’heure actuelle le génotypage systématique n’est

pas recommandé.
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1.7.4.5.Effets des mutations NOD2:

Plus de 90% des mutations du géne NOD2 associées a la MC portent sur le domaine LRR.
La perte de fonction de ce domaine entraine une perte de réponse de la protéine NOD2 pour
le MDP, renfor¢cant I’idée d’un défaut de clairance bactérienne dans le déclenchement
de la maladie, en cas de mutation de NOD2 (Kobayashi et al.,2005). Une perturbation
de DI'immunit¢é innée, via 1'augmentation de la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, comme le TNF ou I’'ll-1p est aussi imputée a la mutation du géne NOD?2
(Yamamoto-Furusho et al.,2007 ; Maeda et al.,2005), ainsi qu’un défaut de 1’expression de
la cytokine anti-inflammatoire IL-10 (Philpott et al., 2009).

1.7.5.Facteurs immunologiques

1.7.5.1.Immunopathogenése de la Maladie de Crohn

Les bactéries commensales traversent la muqueuse intestinale via les cellules M ,ces
bactéries sont captées par les cellules dendritiques au niveau des plaques de payers ,ces
cellules migrent jusqu'au ganglion lymphatique mésentérique, via un canal lymphatique,
l'antigene est ensuite présenté aux lymphocytes B et T, les lymphocytes B vont se
transformées en plasmocytes et produire des anticorps neutralisants ,qui regagnent la
circulation sanguine. certaines bactéries sont phagocytées par les macrophages (Figure 6)

(Macpherson et Harris et al.,2004 ) .
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Figure 8 : Inmunopathogenése de la MC (Macpherson et Harris et al.,2004 )
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Les MICI s’associent a des maladies liées aux génes du complexe majeur

d’histocompatibilité.

I.8. LE COMPLEXE MAJEUR D’HISTOCOMPATIBILITE(CMH)

1.8.1.Propriétés génétiques

Le complexe majeur d’histocompatibilité est un ensemble de genes situés sur le bras court du
chromosome 6 codant pour des antigenes de surface appelé chez I'homme HLA
(HumanLeucocyte Antigeéne) jouant un role déterminant dans le rejet d’une greffe. Tous les
mammifeéres possedent un CMH d’organisation différente, mais ayant la méme
fonction(Figure 6). Le systétme HLA est le complexe génétique le plus polymorphe chez
I'homme. Cette diversité, déja importante chez chaque individu, est considérable au niveau de

la population humaine (Dausset et al, 1995).
La région HLA est subdivisée en trois classes :

= HLA classe I (HLA CI I): cette classe occupe la région télomérique. Elle renferme
trois genes fonctionnels d’histocompatibilité classiques : HLA-A, B, C et d’autres

genes non classiques : HLA-E, F, G, Het L.

= HLA classe II (HLA CI II): elle est la plus centromérique et les trois principaux
produits de classe II sont DR, DQ, DP.

= HLA classe III (HLA CI III): la région du CMH classe III est intermédiaire entre
HLA Cl I et HLA CIII. Elle renferme un ensemble de génes codants, entre autres,
pour les composants du complément : C4B, C4A, Bf, C2, qui sont polymorphes,
ainsi que le géne codant pour la 21 hydroxylase (entre B et DR) et dont le déficit

entraine I'hyperplasie congénitale des surrénales.

Seuls les genes de classe I et de classe Il codent pour les antigénes d’histocompatibilité

(Dausset et al, 1995).

1.8.2.Nomenclature

D’apres les régles internationales de nomenclature, établies en septembre 1977 lors du
VII*™ Workshop a Oxford, les spécificités sont désignées sous le terme HLA, suivies d’une
lettre désignant le locus (A, B, C, DQ, DR, DP), elle-méme suivie d’un numéro identifiant

l'all¢le. (Bodmer et al, 1998).

21



CHAPITRE I: Synthese bibliographique

Si l'antigéne n’est pas encore parfaitement identifi¢, le numéro est précédé de la lettre W

(Workshop), La série HLA-CW garde le suffixe W pour la différencier du complément.

On appelle phénotype HLA d’un individu, l'ensemble des antigénes décelés chez cet
individu. On l'exprime alors série par série : HLA-A1, A2 ; B5, B7 ; CW3, CW5. Lorsqu’un
phénotype est incomplet, on désigne le ou les antigénes indéterminés par un blanc ou par un

X, (Bodmer et al, 1998).

1.8.3. Les caractéristiques du systeme HLA

Les génes HLA, principalement ceux de classe I et de classe II se caractérisent par trois
propriétés majeures : le polymorphisme, la transmission autosomale-codominante et le

déséquilibre de liaison.

1.8.3.1.Polymorphisme extréme

Le polymorphisme des antigénes HLA résulte d’une variabilité en acides aminés ou en
nucléotides due a des mutations anciennes ou a des phénomenes de conversion géniques. Ce
poly-alle¢lisme est responsable du polymorphisme, d’ou la difficulté de trouver des individus

compatibles en dehors des jumeaux homozygotes (Degos, 1994 ; Charon, 1997).

1.8.3.2. Transmission autosomalecodominante

Pour chaque locus HLA donné, 2 alleles sont définis : All¢le paternel et Allele maternel, cela
signifie que chaque alléle sur chaque chromosome est exprimé. La plupart des individus sont
donc hétérozygotes pour chaque locus, hormis lorsque les deux parents expriment par hasard

les mémes all¢les. (Degos, 1994).

1.8.3.3 Liaison étroite:

Tous les génes sont transmis en bloc (haplotype) des parents aux enfants. Pour chaque parent,
il existe deux séries de génes qui peuvent étre transmis en bloc (haplotypes). Au total, quatre
haplotypes sont présents : deux chez le pere (a et b) et deux chez la mére (¢ et d). Chaque
enfant recoit un haplotype venant du pére et un venant de la mére. Il existe donc quatre types
d’enfants : a/c, a/d, b/c, et b/d. Ainsi, la probabilité pour deux enfants d’étre HLA identiques
est de 25 % ; d’étre HLA différents, de 25 % ; et d’étre HLA semi-identiques, de 50 %.
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Une recombinaison entre deux haplotypes peut survenir et donner un nouvel haplotype. Le
taux de recombinaison entre HLA-A et B et HLA-B et D est de 0,8 %. HLA-C étant trés
proche de HLA-B, il n’existe pratiquement pas de recombinaison HLA-B, C (Degos, 1994)
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Figure 9 : Structure du systtme HLA (Klein et Sato, 2000)
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I1.1. MATERIELS

Dans notre travail, nous avons colligé au service de médecine interne CHU Mustapha Bacha 5
familles soit 5,80% des dossiers étudiés, présentant une MICI.

Le recrutement a débuté en juin 2013. Nous avons commencé 1’exploitation des résultats et le
recueil final des données de la bibliographie a partir de fin aout 2013.

II.1.1 mode de recrutement

Le recrutement des patients a été fait par téléphone.

Une entrevue bi hebdomadaire a été ouverte au service de médecine interne CHU
Mustapha qui nous a permet de récupérer et de consigner les données recueillies sur une fiche
d’exploitation dont les principaux points

o [lage

e Lesexe

e Antécédent familiale

e Manifestation extra-intestinale

Les ¢léments recueillies ont été noté, et ayant servi de support dans notre étude.

II.2.ECHANTILLONS

Prélevements Sml de sang total dans des tubes EDTA.

I1.3. METHODES

I1.3.1.Etude statistique

L’analyse statistique des données s’est déroulée selon les modalités suivantes :

Confection de tabulation et graphes.

Nous avons préparé les tables descriptives a une, deux ou trois variables.

Les résultats ont été présentés sous forme de graphes (histogramme et diagramme en barre).

La valeur de probabilité significative est de 0,05 (5%)
L’analyse statistique a été réalisée a I’aide du logiciel Epi-info version 7.1.2.0 (Epitable).
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1I .3.2.Etude moléculaire

I1.3.2.1.Extraction de ’ADN génomique

e Principe
Le kit Quiageéne permet I’extraction de I’ADN génomique a partir d’un échantillon de 200 pl
de sang total sur EDTA.

Prélévement centrifugation le Buffy-coat aspiration de buffy-coat
buffy-coat dans un eppendorf

->

Agitation aux vortex addition d’éthanol I’eppendorf dans un thermoblok  apres agitation agitation aux vortex
- e = |
. -
» . . I
¥
W -
A -y b
e =
— =
. Lo * k s S 2t
=
";“ - = — h‘ e u.ﬂ—_._
Transfert de contenu centrifugation ~ remplacement de la addition de AW1 centrifugation

dans une colonne Quiagene poubelle par une autre

|
-~ |
g,

Centrifugation addition de solution centrifugation addition de AW2

Illu‘.!'.‘_i

o |
SREn

o

L’ADN apres extraction
réparti en deux eppendorf et
prét pour le typage

11.3.2.2. PCR
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11.3.2.2.1. Amplification de I'ADN génomique par PCR:

C'est une méthode d'amplification in vitro d'une séquence spécifique d'ADN .Cette méthode
consiste a utiliser une paire d'amorce d'oligonucléotides de synthése situés de part et d'autre
de la séquence a amplifier.

Cette réaction nécessite :

- des désoxyribonucléotides triphosphates( dNTPs: ATP, GTP, CTP, TTP ).

- MgCI2 (Chlorure de magnésium): L'ion Mg2++ est un cofacteur essentiel de la Taq
polymérase, il sert a stabiliser I'hybridation, plus sa concentration est importante plus
I'hybridation est facilitée.

-Tampon: qui sert a tamponner le milieu réactionnel afin de garder un niveau optimal pour la
Taq polymérase.

- Les amorces: ce sont des séquences oligonucléotidiques situées de part et d'autre de la
séquence a amplifier.

- Taq polymérase.

-Adjuvant de type DMSO: il est utilis¢ pour optimiser la réaction du PCR surtout lorsqu'il
s'agit d'une séquence riche en bases GC difficile a dénaturer. Ce réactif améliore la
dénaturation de deux brins en facilitant la rupture des liaisons hydrogenes reliant les deux
brins de la molécule de I'ADN.

- H20
- Ultra-puce

La réaction du PCR se déroule en trois étapes:
- La dénaturation des séquences double brin a 94 °C

- L'hybridagion spécifique des amorces a une température permettant leurs
Hybridations.
- L'extensiop des amorces.

Ces trois étapes sont répétées plusieurs fois au bout de n cycles pour avoir finalement une
quantité d'ADN de 2".

Protocole expérimental :
La réaction du PCR se déroule dans un thermocycleur avec un volume final de 50pul
contenant:
- H20

- dNTPs

- MgCl12

- Tampo

- Amorce:|oligo F, Oligo R
- Tagpolymerase

-ADN
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Cette réaction se déroule selon le programme suivant:

Dénaturation initiale 5 mn a 95 °C

Dénaturation 95°C 30 secondes
Hybridation Tm°C 30 secondes

30 cycles
Elongation 72 °C 30 secondes

Elongation finale Smn a 72°C
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Demxaeame cycle (aprés dématmration)
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Figure 9: les différentes étapes de la PCR

I1.3.2.3.Dosage de ’ADN par Spectrophotométrie

L’¢évaluation de la concentration et de la puret¢ de I’ADNest réalisée par
Spectrophotométrie ; en effet, les bases puriques et pyrimidiques absorbant fortement dans
I’UV a 260 nm. Une unité de DO a 260 nm correspond a une concentration d’ADN double
brins de 50pg/ml. L’éventuelle contamination protéique peut étre appréciée par une seconde
lecture de DO a 280 nm dans la mesure ou les protéines absorbent a ces deux DO : Un ADN
pur doit présenter un rapport DO 260/280 compris entre 1,8 et 2,0.

nomenclature

Sur le plan de la nomenclature, un all¢le au niveau génomique est défini comme suit :

Gene ¢étudié suivi d’un puis de 4 a 5 chiffres indiquant la spécificit¢ HLA

ou

Motif générique suivi du motif allélique

Exemple: HLA-DRB1* 03:01
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Motif allélique (biologie moléculaire)

Motif générique (Sérologie ou biologie moléculaire)
Gene étudié
Le typage des alleles HLA classe II (DR et DQ) est réalisé par la technique de PCR-SSP
High résolution en utilisant des barrettes contenant :

e unepaire de primer spécifique des alleles HLA classe 11

11.3.2.4.Typage HLA classe II par technique de PCR-SSP

Etant donné que le complexe HLA présente des geénes ayant un grand nombre de variant
alléliques, I’amplification par la technique PCR-SSP (Séquence Spécifique Primer) est basée
sur la sélection de couples de primers choisis dans les régions polymorphes.

A)

Alléle X %ﬂ‘ﬁ“—
Alleley W |
Alléle z %

Autant de PCR que d’;lléles a identifier

B)

Allele x Allele y

35— ) p—

5 3 50 5
13

3’

A scifique de 1’allel
rotee speettique de Lafidle x Amorce spécifique de ’allele x

! !

Appariement
PP ﬂ Pas d’appariement

Amplification

Pas d’amplification
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C)Révélation par électrophorése

puce~_ récifique amorce Hb Tmoin interne
R —

Allele x Allele #x

Figure 10:A, B, C : principes de la PCR-SSP

11.3.2.4.1.Mode opératoire:

Préparation de la plaque de Micro-SSP :

Sortir les plaques de typage et D-Mix (tampon contenant du MgCl, et les 4 ANTP) et les
laisser prendre la température ambiante. La Taq polymérase n’est retirée du froid qu’au
moment de 1’utilisation.
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-Prendre 5,6u1 de Taq polymérase et le verser dans le D-Mix.

Prendre 9ul de ce mélange (Taq /D-Mix) avec 1ul de tampon PCR et le mettre dans le puits
HI c’est le contrdle négatif.

-Ajouter 11ul de I’ADN dans le mélange D-Mix/Taq et agiter au vortex.

-Répartir le mélange ADN/D-Mix/Taq a raison de 10ul dans tous les puits des plaques sauf
dans les puits de contrdle négatif.

- tampon PCR (tampon négatif)

Figure 11:préparation des plaques a PCR-SSP

DRBI
*01

DQBI1* DQB1* DQB1*0 DQBI* DQB1*0 DQB1*0
02 02,03,0 307,08 02,08 ,0 7,08,09,0 4
6,08 9,03,04 3
DRB1* DRB1* DRBI1*0 DRB1*0 DRB1*0
01,03 15 3.17 11 3,18,11,1 4

13,14 3,14
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DRB1*0
7,13,
14

DRB1*03
,09,11

DRBI1*11,
03,08

DRBI1*13
,08,11,14

DRBI1*1
3,08,11,1
2

DRBI*
03,08,13
14

DRBI*]
4,04,08,1
3

DRB1*1
4,03,08,1

1,13,15,

DRB1*1
4,03,09,
11,1213,

DRB1* Témoin
51 Négatif

Figurel? : Les différents cibles des génes HLA classe II ( DQB1 et DRB1) .

Réalisation de PCR:

-Bien fermer la plaque a 1’aide de 1’adhésif et la placer dans le thermocycleur.
-Poser dessus le tampon de pression et fermer le thermocycleur et lancer le programme PCR.

Le typage HLA a été réalisé pour 19 patients présentant une MC, avec une plaque pour
chaque patient.

Tableau 3: le programme d’amplification

Etapes Température Temps Nombre de cycles
Dénaturation initiale 96°C 02min 1cycle
Dénaturation 96°C 15s 10cycles
Hybridation- Elongation 65°C 60s

Dénaturation 96°C 10s 20cycles
Hybridation 61°C 50s

Elongation 72°C 30s

Elongation terminale 4°C 07min (o)

Electrophorése sur gel d’agarose:

e Préparation du gel :

-Prendre 1,25g d’agrose en poudre et lui rajouter 50ml de tampon tri-borate EDTA.

-Placer le mélange dans le micro-onde pendant 3 a 4 min.
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-faire sortir le mélange de micro-onde et lui rajouter quelques gouttes de bromure d’éthidiuim

(sous hotte).
-Couler le mélange sur la plaque de migration et laisser refroidir quelques secondes .
-Placer les empreintes sur la plaque de migration pendant quelques minutes.

-Enlever les empreintes de la plaque et I’émerger par un tampon PCR qui permet le passage
de courant électrique entre I’anode et la cathode.

La plaque est alors préte a I’emploi.

e Migration sur gel :

-Les produits d’amplification sont transférés dans les 32 puits de la plaque de migration par
une pipette multi canaux.

-Couvrir la boite a électrophorese et brancher sur le générateur. La migration se fait a 140
volts pendant 4 minute.

I1.3.2.4.3.Interprétation des résultats : sclon le tableau ci-apres et les figures

- L’amplification positive montre la présence de 2 bandes. Une bande controle
correspondant a 1’allele du gene de 1’hémoglobine humaine et une bande de 1’all¢le
HLA classe II DR et DQ

- L’amplification négative montre la présence uniquement d’une seule bande du
contrdle interne

Tableau4: Interprétation des résultats

Reaction pozitive Reaction Negative Indétermine
Puit: — —1 —
. ——
Controle Interns -—
Controle Specifi ——
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I11.1. RESULTATS

111.1.1. L’ensemble des MICI recueillis

Dans notre étude, nous avons recensé 190 patients atteints de MICI dont 11 cas de
forme familiale retrouvé dans 5 familles. Les 190 cas de MICI incluent 102 cas de
maladie de Crohn (MC) soit 53,68%, et 88 cas de RCH (46,31%).

111.1.2. Repartions globales des patients atteints de MICI selon le sexe

En fonction du sexe des patients, les 190 cas de MICI recensés peuvent étre réparti comme
suit:

Tableau 5: répartition des patients atteints de MICI selon le sexe

MICI Hommes Femmes
Nombre | Pourcentage | Nombre | Pourcentage
Maladie de
0, 0,
Crohn 60 59% 42 41%
Recto-colite
0, 0,
hémorragique 48 5% 40 45%
Total 108 57% 82 43%

Le graphe suivant illustre cette tendance :
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Figure 14: répartition des patients atteints de MICI selon le sexe
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Le tableau 05 et la figure 14 nous montrent que les hommes sont les plus atteints par les
MICI soit au total 108 hommes atteints dont 60 de MC et 42 de RCH représentant
respectivement 59% des MC et 55% des RCH. Parmi les 82 femmes atteintes des MICI, 42
souffrent de la MC et 40 de la RCH.

111.1.3. Répartition des patients atteints de MICI par tranche d’ige

11.1.3.1. Répartition des patients atteints de la maladie de Crohn par tranche d’age

Le tableau6 et la figurel5 nous montre la répartition par tranche d’age des malades
atteints de la Maladie de Crohn tandis que le tableau7 nous montre la moyenne d’age général

de ces patients.

Tableau 6: répartition des patients de la maladie de Crohn par tranche d’age

Classes
d’ages

15-19 20-29 30-39 40-49 | 50-59 | 60-69 Total

se |G |%|S 1% [ |® 812 |8 24|18 |?

Effectif 4 2 27 14 17 22 09 | 04 | 03 |00 | 00 | 00| 60 42

pourcentage | 3,90 | 2 | 26,50 | 13,70 | 16,70 | 21,60 | 8,80 | 3,90 | 2,90 | 00 | 00 | 00 | 58,80 | 41,20

30

25
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15 B Hommes
B Femmes
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NS B B BN

15-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69

Figure 15: répartition de la maladie de Crohn par tranche d’age
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Le tableau et la figure précédents nous montrent que la Maladie de Crohn touche

pratiquement toutes les tranches d’age avec une prédominance chez les sujets entre 20-29 ans

et 30-39 ans ou nous notons respectivement 41 cas (27 (26,5%) hommes et 14 (13,70%)

femmes) et 39 cas (17 (16,70%) hommes et 22 (21,60%) femmes). Les personnes agées de la

tranche d’age de 60-69 ans ne sont pas du tt atteints.

Tableau7 : Moyenne d’age des personnes atteintes de la Maladie de Crohn

Sexe Moyenne d’age Taille de I’échantillon
Masculin 31,80 60
Féminin 31,80 42

Le tableau? nous instruit que 1’dge moyen des personnes atteintes de la maladie de Crohn est

de 31,80 ans aussi bien chez les hommes que chez les femmes.

111.1.3.2. Répartition des patients atteints de RCH par tranche d’age

Tableau 8 : Répartition des patients atteints de RCH par classes d’age

Tranche

d*dges 15-19 20-29 30-39 40-49 | 50-59 | 60-69 Total
se |0 |2 |32 |& R |8 |23 | |S |28 |¥
Effectif | 01 | 01 | 22| 27 | 17 | 11 | 04 |00 | O1 | 01 | 03 |00 | 48 | 40
Pourcentage | 1,10 | 1,10 | 25 | 30,70 | 19,30 | 12,50 | 4,50 | 00 | 1,10 | 1,10 | 3,40 | 00 | 54,40 | 45,50

La prédominance de la pathologie dans les troisiéme et quatriéme décades de la vie est

trouvée dans la RCH soit 49 (22 (25%) hommes et 27 (30,70%) femmes) personnes atteintes
ayant entre 20-29 ans et 28 (17 (19,30%) hommes et 11 (12,50%) femmes) ayant entre 30-

39ans, on note une apparition de la RCH dans la septieme décade (60 a 69ans) de la catégorie

masculine. Ces constations sont par ailleurs illustrées dans le graphique suivant :
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30
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15-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69

Figure 16: Répartition des patients atteints de RCH par classes d’age

Tableau 9 : Moyenne d’age des patients atteints de la Recto-volite-Hémorragique

Sexe Moyenne d’age Taille de I’échantillon
Masculin 33,1 48
Féminin 28,3 40

Le tableau 9 nous montre que 1’dge moyen des hommes atteints de RCH est de 33,1 ans

tandis que celui des femmes est de 28,3 ans.

111.1.4. Répartition des formes familiales des MICI

Le choix des familles s’est bas¢ sur la présence de nombreux individus de la fratrie qui

sont atteints d’un des deux maladies inflammatoire chronique de I’intestin (MC ou RCH)
Parmi les 190 cas de MICI recensés, 1’étude a permis de déceler 11 personnes (soit 5 familles)

atteintes de forme familiale. Ces familles se répartissent en: 2 atteintes de MC (4 personnes)
et en 3 atteintes de RCH (7 personnes). Le schéma suivant illustre cette tendance.
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MICI familiale; 5,8

Figure 17: schéma qui illustre la tendance des formes familiales.

La figure précédente nous montre que 5,80% (11 personnes) des personnes atteintes de MICI

présentent une forme familiale.

111.1.4.1 Les arbres généalogiques des formes familiales :

Apres I’enquéte génétique qu’on a établie a 1’aide de la fiche d’exploitation, on a pu edifier

les arbres généalogiques des 5 familles atteintes de la forme familiale de MICI.

111.1.4.1.1 MALADIE DE CROHN

1°" famille:

| O _B

2" famille:

38



CHAPITRE III: Résultats et discussion

111.1.4.1.2. RECTO-COLITE-HEMORRAGIQUE

3eéme famille:
| ®
1 2
~ O ®
3 4 5 6
4°™¢ famille:
| O B
1 2
O O
3 4 5 6 7
5" famille:

e

5 e o e
‘

8 9 10 11 12 13
. Homme atteint D Homme sain ‘ Homme atteint décédé
' Femme atteinte O femme saine '\ Femme atteinte décédé

Figure 18 : arbres généalogiques des familles atteintes de la forme familiale de MICI
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La figure 18 nous présente les arbres généalogiques des 5 familles atteintes des formes
familiales de MICI

1% famille: deux personnes sont atteintes de la MC dans cette famille, ce sont 2 hommes.
2™ famille: 2 hommes sont atteintes de la MC dans cette famille, le pére est décédé.

3™ famille: Dans cette famille, les 2 personnes atteintes de la RCH sont des femmes

4™ famille : Les personnes atteintes dans cette famille sont des hommes au nombre de 2.
5%Me famille : Dans cette famille, 3 cas de RCH sont décelés, touchant essentiellement les

femmes. On note le déces de la mére de la premiere génération.

111.1.5. Etude moléculaire

Au cours de ce travail, parmi les 190 patients dénombres, seulement 19 personnes atteintes de
MC ont acceptés d’étre soumis au reste de nos investigations ; consistant au typage HLA.

Nous notons 1’absence de forme familiale parmi ces cas.

111.1.5.1 Résultats de la biologie moléculaire

e Controle quantitatif de PADN
Une analyse du génome des patients atteints de la maladie inflammatoires chroniques de
I’intestin par biologie moléculaire est faite apres extraction d’ADN des échantillons des
patients et des témoins selon la technique de Kit Quiagen. Cette derniere se révele étre une

technique rapide, facile et non toxique.

Les résultats de I’analyse quantitatif du génome des patients atteints est résumé dans le

tableau suivant :

40



CHAPITRE III: Résultats et discussion

Tableau 10: concentration des ADN des Patients

N° Patients Concentration N° Patients Concentration

d’ADN (ng /ul) d’ADN (pg /ul)
1 27.3 11 36.6
2 141 12 39.6
3 27.6 13 21.8
4 19.2 14 21.7
5 28.6 15 33.7
6 19.6 16 35.7
7 36.3 17 33.7
8 27.0 18 41.5
9 20.4 19 20.8
10 23.23

Le contréle de I’extraction de I’ADN par spectrophotométrie nous montre que les échantillons
présentent des concentrations moyennes de 14,1 a 41,5ug/ul et un rapport de DO compris
entre 1,5 et 2 (Tableaul0).
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Controle négatif Contréle

spécifigue
Témoin H1 P 9

-

l
I
I
l
!
]
|
l

PR—

Puits Contrdle interne E——

SENS DE MIGRATION

Figure 19: Contrdle de la PCR-SSP sur gel d’agarose pour 3 patients.
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111.1.5.2. Typage générique des alléeles HLA DRB1* et DOB1~*

Tableau 11: Fréquence des alleles HLA DRB1* et HLA DQB1* chez les patients MC et les

témoins

A(!:;';:' 'I—IA MC N= 19 Témoins
Allsle HLA | 2N=38 o oR 2 2N=40
DRB1* n(%) " n(%)
DRB1*01 4(10,53) 0,19 2,24 0,24 2 (5)
DRB1*03 3(7,89) 0,17 0,49 0,39 6 (15)
DRB1*04 2(5,26) 0,14 0,39 0,52 5 (12,5)
DRB1*07 5(13,16) 0,41 0,86 0,00 6 (15)
DRB1*08 1(2,63) 0,48 1,05 0,00 1(2,5)
DRB1*09 1(2,63) 023 | Infinity | 0,001 0(0)
DRB1*10 0(0%) 0,25 0,00 0,00 1(2,5)
DRB1*11(05) | 5(13,15) 0,33 1,36 0,007 4 (10)
DRB1*12(05) | 2(5,25) 0,28 2,17 0,002 1(2,5)
DRB1*13(06) | 7(18,42) 0,24 1,58 0,16 5 (12,5)
DRB1*14(06) |  0(00) 0(00) | 0(00) 0(00) 0 (00)
DRB1*15(02) | 5(13,15) 0,3 0,71 0,047 7 (17,5)
DRB1*16(02) | 3(7,89) 0,16 3,34 0,32 1(2,5)
= N I N
DQB1*02 10(26,32) | 0,033 3,21 25 4 (10)
DQB1*03 15(39,47) | 0,39 0,88 0,002 17 (42)
DQB1*04 1(2,63) 0,11 0,24 0,74 4 (10)
DQBI*05(01) | 7(18,42) 0,43 0,9 0,00 8 (20)
DQBI*06(1) | 5(13,16) 0,3 0,71 0,047 7 (17.5)

43



CHAPITRE III: Résultats et discussion

Le tableau 11 nous montre que le typage HLA a concerné les variant alléliques HLA-DRB1*
(de 01 a 16) et HLA-DQB1* (de 02 a 06). Elle nous montre également des pourcentages
élevés de frequence de certains alleles HLA comparé a ceux des témoins dont DRB1*01 ;
DRB1*11 ; DRB1*13; DRB1*16 et DRQB1*02. Ces résultats sont illustrés dans les figures

suivantes en comparaison aux valeurs témoins.

41,96
45 AGL7
27,57
40 P<0,05
" x
_g 3 35
§ 8’ 30 26,32
c
3] ; 25 52056
$ g 20 | & 16,92
pl 1s 13,1 08
2% f
10
2,63
5 7
0
DQB1*05(1) DQB1*06(1) DQB1*02 DQB1*03  DQB1*04
H patients N=19 B témoins N=20
Alléles HLA -DQB1*

Figure 20: comparaison des fréquences des alléles HLA DQB1* chez les patients MC et

les témoins
20 18,42 175
18 15 15
16
14 12,5 13, 13,15 5 13,
12 10,53 0
10 7,8 7,89
8 5,2 5,25
6
4 2,685 263 25 5 5
2 0 00
0
*QN *00) *Qv *6\ *ch *0% *'\Q \Qo’\ \Qo’\ \QQ)\ \0(0\ \0’1) \Q’D
N N N N N N N N © > N S o
Q’ Q) % % Q’ Q) % *'\' *'\‘ *'» *N *'\' *'\‘
L L L ¢ &
SRS S RS RS P A R
F & & & & &
M patient N=19 ® Témoin N=20

Figure 21 : comparaison des_fréquences des alleles HLA DRB1* chez les patients MC et les
témoins
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111.2. DISCUSSION

Au cours de notre travail, nous étions confrontés aux problémes suivants :
- Ladifficulté de joindre les anciens malades.
- Des dossiers incomplets
- Le refus de la plupart des malades de coopérer dans le cadre de notre étude (il y’a que
19/190 personnes qui ont accepté d’y adhérer).
- Le manque de matériel (réactifs, appareillage ...).
- Onn’apas pu inclure de forme familiale dans notre étude pour les raisons précédentes

Ces points semblent utiles d’étre rappelé en début d’analyse des résultats de cette étude.

Dans notre étude, le nombre de patient atteint de MC, 102 (53,68%) est plus éleve que ceux
qui présentent une RCH, 88 (46,32%).

En effet, les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin sont répandues dans tous les
continents mais avec des prévalences différentes en fonction des régions. L’incidence de la
Maladie de Crohn est plus faible que celle de la Recto-colite HéEmorragique mais a tendance a
augmenter (sans modification de sa localisation) dans certains pays. Un rapprochement a été
¢établi entre I’augmentation de fréquence de la MC depuis la seconde guerre mondiale et la
diffusion du mode vie occidentale. L’une des causes liée a I’augmentation de la MC est la
consommation du tabac (Cortot et al., 1993). Une cause qui expliquerait probablement le
nombre élevé de personne atteinte de la Maladie de Crohn dans notre etude vu le degré de
consommation de tabac en Algérie.

Globalement, nous notons qu’il existe au vu des résultats une différence notable dans les
proportions basées sur le sexe des patients, ce qui se caractérise par une proportion plus élevé
des hommes 57% qui sont plus concernés que les femmes dont la proportion touchée ne

représente que 43%

Nous remarquons dans cette étude que la répartition des deux maladies n’est pas liée au
tranche d’age, les MICI n’épargnent aucune tranche d’age. On observe une prédominance de
malades chez les sujets jeunes de la deuxieme et de la troisiéme décade avec pour &ge moyen
de 31,8 ans pour les personnes atteintes de MC et 33,1 ans (homme) et 28,3 ans (femme) pour
les personnes atteintes de RCH. Dans ce sens, Cortot et al., 1993 disent qu’une incidence

maximale de MICI est constaté chez les adultes jeunes entre 20 et 35ans et que dans certaines
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¢tude, un deuxiéme pic d’incidence plus tardif a été¢ observé dans la RCH. Un pic que nous
avons constaté également dans nos résultats par 1’atteinte des personnes de la septieme décade
(60-69ans). 1l est a noter qu’il existe des cas pédiatriques dans la maladie de Crohn et que
cette maladie est le plus souvent diagnostiquée a un age entre 20 et 30 ans. Il s’agit d’une
maladie cryptogénétique, ou différents facteurs sont retrouvés et discutés (prédisposition

génétique, facteurs immunologiques et environnementaux) (Haute Autorité de Santé, 2008)

C’est dés 1934 que le Docteur Crohn décrivait une forme familiale de la maladie de Crohn et
actuellement 8 a 10% des sujets atteints de cette maladie ont un ou plusieurs parents atteints
(Mennecier, 2011). Dans notre cas, on dénote 5 familles atteintes de MICI de forme

familiales impliquant 11 (5,80%) personnes.

Depuis la découverte de NOD2/CARD15, de nombreux génes ont été associés aux maladies
inflammatoires chroniques de I’intestin, impliqués entre autres, dans la réponse immunitaire
innée et I’¢limination des bactéries (autophagie) débouchant sur de nouvelles hypothéses
physiopathologiques dont I’¢1ément clé est la microflore intestinale (Cortot et al., 2009). Le
réle physiologique de NOD?2 serait lié a la reconnaissance des lipopolysaccharides bactériens.
La protéine NOD2, produit de transcription du gene, est un puissant activateur du facteur de
transcription NF-kB, facteur pro-inflammatoire activant les cellules mononuclées de la lamina
propria intestinale. Enfin, les chercheurs ont découvert qu’une mutation du géne NOD2, due a
I’insertion d’une base cytosine, serait responsable de 15 % des cas de MC . Le gene muté
coderait pour une protéine NOD2 tronquée qui n’activerait plus le facteur NF-kB (Castel et
al., 2001). Mais attention ce gene présente des mutations chez seulement 50% des malades et
tout de méme chez 20% des sujets sains. Le gene n’est donc ni nécessaire ni suffisant pour

que la maladie s’exprime (Mennecier, 2011).

L’analyse allélique du polymorphisme HLA DRB1* montre une fréquence élevée de 1’allcle
HLA-DRB1*13 chez les malades par rapport aux témoins avec comme valeurs respectives :
(18,42% vs 13,2%, OR= 1,58, Pc=0.24), cependant la fréquence des alléles DRB1*03 et
DRB1*04 est plus élevée chez les témoins par rapport aux malades sans différence
significative avec comme valeurs respectives : DRB1*04(5,25% VS 12,5%,

OR=0,39 ,Pc=0,14) et DRB1*03 (5,26 vs 15% ,0R=0,49, Pc=0,17) (Tableau 11).
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Toutefois I’analyse de la fréquence allelique du polymorphisme HLA DQBI1* montre une
différence significative de 1’allele HLA-DQB1*02 entre les malades par rapport aux témoins

avec comme valeurs respectives : (26 .32% vs 11 .08%, OR= 3 .21, Pc=0.033).
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CONCLUSION

Dans ce travail, nous nous sommes propos¢ de faire une étude génétique des maladies
inflammatoires chroniques intestinales qui sont des affections caractérisées par une
inflammation chronique de I’intestin.

Dans un premier temps, nous avons fait une étude statistique portant sur 190 patients incluant
des formes familiales et des formes sporadiques. Etant donné que les MICI sont associés a
certains types HLA, nous avons donc, procédé dans un deuxieme temps, dans le cadre d’une
¢tude moléculaire, au typage de 19 patients atteints de MC. Le
typage HLA consiste a identifier les antigénes caractéristiques de I’individu. Certains types
HLA sont souvent associés a certaines maladies, dont les MICI. Le typage d’un individu est
considéré comme un critére diagnostic moléculaire important.

Depuis I’avenement de la technique de PCR, la diversité génétique a été étudiée au niveau de
I’ADN génomique par des techniques de la biologie moléculaire. Nous avons opté pour la
PCR-SSP (Séquence Spécifique Primer).

Le typage HLA a concerné les variant alléliques HLA-DRB1* (de 01 a 16) et HLA-DQBI1 (de
02 a 00).

L’analyse de la fréquence allélique du polymorphisme HLA-DQB1* montre une différence
significative de I’allele HLA-DQB1*02 entre les malades par rapport aux témoins, par contre,
celle du polymorphisme HLA-DRB1* montre une fréquence élevée de I’allele HLA-DRB1*
13 chez les malades par rapport aux témoins. I1 est important de procéder a la
généralisation de la technique de typage HLA dans les populations a risque dans le cadre de la
prévention contre les maladies inflammatoires chroniques intestinales pour faire un dépistage
précoce de ces maladies et une meilleure prise en charge des patients.
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