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Résumé

La thyroidite d’Hashimoto, maladie thyroidienne auto-immune a plusieurs facteurs de
risque, devient trés répandue en Algérie et en particulier chez les femmes a tout age. Cependant,
le nombre de cas atteints reste discret ou absent vu I’absence des études épidémiologiques. Afin
de contribuer a la recherche du diagnostic et prise en charge des patientes chez une population
algérienne, 316 fiches médicales ont été retenus parmi 12674 des patients atteints de maladies
endocriniennes. Les données extraites des fiches ont fait ’objet d’une étude épidémiologique
en utilisant des outils informatique et bio-informatique.

Les résultats de I’étude rétrospective montrent que les femmes les plus touchées sont
celles de 40 a 60 ans, les facteurs environnementaux et les changements hormonaux favorisent
la survenue de la thyroidite d’Hashimoto chez la population étudiée. Cette pathologie est
généralement associée a d’autres maladies, en particulier I’hypertension artérielle. Le suivi de
I’évolution de I’hypothyroidie est sous le control régulier du taux de la thyrotropine. La
destruction du parenchyme thyroidien est confirmée le plus souvent par la présence des auto-
anticorps anti-thyroperoxydase qui peuvent étre neutralisés par une molécule synthétique que
nous pouvons la concevoir a 1’aide d’un logiciel bio-informatique. Cette simulation pourra étre
considérée comme une premicre invention d’une thérapie ciblée contre la thyroidite

d’Hashimoto.

Mots clés : Thyroidite d’Hashimoto ; Femmes ; Epidémiologie ; Thyrotropine ; Anti-

thyroperoxydase ; Bio-informatique.



Abstract

Hashimoto's thyroiditis, an autoimmune thyroid disease with several risk factors, is
becoming very common in Algeria, particularly in women of all ages. However, the number of
affected cases remains discreet or absent due to the lack of epidemiological studies. In order to
contribute to the research of the diagnosis and management of patients in an Algerian
population, 316 medical records were been retained among 12674 patients with endocrine
diseases. The data extracted from the files were the subject of an epidemiological study by using
computer and bioinformatics tools.

The results of the retrospective study show that the most affected women are those
between 40 and 60 years of age, environmental factors and hormonal changes favor the
occurrence of Hashimoto's thyroiditis in the study population. This pathology is usually
associated with other diseases, in particular hypertension. Regular monitoring of thyrotropin
levels follows the evolution of hypothyroidism. The destruction of the thyroid parenchyma is
confirmed in general by the presence of anti-thyroperoxidase autoantibodies that may be
neutralized by a synthetic molecule that we can design with the help of a bioinformatics
software. This simulation can be considered as a first invention of a targeted therapy against

Hashimoto's thyroiditis.

Key words : Hashimoto's thyroiditis ; Women ; Epidemiology ; Thyrotropin ; Anti-

thyroperoxidase ; Bioinformatics.
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Liste des Abréviations

ADN : Acide désoxyribonucléique.

AITD: Maladies thyroidiennes auto-immunes.

Anti-Tg : anticorps anti Thyroglobulin.

Anti-TPO : anticorps antiThyroperoxydase.

ARN : Acide ribonucléique.

CTL : Lymphocytes T cytotoxiques.

CXCLS9 : Ligand de chimiokine 9 motif CXC.

DNMT : ADN méthyltransférases.

ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay.

FOXP3 :Forkhead box P3.

fT4 : Thyroxine libre.

HTA : hypertension artérielle.

ICAM : InterCellular Adhesion Molecule.

IL : Interleukine.

IL2RA : Interleukine 2 (IL2) receptor alpha.

INFa : Interférons.

LT : Lymphocyte T.

mMiARN : micro-ARN.

MTHFR : Méthylénetétrahydrofolate réductase.

MTRR : Méthionine synthase reductase.

NFE2L2 : Facteur nucléaire (dérivé de I’érythroide 2)-like 2.
PARP-1 : Poly(ADP-ribose) polymérase 1.

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell.

SELENOS : Sélénoprotéine S.

SEPSL1 : Sélénoprotéine S.

SIRT1 : Silent mating type information regulation 1 homolog.
SNP : Polymorphismes mono-nucléotidique.

Tg : Thyroglobuline.

TH : Thyroidite de Hashimoto.

Thl : Lymphocyte T auxiliairecaractérisé par la production d'interleukine 1.
Th17 :lymphocyte T auxiliaire caractérisé par la production d'interleukine 17.
Th2 : Lymphocyte T auxiliaire caractérisé par la production d'interleukine 2.
TPO: Thyroperoxydase.

T-reg : Lymphocytes T régulateurs.

TSH : Thyrotropine.



Liste des figures

Figure 1 : Portrait du Dr. Hakaru Hashimoto a I’age de 31 ans.

Figure 2 : Photomicrographie du parenchyme thyroidien normal VS parenchyme de la
thyroidite de Hashimoto.

Figure 3 : Facteurs environnementaux, génétiques et existentiels dans lI'immunopathogénie de
la maladie de Hashimoto.

Figure 4 : Différences dans la différenciation des cellules T CD4+ en fonction des statuts

distincts en matiere de vitamine D.
Figure 5 : Réponse cellulaire dans la maladie d’Hashimoto et résultats cliniques.

Figure 6 : Un apercu des productions des cytokines et des rapports de cytokines Thl / Th2 dans
les cellules sanguines provenant de contréles sains, de patients atteints de thyroidite de

Hashimoto.
Figure 7 : Réponse humorale dans la maladie d’Hashimoto et résultats cliniques.

Figure 8: Perte de la tolérance immunitaire entrainant 1’auto-immunité pendant le

développement de la thyroidite d’Hashimoto.

Figure 9 : Dosage de type sandwich.

Figure 10 : Page d’accueil de la base de données Protein Data Bank.
Figure 11 : Page d’accueil de la base de données SWISS MODEL.

Figure 12 : Tableau de recherche de la thyroperoxydase dans SWISS MODEL.
Figure 13 : Fonctionnalité du site actif de la protéine cherché.

Figure 14 : Logiciel Avogadro de conception de molécule.
Figure 15a : Répartition des patientes selon les régions de 1’ Algérie.

Figure 15b : Répartition des patientes selon la région de Blida.
Figure 16 : Pourcentage de la thyroidite d’Hashimoto et les autres maladies diagnostiquées.

Figure 17 : Répartition des maladies associées des patientes.



Figure 18 : Présence des maladies associées chez les antécédents familiaux des patientes

atteintes d’Hashimoto.

Figure 19 : Impact de la maladie sur les tranches d’age.

Figure 20 : Répartition du nombre de patientes selon la période de préménopause et

ménopause.
Figue 21 : Répartition des patientes selon le taux de la thyrotropine.
Figure 22 : Valeurs de I’anti-TPO chez les patientes atteintes de la thyroidite d’Hashimoto.

Figure 23 : Valeurs moyennes de I’anti-Tg et 1’anti-TPO chez les patientes atteintes de la
thyroidite d’Hashimoto.

Figure 24 : Structure cristalline d'un auto-anticorps de la peroxydase thyroidienne.
Figure 25 : Structure cristalline de I’anti-thyroperoxydase lié a un antigéne.
Figure 26a : Structure tridimensionnelle du peptide bloquant (vue centrée).

Figure 26b : Structure tridimensionnelle du peptide bloquant (vue de face).



Liste des tableaux

Tableau | : Les polymorphismes nucléotidiques présents dans les principaux génes de

sensibilité a la thyroidite de Hashimoto.

Tableau 11 : les altérations épigénétiques causant la maladie de Hashimoto.



—

Introduction

=l



INTRODUCTION

La thyroide, comme tout autre organe est sujette a des attaques multiples, infectieuses,
iatrogenes ou encore auto-immunes (Rouland et al., 2020). 20 % de ces dernieres sont
provoquées par une déficience du systeme immunitaire, ce qui engendre des maladies
thyroidiennes auto-immunes (AITD) (Antonelli et al., 2015). De morbidité relativement
modeérée, les AITD sont tres fréquentes, compte tenu de I’interaction des facteurs génétiques et

d’environnements tel que la carence en iode, sélénium et en vitamine D (Hu et Rayman, 2017).

Globalement, 5 % de la population mondiale est affectée d’auto-immunité thyroidienne
(Orgiazzi, 2013). La plus répandue est celle d’Hashimoto (Chistiakov, 2005 ; Cardot-Bauters
et Wémeau, 2019 ; Vita et al., 2018), une inflammation chronique dans laquelle les auto-
anticorps interférent avec la fonction de la glande (Thomsen et al., 2020 ; Qin et al., 2020 ;
Tramalloni et Monpeyssen, 2021). Son incidence est de 0,3 a 1,5 cas pour 1000 habitants par
an (Hiromatsu et al., 2013) et environ 2 % présentent des manifestations cliniques (Ralli et al.,
2020). Sa prévalence en Amérique du Nord est de 10 & 15 %, alors qu’en Europe et en Asie elle
ne cesse d’augmenter. Avec une nette predominance feminine (9 cas sur 10) (Ishaq et al., 2017),

notamment celle agées de 30 a 60 ans (Wu et al., 2016).

Cette thyroidite provoque rarement une hyperthyroidie (Antonelli et al., 2015) par
contre une hypothyroidie est plus signalée. La pandémie causée par la COVID 19 a fait surgir
cette population atteinte d’hypothyroidie en raison de la rupture du seul traitement utilisé, le
LEVOTHYROX® ce qui a nécessité a chercher des alternatives traditionnelles (Taibi et al.,
2021). En plus de la rareté du médicament, plus d'un tiers des patients sous traitement présentent
des taux de thyrotropine (TSH) manifestement élevés et/ou des symptomes persistants pour
diverses raisons, notamment la coexistence d'autres maladies auto-immunes et métaboliques
(Chiovato et al., 2019). Nous nous interrogerons sur la suffisance du dosage de la TSH pour le

suivi de la maladie.

Des perturbations hormonales ainsi que immunitaires sont remarquées durant la maladie
(Pyzik et al., 2015 ; Hadizadeh Riseh et al., 2017). L’affirmation diagnostique est facile grace
au dosage de la TSH, souvent établit a un stade précoce, avant méme ’apparition des
symptomes cliniques, suivie de celui des auto-anticorps confirmant la présence d’attaque auto-

immune (Wémeau et Ladsous, 2017).


https://www-sciencedirect-com.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S1319016420302796#!

Bien que le mécanisme exact de cette maladie reste trés mal compris et les cas malades
ne cessent d’augmenter (Desdoits, 2017), ainsi que de rares études réalisées en Algérie
concernant la thyroidite d’Hashimoto. Les objectifs de ce travail sont de chercher le profil
épidémiologique de cette thyroidite chez une population de femmes algériennes ; déterminer le
dosage serique adéquat pour détecter les perturbations qui permettent de poser un diagnostic et

d’établir un suivi complet de la maladie. De plus, proposer une nouvelle ére de thérapie ciblée.
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CHAPITRE | RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I. 1. Définition de la thyroidite d’Hashimoto

La thyroidite d’Hashimoto (TH) est une inflammation thyroidienne auto-immune
(AITD), dans laquelle les thyréocytes sont détruites par des processus immunitaires a médiation
cellulaire et humorale (Mincer et Jialal, 2020).

Elle a été décrite pour la premiére fois en 1912 par le
meédecin Hakaru Hashimoto (Caturegli et al., 2013). 1l a signalé
une nouvelle maladie distincte en présentant quatre patients
atteints d’un trouble thyroidien chronique qu’il a appelé stroma
lymphomatosa, en se basent sur les changements histologiques

du tissu thyroidien caractérisés par :
Figure 1 : Portrait du Dr.

Hakaru Hashimoto a I’4ge de
31 ans (Hiromatsu et al., 2013).

e Une infiltration lymphocytaire diffuse avec des centres germinatifs.
e Une fibrose.

e Une atrophie du parenchyme thyroidien (Caturegli et al., 2014).

Organisation folliculaire du parenchyme Le tissu thyroidien est en partie détruit par une
thyroidien a I’état normal inflammation lymphocytaire dense avec des centre
germinatifs

Figure 2 : Photomicrographie du parenchyme thyroidien normal versus parenchyme de
la thyroidite d’Hashimoto (Swiercz, 2010 ; Mincer et Jialal, 2020).
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En 1956, Deborah Doniach et ses colléegues du Middlesex Hospital, Londres, ont purifié
un anticorps anti-thyroglobuline & partir des sérums de patients atteints de la TH et ont affirmé

que ces patients ont une réaction immunologique a la thyroglobuline humaine.

Suite & ces découvertes, le concept de maladie auto-immune spécifique & un organe a

éte établi, et la TH a été reconnue comme l'une de ces maladies (Hiromatsu et al., 2013).
I. 2. Epidémiologie dans le monde

Les maladies thyroidiennes auto-immunes (AITD) constituent 30 % de toutes les
maladies auto-agressives et sont qualifiées d'organes spécifiques (Pyzik et al., 2015) dont la
thyroidite d’Hashimoto qui représente entre 20 % et 25 % de toutes les maladies thyroidiennes
(Wu et al., 2019).

La TH a une prévalence croissante au cours de ces dernieres décennies (Wu et al., 2016),
I'incidence est de 0,3 & 1,5 cas pour 1000 habitants par an (Hiromatsu et al., 2013). La maladie
touche plus souvent les femmes que les hommes (Ajjan et Weetman, 2015), précisément celles
agées de 30 a 60 ans (Ihnatowicz et al., 2020). Les études résultent que 79 % de la prédisposition
est due a des facteurs génétiques, attribuant 21 % aux influences de I'environnement et des
hormones sexuelles. La prévalence des maladies thyroidiennes augmente généralement avec
I'age (Mincer et Jialal, 2020).

I. 3. Clinique

Le volume du goitre est moyen, homogéne et trés ferme avec absence de compression.
Les anti-TPO sont présents dans tous les cas, par contre les anti-Tg un peu moins fréquents
(dans 80 a 90 % des cas). Les anticorps dirigés contre les récepteurs de la TSH sont moins
fréquents (Paulus, 2011).

Les caracteristiques cliniques comprennent a la fois des manifestations locales et
systémiques, avec des particularités spécifiques aux formes individuelles de la TH. Les
manifestations locales proviennent de la compression des structures cervicales qui sont
anatomiquement proches de la glande thyroide (Santhoshkumar, 2021). Les manifestations
systémiques proviennent d'une perte de fonction de la glande et d'une hypothyroidie primaire.
Compte tenu de I'action profonde et large des hormones thyroidiennes sur la plupart des organes
et tissus, les signes et symptémes de I'hypothyroidie sont nombreux et variables (Caturegli et
al., 2014).
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Les symptdmes identifiés (Santhoshkumar, 2021) sont:

-La fatigue. -La prise de poids malgré un manque

. , . d'appétit.
-L'intolérance au froid. PP

. -Des saignements menstruels abondants.
-La constipation.

. . -Ongles et cheveux cassants.
-Une fréquence cardiaque lente.

-peau seche.
l. 4. Etiologie

Les mécanismes exacts restent mal compris ; bien que les études jusqu’a présent
montrent que la maladie d’Hashimoto est liée aux influences génétiques, aux déclencheurs

environnementaux (Ralli et al., 2020) et aux effets épigénétiques (Hasham et Tome, 2012).

Figure 3 : Facteurs environnementaux, génétiques et existentiels dans

I'immunopathogénie de la maladie d’Hashimoto (Ihnatowicz et al., 2020).
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I. 4. 1. Les génes de sensibilité

De nombreuses ¢tudes ont montré que I’étiologie de cette maladie implique de

nombreux facteurs tels que la susceptibilité génétique (Mo et al., 2019).

Les variations génétiques en particulier les polymorphismes nucléotidiques (SNP) sont
présent dans des génes spécifiques a la thyroide, ou liés a I’auto-immunité, 1’inflammation ou

encore la défense cellulaire au stress (Santos et al., 2018).

Ce tableau résume les principales variations génétiques liées a ’augmentation du risque

de la TH.

Tableau | : Les polymorphismes nucléotidiques présents dans les principaux génes de

sensibilité a la thyroidite d’Hashimoto.

Les génes Localisation Polymorphisme cOnséquences Sources
chromosomique mononucléotidique
PARP-1 1942.12 rs2793378 Progressiondela | Kocetal, 2014,
157527192 réponse
inflammatoire.
SEPS1 15q26.3 1528665122 Contribueala | Santos et al., 2014,
sensibilité a la
thyroidite de
Hashimoto.
NFE2L2 2q31.2 rs35652124 L'interaction des | Santos et al., 2018.
rs6706649 variations
rs6721961 génétiques de
NFE2L2 et SELENOS
module le risque
SELENOS 15q26.3 1s28665122 de la thyroidite de
Hashimoto.
Susceptibilité auto- | Mo et al., 2019,
CXcL9 4g21.1 rs2276886 immune de la
thyroidite de
Hashimoto.

I. 4. 2. Facteurs épigénétiques

L'importance de I’épigénétique et les facteurs environnementaux dans la pathogenese
de la TH ressort clairement des récents changements d'épidémiologie (Ajjan et Weetman,
2015). Ces effets offrent un mécanisme a fort potentiel par lequel les variantes génétiques

associées a la maladie interagissent avec l'environnement pour induire une dérégulation
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immunitaire et donc une réponse auto-immune (Hasham et Tomer, 2012). Les facteurs
épigénétiques classiques comprennent la méthylation de I'ADN, les modifications des histones
(généralement l'acétylation, la désacétylation, et méthylation) et les micro-ARN dans plusieurs

maladies auto-immunes (Deirdre Cocks Eschler et al., 2011).

Une recherche menée par Stefan et al. (2011) sur les polymorphismes dans les régions
régulatrices non codantes du géne TG humain, le SNP identifié est situé dans un élément
régulateur TG 5' caractérisé par des marqueurs histones de la chromatine active. Les
modifications réversibles des queues amino-terminales des histones, en particulier I'acétylation
et la méthylation, jouent un réle important dans la régulation de la transcription. De plus, des
altérations induites par I''FN-a dans l'expression du géne de la thyroglobuline par des
changements épigénétiques. D’autres études ont examiné les polymorphismes dans les genes
DNMT ou dans les génes de la methylene tétrahydrofolate réductase et de la méthionine
synthase reductase, ces deux derniers codent pour les enzymes métabolisant le folate menant
aux altérations de la méthylation de 'ADN (Arakawa et al., 2012) dans les modifications
d'histones (Hasham et Tomer, 2012).

Tableau Il : les altérations épigénétiques causantes la maladie d’Hashimoto.

Pont final Tissus EResultats Références
Expression de miARN | Sérum Augmentation des niveaux de miR-22, miR-375 et | Yamada et o/, 2014
miR-451
Expression de miARN | PBMC et | Expression de miR-125a-3p régulée a la baisse Peng et al.. 2015
glande entrainant une régulation 4 la hausse des niveaux

thyroide | ge racepteur de linterleukine-23
Expression de miARN | PBMC | L'augmentation de l'expression de let-Te régule |Kaoawa et ol 2016
Pexpression de Finterlenlking 10 B
Expression de miARN | Glande L'augmentation de l'expression de miR-142-3p 7. al., 2016
thyvroide | régule l'expression de la claudine-1

Expression de miARN | LT augmentation induite par miR-326 des cellules T (Yongping et al., 2020
helper (Thl7)

Mlethylation LT méthylation des promoteurs pourrait expliquer les |Kyroios et al._ 2019
differences d'expression génetique IL2EA o

Meéthylation ! Régulation du promoteur du géne ICAM-1 Shalaby et al . 2019

Acétvlation LT de FOXP3 médiée par SIRT1 avait un rfle dans la

Wenqiun et ol | 2020
régulation de l'activation des LT
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I. 4. 3. Déclencheurs environnementaux
Chez les individus génétiquement sensibles, les facteurs environnementaux, tels que les
infections, les facteurs alimentaires, le stress et la grossesse, peuvent déclencher une auto-

immunité au niveau de la thyroide (Hiromatsu et al., 2013).
I. 4. 3. 1. Médicaments

Plusieurs médicaments peuvent jouer un réle dans le développement des AITDs. L'IFN-
a, l'interleukine-2, le lithium et I'amiodarone sont les agents les plus fréquemment associés a
un dysfonctionnement thyroidien (Deirdre Cockset et al., 2011). Des essais observationnels et
contrdlés ont montré des carences nutritionnelles fréquentes chez les patients atteints de la TH
(Thnatowicz et al., 2020).

l. 4. 3. 2. Vitamine D

Plusieurs études ont montré la corrélation entre la carence en vitamine D et l'auto-
immunité de la thyroide, car elle est considéree comme l'un des modulateurs immunitaires

naturels et un régulateur de divers processus a médiation immunitaire (Liontiris et al., 2017).

Figure 4 : Différences dans la différenciation des cellules T
CD4+ en fonction des statuts distincts en matiére de vitamine
D (Fang et al., 2021).

. 4.3.3. Sélénium

Les sélénoprotéines sont essentielles a l'action de la thyroide. En particulier les
glutathions peroxydases qui protégent la thyroide en éliminant I'exces de peroxyde d'hydrogéne
produit pour l'iodation de la thyroglobuline. Des données génétiques impliquent

lasélénoprotéine S anti-inflammatoire dans le risque de la TH (Hu et Rayman, 2017).
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. 4.3. 4. lode

Un exces d'iode peut provoquer une hypothyroidie en inhibant I'organisation de I'iodure
de la synthése de T3 et T4 (effet Wolff — Chaikoff). La plupart des individus échappent a cet
effet malgré une exposition excessive continue a 1’iode. Cependant, chez certains individus, ce
phénomeéne de fuite ne se produit pas et ils deviennent hypothyroidiens avec une exposition

excessive a I'iode (Leung et Leung, 2019).

La carence relative en iode favorise le concept selon lequel I'atrophie thyroidienne dans

la TH est généralement le résultat de la progression de la maladie (Weetman, 2021).
I. 4. 3. 5. Magnésium

La carence en magnésium est corrélée avec un risque plus éleve de nombreuses
maladies et de leurs progressions. Concernant le systeme immunitaire, le magnésium possede
une activité anti-inflammatoire, notamment en réduisant le niveau de la protéine C réactive et
le niveau d'anticorps contre la thyroglobuline. Une forte carence en magnésium augmente le

risque de développer la maladie d’Hashimoto (Wang, 2018).
I. 4. 3. 6. Facteurs de stress et d'hygiene

Le stress sous toutes ses formes et le fait de vivre dans un environnement non

hygiénique sont des facteurs de risque d'auto-immunité en genéral (Sakr, 2020).
I. 4.3.7. Stress oxydatif

L'étude du transcriptome des cellules thyroidiennes réalisée par Cho et al., en 2018
montre que les changements résultant du vieillissement de la thyroide concernent la réduction
de l'expression des genes associés aux fonctions mitochondriales et du protéasome qui sont
importantes dans les processus dautophagocytose (Dikics, 2017) et l'augmentation de la

production des protéines associées aux processus auto-immuns (Cho et al., 2018).
I. 4.3.8. Fer

Une enzyme dépendante de I'neme, la TPO, dont le centre actif est constitué de fer est
nécessaire a la synthése des hormones thyroidiennes. La TPO ne devient active a la surface
apicale des thyréocytes qu'apres avoir fixé un groupe prosthétique de I’héme, un statut adéquat

en fer est donc nécessaire pour la synthese des hormones thyroidiennes (Rayman, 2018).
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I. 5. Physiopathologie de la maladie

. 5. 1. Immunité cellulaire

Les lymphocytes T CD4 + excessivement

stimulés sont connus pour jouer le role principal dans la ,

pathogenése de la TH (Pyzik et al., 2015).

\ T call )

Dans les maladies thyroidiennes auto-immunes, l
les cellules T migrent de la périphérie vers la glande o
thyroide et participent activement au processus auto- ’Z]
- - - . - - . Thyroid caill =
immun. Les principales voies cellulaires qui contribuent o ,1\\;;50 & R,
a la destruction de la thyroide sont multiples (Ajjan et ¢ O j{; oo ,o_:‘;
~— S -

Weetman, 2015).

I Hypothyroidism

Les lymphocytes T cytotoxiques (CTL)
Figure 5 : Réponse cellulaire dans la

_ _ _ maladie d’Hashimoto et résultats
déplétion auto-immune des thyréocytes (Ralli et al., cliniques (Ralli et al., 2020).

spécifiques de la thyroide sont responsables de la

2020).

Les cellules T (Th) auxiliaires CD4+ peuvent étre subdivisees en sous-ensembles
fonctionnellement distincts, y compris les cellules Thl, Th2 et Th17, tandis que les cellules T
(Tc) cytotoxiques CD8 + peuvent étre classées en cellules Tcl, Tc2 et Tcl7. Les sous-
ensembles Th jouent un rdle essentiel dans la réponse immunitaire en sécrétant des cytokines
(Liu et al., 2018).

Chez les patients atteints de la TH, la production d'IFN-y, d'IL-6 et d'IL-10 augmente,

avec un déplacement marqué vers I'immunité Thl (Zivancevic-Simonovic et al., 2015).

Healthy controls
IL-13, 1L-4, 1L-5, IL-9
IEN-y, 1L-6, IL-17A,1L-10

HT patients
1L-13, IL-4, IL-5, IL-9
TIFN=y, TIL-6, 1L-17A.11L-10

Th1/Th2

Thl/Th2

Figure 6 : Un apercu des productions des cytokines et des rapports de cytokines
Thl/ Th2 dans les cellules sanguines provenant de controles sains, de patients atteints

de la thyroidite d’Hashimoto (Zivancevic-Simonovic et al., 2015).
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. 5. 2. Immunité humorale

La production d’anticorps spécifiques a la thyroide est une caractéristique clé de la

thyroidite d’Hashimoto (Ajjan et Weetman, 2015).

Les anticorps contre la thyroperoxydase et la thyroglobuline sont présents chez presque

tous les patients atteints de la TH. Ces auto-anticorps sont souvent associés a plusieurs

symptdmes de la maladie comme une fatigue intense et une dépression (Weetman, 2021).

La présence d’anticorps anti-TPO peut é&tre utilisée pour aider a prédire le

développement de ’hypothyroidie, en particulier lorsqu’il est combiné avec la mesure des

niveaux de la TSH (Liu et al., 2014).

Les lymphocytes T CD4+ autoréactifs
recrutent entre autres les cellules B dans la
thyroide (Ralli et al., 2020).

Ces dernieres se transforment en

plasmocytes sécréteurs d’anticorps
antithyroidiens. 1l ont la capacité de fixer le
complément s'ils sont de type 1gG (Pyzik et al.,

2015).

La progression de la maladie entraine la

mort des cellules thyroidiennes et une

hypothyroidie (Ralli et al., 2020).

Thyroid cell

AL
- & o 4
Q—» o
\s o 58

Necrosis/apoptosis Thyroid
cell death

s o " N
(\ Hypothyroidism 7/1

Figure 7 : Réponse humorale dans la maladie
d’Hashimoto et résultats cliniques (Ralli et al., 2020).

La figure suivante résume les principaux changements de I’'immunité qui résulte de la

perte de la tolérance, ainsi qu’une auto-activation des cellules immunitaires régulatrices et

effectrices :

12
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Tfh

Th2 Immune Homeostasis
O ”ll_-zu GATA3

= Loss_of Immune Tolerance
L STRTS ”“% LS i Immune Tolerance

== to Thyroid

- o
Thyroid autoimmunity
SIS
R-10

I
I
I
!
pDc Naive CD4* | B cells Cytotoxic T cells
u T cell Th17 |
3 . @
7~ © %IL 21/1L l
e 005 JPOAD
/7” ‘\ 22/1L-26 : M%JTGAD
Th22 | Hashimoto'
i thyroiditis
I
= IL-22

TNF-a
Treg

= Chemokines
oxp3 ()
TATS o o -7
L el TGF-B/IL- - . . .
“® . 100L-35 W Apoptosis of

thyrocytes

Figure 8 : Perte de la tolérance immunitaire entrainant I’auto-immunité pendant le

développement de la thyroidite d’Hashimoto (Ralli et al., 2020).

Suite a I’activation des lymphocytes T CD4+ naifs par les cellules dendritiques, elles se
différencient en plusieurs sous-ensembles caractérises par différentes cytokines et facteurs de

transcription spécifiques.

L’équilibre de ces cellules est nécessaire pour le maintien de ’homéostasie immunitaire.
Dans des conditions normales, les sous-ensembles de cellules T ont des fonctions normales, il
y a une homéostasie immunitaire dans le corps humain, ce qui permet de maintenir la tolérance
et éviter les attaques immunitaires injustifiées aux tissus thyroidiens. Certains facteurs
génétiques et environnementaux peuvent entrainer des dysfonctionnements de ces sous-
ensembles de cellules T, des cellules B et des cellules présentatrices d’antigénes, ce qui peut

rompre I’homéostasie et provoquer 1’auto-immunité thyroidienne (Ralli et al., 2020).

. 6. Dosage de la thyrotropine, anti-thyroperoxydase et anti-

thyroglobuline

Le dosage de la thyrotropine, anti-thyroperoxydase et anti-thyroglobuline font partie

intégrante du diagnostic et de la prise en charge des patients (Soh et Aw, 2019).

L'évaluation de la fonction thyroidienne chez les patients atteints de la TH s'effectue en

mesurant entre autres les taux sériques de la thyrotropine (TSH) (Caturegli et al., 2014).
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La TSH est I'indice le plus important pour surveiller la fonction thyroidienne car ses niveaux
s'ajustent précisément aux variations, méme minimes, des hormones thyroidiennes circulantes
(Caturegli et al., 2014).

Dans la TH, il existe une intolérance a plusieurs auto-antigénes spécifiques de la thyroide
et favorise la génération d'auto-anticorps. Parmi ceux-ci, les anticorps contre la peroxydase
thyroidienne humaine (TPO) et de la thyroglobuline (Tg). lls sont reconnus comme la marque
de la TH et sont couramment utilisés comme indicateurs diagnostiques dans la pratique clinique
(Wang et al., 2019). lIs sont présents chez plus de 90% des patients (Chahardoli et al., 2019).

. 7. Traitement

Dans plus de la moitié des cas, il existe une hypothyroidie causee par une inflammation
de la glande, avec un taux d’hormones thyroidiennes en dessous de la normale, accompagnée
d'une elévation significative de la TSH (>10 Ul/ml) (Radetti, 2014).

Le traitement est le plus souvent symptomatique en utilisant la L-thyroxine de 4 a 10
pa/kg par jour, et verifier la fonction thyroidienne aprés 2 mois, puis tous les 6 mois (Radetti,
2014).

Les patients atteints de la TH souffrent souvent de carence en sélénium. Le traitement
par la lIévothyroxine, peut étre combiné avec un apport en Se, cela entraine une plus grande

réduction des taux d’anti-TPO et cytokines inflammatoires (Hu et Rayman, 2017).

Generalement, des rechutes fréquentes et des effets secondaires suivent souvent les
traitements médicamenteux. Ces obstacles ont conduit certains patients a rechercher des
alternatives afin de soigner leurs maux. En ’occurrence, les remedes a base de plantes (Taibi

et al., 2021).

La variabilité topographique, écologique et climatique de I'Algérie a favorisé
I'émergence d'une importante biodiversité d’especes végétales. L’exemple de Atriplex halimus
L et Bunuim sp utilisées en poudre ou infusion pour gérer les troubles thyroidiens comme

I’hyperthyroidie et I’hypothyroidie (Taibi et al., 2021).

Les principales molécules extraites de ces espéces sont, entre autres les flavonoides
glycosylés connus par leurs activités anti-hypothyroidiennes, en plus ils sont en mesure
d’inhiber la synthése d’hormones thyroidiennes en agissant comme substrats alternatifs pour la

TPO (Taibi et al., 2021).
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Des études scientifiques complémentaires sur I’efficacité de ces plantes médicinales

sont importantes afin de valider leurs usages populaires (Taibi et al., 2021).
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CHAPITRE 11 MATERIEL ET METHODES

L’objectif de ce travail est d’obtenir des connaissances et un apergu sur les troubles
d’une population algérienne atteinte de la thyroidite d’Hashimoto & travers un profil
épidémiologique afin de détecter les perturbations qui ont permis de poser un diagnostic, ainsi

que d’établir un suivi complet de la maladie.

La crise sanitaire causéee par la COVID19 a limité nos déplacements vers un seul cabinet
medical. Il s’agit d’une étude rétrospective réalisée chez des femmes atteintes de la TH au
niveau du cabinet privé du Docteur Bouzertini A., au centre de la Wilaya de Blida sur une
période de 4 mois, de mars a juin 2021.

1. 1. Matériel

316 femmes atteintes de la TH ont été retenues aprés consultation de 12674 fiches datées
de 2010 a 2021. Leurs ages s’étalent de 20 a 90 ans. En écartant les Hommes, Enfants, Femmes

enceintes.

Il. 2. Méthodes

Il. 2. 1. Collecte des données
La collecte est basée sur plusieurs parametres :
Il. 2. 1. 1. Analyse épidémiologique

D’apres les données recueillis, les paramétres épidémiologiques pris en considération
sont : I’origine des patientes ; leurs ages et période de pré-ménopause et ménopause ; leurs
maladies associées comme le diabete de type 1 et de type 2, obésité, goitre, cardiopathie,
anémie, ... etc. ; antécédents familiaux des patientes (parenté de premier degré et/ou de

deuxiéme degré).
Il. 2. 1. 2. Analyse biologique

Thyrotropine: la TSH sériqgue reste le principal test de dépistage du
dysfonctionnement thyroidien. Les recommandations actuelles indiquent que la TSH sérique
soit utilisée comme test de premiere intention pour détecter un dysfonctionnement thyroidien
(Walsh, 2016). Le médecin demande I’analyse du taux de la TSH chaque 3 a 6 mois pour le
suivi de I’hypothyroidie.

La valeur normale des taux sérique de la TSH est comprise entre 0,4 et 4 Ul/ml. Au-dela de

cette valeur, la patiente est sujette d’une hypothyroidie (Biomnis, 2014).
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Anti-thyroperoxydase et anti-thyroglobuline : Les autoanticorps thyroidiens sont
présents dans les troubles thyroidiens auto-immunes. La mesure est recommandée pour évaluer
la destruction de la glande. Leurs dosages sont disponibles dans de nombreux laboratoires de
diagnostic clinique et couramment utilisés, ceux-ci incluent les anticorps contre la peroxydase
thyroidienne (Ac anti-TPO) et les anticorps contre la thyroglobuline (Ac anti-Tg).

La valeur normale des anti-TPO doit étre inférieure & 35 U/ml, alors que celle des anti-
Tg gravite autour de 35 U/ml.

Un taux d’anticorps anti-TPO supérieur a 35 U/ml, peut-étre associé a un
dysfonctionnement de la thyroide par cause auto-immune.

D’autre part, une valeur supérieure a 35 U/ml des anti-Tg aide a poser un diagnostic,

principalement si le dosage des anti-TPO est inférieur a 35 U/ml (Ada, 2021).
Dosage de la Thyrotropine et les auto-anticorps
La technique utilisée pour doser la TSH sérique

et les auto-anticorps (anti-TPO et anti-Tg) est le test

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA) Aaticorps
secondaire

(Annexe 1) de type «sandwich» ou «non

compétitifs».

L’immuno-dosage est basé sur le principe de la mme "
réaction antigene-anticorps (Figure 9). \\\ /
L’immunofluorescence émise est quantifiée. Elle ?::gzrrfs
est directement proportionnelle a la concentration §
sérique de la cible dans [I'échantillon a tester e

(Sanchari, 2019).

Figure 9 : Dosage de type
Sandwich (Molecular Devices,

2021).
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Il. 2. 2. Analyse des données
Les données collectées sont analysées par Excel (Annexe 1), en se servant de la fonction
“tableau crois¢ dynamique”. Ce dernier permet de rassembler des données similaires ; puis

d’insérer des graphes selon les recommandations. Etude

Il. 2. 3. Analyse bio-informatique
I11. 2. 3. 1. Etudes structurales d'auto-anticorps humains (anti-thyroperoxydase)
Cette étape est une visualisation de I’autoanticorps a travers la base de données Protein Data
Bank (PDB) (Figure 10). Elle consiste a chercher 1’auto-anticorps dans la barre de recherche
sous le nom de (autoantibody ANTI-THYROID PEROXIDASE). Une fois la recherche
effectuée, le 1° résultat présente I’anti-TPO sous le code de v1Ge appeléTR1.9 additionné

d’informations supplémentaires (Annexel).

RCSB PDB  Deposit + Search ~ Visualize ~ Analyze ~ Download ~ Leam ~ More ~ Documentation v

S s = 179548 Biological -
- D - Enter search term(s,
_'__) r ’ = Macromolecular Structures n

P Enabling Breakthroughs in
PROTEIN DATA BAN K Researchand Education Advanced Search | Browse Annotations Help @@

Celebpating 7™ veArs 0F

wats) Protein Data Bank m
=
A Structural View of Biology June Molecule of the Month

This resource is powered by the Protein Data Bank archive-information about the
3D shapes of proteins, nucleic acids, and complex assemblies that helps
students and researchers understand all aspects of biomedicine and agriculture.
from protein synthesis to health and disease

IR P08 800 B limae g

#™ Deposit

As a member of the wwPDB, the RCSB PDB curates and annotates PDB data.
Q Search

The RCSB PDB builds upon the data by creating tools and resources for
research and education in molecular biology, structural biology, computational
L4l Visualize biology, and beyond

& Analyze COoVID-19

[ al . |
CORONAVIRUS A
Resources DATA BANK z'm!;

# Download

k-4

Figure 10 : Page d’accueil de la base de données Protein Data Bank.

Afin de montrer que I’autoanticorps permet une liaison aux molécules, une génération
d’interface est établie, une fonctionnalité d’analyse est présente dans la barre en haut de la page
d’accueil de la base de données PDB (annexe 1). Cette fonction est appelé Assemblées
biologiques (EPPIC), ce dernier fournit des informations sur les assemblages biologiques dans
la PDB. C’est un serveur Web qui classe les interfaces présentes dans les cristaux de protéines

pour distinguer les interfaces biologiques des contacts cristallins.

Nous avons aussi utilisé la base «<SWISS MODEL » (Figure 11) afin d’obtenir la séquence
protéique de la thyroperoxydase. 11 suffit d’écrire TPO dans la barre de recherche et choisir le

1* résultat correspondant a I’espéce Homo sapiens (humain).
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ﬂ jmz:m:un ___MOD ELE SUISSE Lamodélisation Dépét Outils Documentation Connexion Créer un compte

MODELE SUISSE Dépot

est un serveur de modélisation d'homologie de structure Chaque semaine, nous modélisons toutes les séquences de freize espéces
protéique entiérement automatisé, accessible via le serveur centrales sur la base du demier protéome UniProtKB. Votre protéine est-elle
web Expasy , ou depuis le programme DeepView (Swiss déja modélisée et a jour dans SWISS-MODEL Repository ?

Pdb-Viewer).
Q Rechercher dans le référentiel SWISS-MODEL

Le but de ce serveur est de rendre la modélisation des

protéines accessible a tous les chercheurs en sciences de la

vie dans le monde.

Commencer la modélisation

Figure 11 : Page d’accueil de la base de données SWISS MODEL.

Une fois le tableau de bord affiché (figure 12), la fonction « site actif » a été utilisée pour
obtenir les acides aminés contribuant a la liaison avec I’antigéne de 713 a 721 (g-k-f-p-e-d-f-s-
c). Cette information a été confirmée aussi par un fournisseur d’anticorps anti-thyroperoxydase
(Annexe 1).

&) Jeemn  MODELE SUISSE Lamocéisaton | D&pdt| Ouls Documentation Comexion  Créer un compte

41-50F ge 2501 correspondances.

Q | TPO
UniProtKB
(182 modéles, 32 structures )
UniProtKB AC Section UniProtKB I Modéle d'homologie QOrganisme La description
(Nom) I Structure expérimentale
PO7202 Suisse-Prot [ | Homo sapiens Peroxydase thyroidienne;
(PERT_HUMAIN) (humam)z

Figurel? : Tableau de recherche de la thyroperoxydase dans SWISS MODEL.

L’utilisation de fonctionnalités de séquence :

Fonctionnalités de ségquence ~

37
. g

 Site actit Reliure en metal

Placer Variante naturelie

Transmembranaire Un pont disulfure

rterere

Figure 13 : Fonctionnalité du site actif de la protéine recherchée.
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La succession sélectionnée est utilisée pour concevoir un peptide neutralisant 1’anti-TPO.
Une étape primordiale consiste a utilisé le tableau des acides aminés (Annexel) afin d’obtenir
les 3 lettres de chaque acide aminé (Gly-Lys-Phe-Pro-Glu-Asp-Phe-Ser-Cys).

Il. 2.3.2. Conception du peptide neutralisant I’anti-TPO

A I’aide du logiciel installé « Avogadro » une conception de peptide est réalisée grace

a I’option « Build » puis « insert » et sélectionner « peptide » en insérant les 9 acides aminés.

A
ONew LdOpen |dsave (©@close EJouit | 2 4 fo & kD E Ll 2 [Toolsettngs...
Display Types I — Project Tree 8 x
T Aes S Item Index
Ball and Stick o Molecule
Cartoon ~
Dipole Pt
Add Duplicate Remove
Cell Matrix -
3.00000 0.00000 0.00000 Translate Atoms B x
0.00000 3.00000 0.00000
0.00000 0.00000 3.00000 T by arbitrary Transiation vectar:

X: __D.nnnnnn z
Vector units: Cartesian | ¥ |0,000000 2
Z |0,000000 |5

Apply Reset

Keep atoms in unit cell

Translate

Surface Slab Builder g X

Plane:

Vil Indices:

Warning: Use non-zero Miller Indices

Dimensions:
Messages
width () i -
Manotube Builder & x =
with () i v
Length 2] Cap it rogen 5t = Het ()
m Unit:  |periodicunits v| (] Find double bonds 7 Hide when fnished S

CellMatric  Draw Settings

Figure 14 : Logiciel Avogadro de conception des molécules.
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CHAPITRE 111 RESULTATS ET DISCUSSION

I11. Résultats et discussion
Dans ce chapitre, les résultats seront présentes et discutés selon les données de la littérature.
Les principaux résultats sont : les analyses épidemiologiques, biologiques et bio-informatique.
I11. 1. Analyses épidémiologiques
Cette étude épidémiologique concerne 316 patientes atteintes de la maladie d’Hashimoto
répertories a partir de 12674 fiches médicales.

I11. 1. 1. Répartition de Deffectif selon les régions

D’aprés nos résultats, nous constatons que la wilaya de Blida présente un nombre
considérable de cas de la thyroidite d’Hashimoto (251/316 cas) par rapport aux autres wilayas,
cela ne signifie pas que ces wilayas ne présentent pas un nombre important de cas. La majorité

des cas proviennent de la commune de Blida (192/251 cas) (Figure 15, Annexe 2).
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Figure 15a : Répartition des patientes selon Figure 15b : Répartition des patientes
les régions de I’ Algérie. selon la région de Blida.

La wilaya de Blida fait partie de la région nord ou la forme endémique du goitre est
signalée (MSPRH, 2003) ainsi qu’une carence en iode (INATAA, 2005). Cette carence favorise
la TH (Radetti, 2014). Alors que le goitre fait partie des signes de I'évolution d'une thyroidite
(Hadj Kacem et al., 2018).
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I11. 1. 2. Place de la thyroidite d’Hashimoto parmi les maladies diagnostiquées

La consultation de 12674 fiches de

9

malades nous a permis de prélever 316 cas 2|A

atteints de la thyroidite d’Hashimoto (soit

2 %). Ce pourcentage est faible en

comparaison a ceux des maladies

diagnostiquées comme I’hypertension = Autres maladies
98 % = TH

artérielle, le  Diabéte, le goitre
multinodulaire (figure 16, annexe 2).
Figure 16 : Pourcentage de la thyroidite

d’Hashimoto et les autres maladies diagnostiquées.

111. 1. 3. Maladies associées

Parmi les 316 patientes, nous signalons la présence de la TH seule chez 200 cas (soit
63 %) par rapport aux 116 cas (soit 37 %) qui ont une thyroidite d’Hashimoto associée a une

autre maladie, en particulier I’hypertension artérielle (47 %) (Figure 17, Annexe 2).
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Figure 17 : Répartition des maladies associées des patientes.
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Une étude américaine menée par Biondi et al. (2019) sur 675 patients a rapporté des
résultats similaires, affirmant que les maladies coronaires dont ’'HTA est fortement associée a

I’hypothyroidie.

L’insuffisance d’hormones thyroidiennes est associée a une Vvasoconstriction
périphérique (Stabouli et al., 2010) alors que dans une fonction thyroidienne normale, il existe
une régulation des mécanismes vasoconstricteurs et vasodilatateurs. Cet équilibre est rompu

dans le cas dans la Thyroidite d’Hashimoto (Carrillo-Sepulveda et al., 2019).

I1l. 1. 4. Recherche de la thyroidite d’Hashimoto chez les antécédents familiaux
La recherche de la présence de la TH chez les antécédents familiaux a montré que les
(54 %) cas, leurs antécédents avaient d’autres maladies que la TH surtout le goitre simple
(Figure 18, Annexe 2). Ces résultats corroborent avec ceux de Romdhane et al. (2020) chez une
population tunisienne et de Thomsen et al. (2020) chez une population allemande.
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Figure 18 : Presence des maladies associées chez les antécédents familiaux des
patientes atteintes d’Hashimoto.

La majorité des maladies associées sont retrouvées chez la parenté du 1° degré.
Cependant, Thomsen et al. (2020) ont suggéré que les facteurs environnementaux contribuent

fortement aux risques d’avoir la maladie de la TH.

La parenté des patients atteints de la thyroidite d’Hashimoto présente eégalement de

nombreux troubles thyroidiens notamment le goitre (Brix et al., 1998).
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Selon Boelaert et al. (2010) il existe des preuves claires de la présence d'un lien parental
des patients ayant un diagnostic primaire de maladie thyroidienne auto-immune

supplémentaires de maladies auto-immunes comme le diabéte, vitiligo.
I11. 1. 5. Répartition des patientes selon leurs tranches d’ages

Selon les résultats obtenus, nous remarquons que les patientes les plus touchées par cette
maladie sont celles de 41 a 60 ans avec un effectif de 151/316 cas (48 %). Les jeunes femmes
viennent en 2éme position avec 61/316 cas (19 %). Les sujets agés sont minorité avec 4/316
cas (4 %) (Figure 19, Annexe 2).
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Figure 19 : Impact de la maladie sur les tranches d’age.

Une étude chinoise menée par Dong et Fu, (2014) a rapporté des résultats similaires, en
mentionnant une forte corrélation entre la TH et les personnes dont I’age est de 45 a 50 ans. Ce
qui montre de 1’age est un facteur de risque de la thyroidite d’Hashimoto (Ajjan et Weetman,
2015).

A cet age, la femme subit des troubles hormonaux qui perturbent les fonctions de
I’organisme (Sammaritano, 2012). Parmi les organes touchés, la thyroide qui subit un processus
dégénératif, conduisant a une diminution du volume glandulaire, un appauvrissement progressif
de la captation d’iode, une prolifération du tissu conjonctif et lymphoide (Brigitte et Geneviéve,

2019).
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Une étude belge menée sur 40 femmes atteintes de la TH, a montré une augmentation
du taux de cortisol par rapport aux sujets sains. Cette augmentation affaiblie le systéme
immunitaire, rendant les personnes plus vulnérables aux attaques auto-immunes (Agha-
Hosseini et al., 2016). C’est le cas des algériennes qui vivent un quotidien stressant, généré par

les conditions du travail, la crise économique, les changements environnementauy, ... etc.

Au cours de la préménopause, les changements hormonaux sont plus accentués et la femme
est plus susceptible d’avoir une ou plusieurs maladies qui s’installent avec le temps, au cours

de la ménopause.

Nos résultats appui cette hypothese en signalant 150 femmes dont 41 préménopausées et
109 ménopausees (Figure 20, Annexe 2).
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Figure 20 : Répartition du nombre de patientes selon la période de
préménopause et ménopause.

Des résultats similaires ont été rapportés par Paulus, (2011) qui a enregistré un pic
d’incidence de la maladie au cours de la ménopause. D’aprés Bojar et al. (2015), la ménopause
peut estomper les signes cliniques de certaines maladies thyroidiennes, notamment les maladies
thyroidiennes auto-immunes. L’étude de Gietka-Czernel en 2017 a montré que le diagnostic
des dysthyroidies est souvent délicat a la ménopause en raison des symptomatologies tres
proches. Les études restent peu nombreuses et insuffisantes pour déclarer si la carence

hormonale a un effet propre, indépendant de celui de I'age sur la maladie.

L’¢tude de Xiang et al. (2018) a montreé que l'cestrogene joue potentiellement un réle dans
le développement de l'auto-immunité thyroidienne en stimulant les antigénes spécifiques. Le
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mécanisme physiopathologique reste inconnu. Sachant qu’a I’état sain, 1'cestrogéne est un

puissant facteur de croissance pour les cellules thyroidiennes (Faria, 2019).

A T’échelle expérimentale, 1’étude menée par Xiang et al. (2018) a montré que I’exposition
répétée a de faibles doses d'cestrogéne chez les souris et rats provoquent une nette augmentation
des cytokines sécrétées par les lymphocytes Thl notamment le facteur de
transcription spécifique INF-y ainsi que la cytokine IL-21. Ces deux derniers facteurs initient

et perpétuent les réponses auto-immunes contre le tissu thyroidien.

I11. 2. Analyses biologiques
I11. 2. 1. Dosage de la thyrotropine

Les résultats du dosage de la TSH nous a permis de classer les patientes en quatre groupes
selon son taux. 189 (60 %) cas ont une euthyroidie suivi par 82 (26 %) cas presentes des phases
alternées entre hypo/hyperthyroidie. 33 (10 %) cas ont une hypothyroidie et 12 (4 %) cas ont
une hyperthyroidie (Figure 21, Annexe 2).
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Figue 21 : Répartition des patientes selon le taux de la thyrotropine.

D’aprés Leonid et al. (2019) la TH est le résultat d’une dérégulation hormonale. La
thyrotropine (TSH), hormone hypophysaire (Young, 2012), est le biomarqueur de
I’imprégnation par les hormones thyroidiennes (d’Herbomez et al., 2014) . Elle est prescrite
pour le suivi de 1’état fonctionnel de la thyroide. Les taux de la TSH et fT4 sont dans la plage
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de référencée dans cas d’une euthyroidie (Assaad et al., 2020). Cela revient au traitement
médical (thyroxine) qui stabilise les niveaux des hormones thyroidiennes, ou bien I’attaque
immunitaire qui n’a pas touché la fonction thyroidienne en cas d’absence de traitement (Drissi

Oudghiri et al., 2020).

Une dysthyroidie causé par la TH se caractérise parfois par une concentration élevée ou tres
¢levée de TSH. Les causes les plus fréquentes d’hypothyroidie sont la carence en iode et la
thyroidite auto-immune chronique (Karelina et al., 2021). En cas d’hypothyroidie, une étude a
révélé que la TSH est hautement sialylée et vue que cette hormone appartient aux
glycoprotéiques et sa glycosylation peut constituer jusqu'a 30 % de son poids. Dans le cas de
I'nypothyroidie en particulier, ces glycanes sont modifiés et présentent une plus grande quantité
d'acides sialiques terminaux (Chloé, 2015) ce qui augmente sa demi-vie (d’Herbomez et al.,
2014).

L’Hashitoxicose est caractérisee par une hyperthyroidie (Thomsen et al., 2020) qui est
considérée comme une phase initiale de la thyroidite de Hashimoto (Radetti, 2014 ; Shahbaz et
al., 2018). Elle se produit en raison de la libération d'hormones thyroidiennes préformées par
la glande thyroide enflammée (Unnikrishnan, 2013). Les phases d’Hashitoxicose observées
chez 82 de nos patientes reviennent a la succession d’hypothyroidie puis d’hyperthyroidie

(Maiga et al., 2015).

I11. 2. 2. Dosage de I’anti-thyroperoxydase

Selon les résultats présentés par la figure 22 (Annexe 2), toutes les patientes montrent des
taux ¢levés de I’anti-TPO, allant de 40 a plus de 10000 Ul/ml. Ce qui confirme la présence de

I’attaque immunitaire de la thyroide.
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Ces résultats concordent avec ceux retrouvés par Ajjan et Weetman, (2015) qui ont détecté

dans la majorité des cas atteints de la thyroidite d’Hashimoto la présence des anti-TPO.
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Figure 22 : Valeurs de I’anti-TPO chez les patientes atteintes de la thyroidite
d’Hashimoto.

Le dosage de ces auto-anticorps permet de poser un diagnostic et aide également aux

décisions de prise en charge (Caturegli et al., 2014).

I11. 2. 3. Dosage de I’anti-thyroglobuline en rapport avec I’anti-thyroperoxydase

Dans notre étude, le dosage de I’anti-Tg est appliqué seulement chez 18 patientes.
6 d’entre elles présentent des taux supérieurs aux normes usuelles (35 Ul/ml), allant de 39 a
4000 Ul/ml, avec absence d’anti-TPO. Les 12 autres patientes présentent des taux élevé de

I’anti-Tg (50 a1000 Ul/ml) et anti-TPO entre (87,7 a 1120 Ul/ml) (figure 23, Annexe 2).
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Figure 23 : Valeurs moyennes de I’anti-Tg et I’anti-TPO chez les patientes atteintes de la
thyroidite d’Hashimoto.

Le dosage plasmatique de ces anticorps est nécessaire afin de confirmer le diagnostic de
la thyroidite d’Hashimoto. Ils sont considérés comme marqueurs clés de la maladie (Br¢i¢l et
al., 2019). Cependant, 1’étude polonaise de Sliwinska-Klencke et al. (2019) menée sur 825
patients, la positivité des anti-TPO est signalée dans environ 75 % des cas atteints de la TH,
alors que les 25 % sont négatifs. Ce qui explique que les auto-anticorps peuvent ne pas étre

présents lors de I’initiation de la maladie.

Au niveau de la thyroide, I’inflammation persistante initie la production accrue de
cytokines pro-inflammatoires ainsi que des auto-anticorps dirigés contre la TPO et la Tg et en
conséquence une destruction des thyréocytes et une hypothyroidie. Le rétrocontréle provoque

une hypersécrétion de la glande pituitaire en thyréostimulines (TSH).

Devant cette situation, les médecins endocrinologues prescrits aux malades
lévothyroxine (Levothyrox®) qui est le traitement de choix de I’hypothyroidie afin de maintenir
le taux des hormones thyroidiennes stables dans le sang. Cependant, Levothyrox® a des effets
secondaires dangereux (Dray-Spira et al., 2019). Son utilisation chronique est liée a un
dysfonctionnement cardiaque, une hypertrophie ventriculaire gauche et une perte osseuse
rapide (Farhangi et al., 2016).
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Vu que Levothyrox® ne traite pas la thyroidite d’Hashimoto, plusieurs chercheurs ont
orienté leurs travaux vers la recherche de I’efficacité de certaines plantes médicinales et graines
contre la thyroidite d’Hashimoto et de les utiliser comme traitement alternatif. Les travaux de
Khader et Eckl, (2014) et Farhangi et Tajmiri, (2020) ont montré que Nigella sativa, une plante
médicinale peut jouer un role thérapeutique dans la gestion de la TH en diminuant I’inflammation
de la glande thyroide. Cette plante contient de la thymoquinone (Noor et al., 2015) qui est un
bioflavonoide doté de propriétés antioxydantes et immunomodulatrices (Kanter, 2010 ; Ashraf
etal., 2011 ; Badr et al., 2011 ; Dollah et al., 2013).

L’étude de Khalawi et al. (2013) a montreé que I'extrait de la nigelle, Nigella sativa, améliore
I'état de la thyroide en diminuant les concentrations sériques de la TSH et d'anti-TPO en cas
d’hypothyroidie. Cette amélioration est appuyée par une augmentation des taux sériques de fT3
et de fT4 (Mekkawy et al., 2020) et de T3 aprés une consommation de graine (El-Tahir et
Bakeet, 2006 ; Tajmiri et al., 2016 ; Taibi et al., 2021). La consommation de Nigella sativa
participe dans la réduction des interleukines pro-inflammatoires comme 1’IL23 (Taibi et al.,
2021). Ces résultats sont soutenus par 1’étude de Tajmiri et al. (2016) réalisée sur quarante
patients atteints de thyroidite d’Hashimoto. Les cytokines pro-inflammatoires comme
I'interleukine (IL-1P), (TNF-a), IFN-y et I'L-6 sont fortement exprimées dans les maladies
auto-immunes. La nigelle diminue I’expression de ces cytokines et augmente les niveaux d'TL-

10 (Umar et al., 2012).

D’autres plantes sont aussi utilisées pour lutter contre la TH. L’Atriplex halimus L. est
utilisée en médecine traditionnelle pour gérer les troubles thyroidiens (Lefévre et Riviére, 2020).
Les principaux composés de cette espéce sont les flavonoides ayant des effets anti-oxydants par
leurs capacités a donner de 1’hydrogene et réduire le fer (Taibi et al., 2021), I’isorhamnetin 3-O-
R-D-rutinoside et D’atriplexoside A possédant des effets immunomodulateurs en réduisant
I’expression du TNF-a et la COX-2 (El-Aasr et al., 2016). La Bunium sp présente de son tour
une teneur élevée en phénols et en flavonoides qui ont la capacité a piéger les radicaux libres et
réduire le cuivre et le fer. Elle posséde aussi des effets immunomodulateurs en diminuant les

concentrations du TNF-a et d’IL-1p ce qui réduit la réponse inflammatoire (Panel et al., 2021).
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I11. 3. Analyse bio-informatique

I11. 3. 1. Etudes structurales d'auto-anticorps humains (anti-thyroperoxydase)

I11. 3. 1. 1. Visualisation macromoléculaire tridimensionnelle de I’anti-thyroperoxydase

Figure 24 : Structure cristalline d'un auto-anticorps de la peroxydase
thyroidienne (PDB).

La structure tridimensionnelle de TR1.9, un auto-anticorps humain de haute affinité contre la
peroxydase thyroidienne, a été déterminée par cristallographie a une résolution. Le site de combinaison
s'est averé relativement plat, comme d'autres anticorps dirigés contre des grosses protéines. La structure
cristalline de TR1.9 Fab est la premiere d'un auto-anticorps 1gG humain de haute affinité (Chacko et

al., 1996). Alors qu’en 2011 le TR1.9a subis des modifications de conformité du format.

I11. 3. 1. 2. Génération d’interface avec I’auto-anticorps

Selon la figure 25, ’assemblage biologique d’interfaces a mis en évidence la région

active de I’auto-anticorps permettant sa liaison avec 1’antigéne.
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\ 4’\/»" 5 4
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specifique sous forme de peptide afin de le

] neutraliser.
Figure 25 : Structure cristalline de I’anti-

thyroperoxydase lié a un antigéne.
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I1l. 3. 2. Conception de peptide neutralisant I’auto-anticorps

Les applications des peptides a des cibles multiples sont devenues des outils puissants

pour la recherche, le diagnostic, le développement de vaccins et la thérapeutique (Trier et al.,

2019).

Figure 26a : Structure tridimensionnelle Figure 26b : Structure tridimensionnelle
du peptide bloquant (vue centrée). du peptide bloquant (vue de face).

Ce peptide se compose de Gly-Lys-Phe-Pro-Glu-Asp-Phe-Ser-Cys. Selon la littérature,
les régions contenant Pro et Gly peuvent étre favorisées, car elles sont souvent représentées
dans ces structures de peptide bloquant (Trier et al., 2012 ; Trier et Houen, 2017). Un résidu

Cys dans I'extrémité N- ou C-terminale du peptide est optimal pour la conjugaison du peptide

a une protéine (Skovbjerg et al., 2004).

34



=

Conclusion et
Perspectives

=



Conclusion et Perspectives

La thyroidite d’Hashimoto est 1’'une des maladies thyroidiennes auto-immunes les plus
répandues ces derniers temps chez les femmes en particulier. La recherche des facteurs de

risque et le mécanisme pathologique méritent d’étre développés.

Selon la population étudiée, I’analyse épidémiologique a démontré que la tranche d’age
la plus touchee par la thyroidite d’Hashimoto chez les femmes algériennes s’étale entre 40 & 60

ans.

Le désequilibre hormonal favorise la survenue de la maladie, surtout au cours de la pré-

ménopause et la ménopause.

Cette pathologic est généralement associée a d’autres maladies héreditaires en

particulier I’hypertension artérielle.

La génétique n’est pas la principale cause de I’apparition de la maladie chez nos
patientes. Les facteurs environnementaux peuvent avoir un effet sur la survenue la thyroidite

d’Hashimoto chez les algériennes.

Notre population présente plusieurs phases de la maladie et en majeur partie

I’euthyroidie qui a pu étre détectée en mesurant les taux de la TSH.

Le dosage de I’anti-thyroperoxydase reste le marqueur majeur de I’attaque immunitaire

de la thyroide.

A T’issu de notre étude, une meilleure compréhension de 1’implication des mécanismes
immunitaires comme la perte de la tolérance est nécessaire. Cela permettra de comprendre
I’association entre la thyroidite d’Hashimoto et d’autres pathologies complexes telles que le

cancer papillaire de la thyroide.

La recherche d’une thérapie alternative est possible grace a ’exploitation de certaines

plantes médicinales qui détiennent plusieurs effets immunomodulateurs et anti-inflammatoires.

La conception d’une molécule neutralisante envers I’anti-thyroperoxydase peut étre un
début d’une nouvelle invention dans la création d’une thérapie ciblée contre la thyroidite

d’Hashimoto.
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Figure 27 : Les étapes de la technique « Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay ».
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3 [ 7 Blida S50 Ménopause 1A Abs dbs  le* léme'  Abs A Abs dbs Ahs Ahs Hbs
| 8 Blida Wans Cycleirrégulier AVC ph neu Abs dhs A Abs dhs det Abs [021/012] 76 277 As
nf QBerousghia 2%ans  Cycleirrégulier obesite Zeme* Zemet Abs  Abs Ahs A Abs [1140/0417) 1373 600 Abs
nf 10 Berouaghia ~ 72ans MEnopausée HTA Abs dbs Abs Abs Ahs Abs Abs [12-10/1040] 36805 5643 Abs
nf 11 fin Boucit Sans  Menopauseprécoce  D2+HTA+ obesite 1ert dhs A Abs dhs A Abs [1140/0412) 459 53871 Abs
nf 12 Berouaghia ~ 20ans Cycleirrégulier LTY Abs dbs  Abs  Abs Ahs  Abs Abs [12410/07-12] 15,13 Abs b
uf 13 Blida ans  Cycleireégulier 15 Abs ths A Abs fhs Abs oAb [12-10) 2876 502,19 fbs
il 14 Blida Wans  Pré-ménopausée LIy Abs dhs  Abs oAb Abs  Abs Abs  [12-10/11-18] 027 9987 Abs
o 15 Blida T0ans  Menopause g Abs dbs  Abs  Abs Ahs  Abs Abs [0241/10-1] 17 1964 Abs
nf 16 Boufarik ans  Cycleireégulier s Ahs Zeme' Abs  Abe o' M Abs 01170814 18 1500 Abs
if 17 Médez Bans  Cyclerégulier Asthme + Appendicite  Abs dbs  Abs Abs Abs Abs Abs 03] 3,24 Abs Hbs
1l 18 Blida ffans  Menopause Obésité + Arcroide+D2  ler'+2eme*  Abs  Abs  Abs fhs Abs le [03d1] 108 7548 Abs
nf 19 Chenli Slans  Pré-ménoposée HTA Abs It Abs Abs fhs  Abs oAb  [03-13/051) 13,34 Abs Hhs
1l 10 Berouaghia ~ 88ans  Menopausée ] Abs dbs  Abs Abs Abs  Abs Abs [10-1/02-1g] 1451 882 Abs
nf 21 Blida S5ans  Ménopause Cardiopathie + HTA Abs fer' fbs  2eme' Ay Abs Abs  [04-11/11]) 114 51,7 fbs
nf 11 Blida Bfans  Ménopausée v Ahs fhs b 2eme®  Abs Abs Abs [03-1/0711) 857 1000 Abs
uf 23 Birkhadem Ofans  Pré-ménopausée Annémie chronique Abs et b Abs Ahs Abs Abs  [0441/0812 408 24109 Abs
5l 24 Blida W0ans Cycleréqulier LY Abs fbs oAb Zéme'  Abs A Abs [03-11/1200] 26,25 271 Abs
0l 15 Berouaghia ~ 4%ns Menopausee HTA Abs dhs A Abs dhs A Abs 0410412 247 1000 Abs
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ADP RCSB  Dépbt~ Rechercher ~ Visualiser ~  Analyser »  Télécharger ~  Apprendre ~  Suite ~  Documentation ~

REQUETE : Mots-clés de structure supplémentaires CONTIENT LA PHRASE "TR1.9, ANTI-THYROID PEROXIDASE, AUTOANTIBODY,
IMMUNQGLOBULINE"

Quvrir dans |z générateur de requétes  JSONCS | Connexion MonFDB

~ Générateur de requétes de recherche avancée @ Aider 5

Raffinements@ . . B Résumé | Galerie = Compact | — Rapport tabulaire — v Telecharger des fichiers | @ Tout (O Choisi
Noter v

NOM SCIENTIFIQUEDE | pagager

L'ORGANISME SOURCE —

[ Homo sepiens (1 Afficnage de 14 1sur 1 Structure  Page 1 sur 1 Affichage | 25 | par page

TAXONOMIE Dégager . 1VGE Télecharger un fichier | Voir la fiche

(] Eucaryole (1) TR1.9 FRAGMENT FAB D'UN AUTOANTIBODY HUMAIN IGG1 KAPPA

i Chacko, S., Padlan, EA
METHODE D

EXPERIMENTALE (1996) J Biol Chem 271 12191-12198
[) DIFFRACTION DES RAYONS X (1) Publié 1996-06-10

. . Méthode DIFFRACTION DES RAYONS X 2 A
TRT=IE RTaMIE (R ERE | [GFees Organismes Homo sapiens
[ Protéine (1) Macromolécule  TR1.9 FAB (proigine)

©Vue 3D

RESOLUTION DE T
FRFAREZAE () Affichage de 13 1 sur 1 Structure Page 1 &ur1 Affichage | 25 | par page
[J20-25(1)

Figure 28 : Résultat de la recherche de ’autoanticorps anti-thyroperoxydase.

B Afficher les fichiers = 2] Telecharger des fichiers -

1VGE

TR1.9 FRAGMENT FAB D'UN AUTOANTIBODY HUMAIN IGG1 KAPPA
DOl : 10.2210/pdb1VGE/pdb

Classification : IMMUNOGLOBULINE
Organisme(s) : Homo sapiens
Mutation(s) : Non @

Déposé : 1995-01-04 Sortie : 1996-06-10
Auteur(s) de la déposition : Chacko, 5 Padlan, EA

Instantané de données expérimentales Validation wwPDE @ & Rapport 3D | Rapport complet
Méthode : DIFFRACTION DES RAYONS X Metric Percentile Ranks Value
Résolution : 2,00 Clashscore I |
Travail de valeur R : 0,180 Ramachandran outliers & _____BBCY
Valeur R observée : 0,180 Sidechain outliers P 10.5%
RSRZ outliers I 0

0 Percentile relative to all K-réy structunes

[0 Pescentile relative to K-ray structunes of similar resolution

Figure 29 : Informations spécifique a I’auto-anticorps.
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ADP RCSB Dépdt~ Rechercher ~

Analyser ~  Télécharger ~ Apprendre ~ Suite ~  Documentation ~

y Protein-Protein Interface Classifier) fjumit des informations & valeur ajoutée sur les assemblages biologigues dans

ns les cristaux de protéines pour distinguer les interfaces biologiques des

contacts cristallins. EPPIC Version 3 énumére fous les assemblages symétriques possibles avec une prédiction de I'assemblage le plus

probable basée sur des scores probabilistes issus d'un score évolutif par paires 8

Y1 9
'
N C'D
1 4 5
¥ 17
y L]
[ = 16 E_D‘, 2 |
Do g .
E0
ggréographier les emplacements génomiques vers/depuis ;6 . s
o St of BACAS BACT 104 b camplo: i i g mpep e o ey Crmnes

L'API 1D-coordinates fournit des moyens de mapper entre les coordonnées génomiques et les
positions PDB. Trouvez plus d'informations a ce sujet et d'autres API dans la page des services Web .| ™"

Tutoriel API de coordonnées 1D

Hamo sapians chromasoma 17, GRCRS pi3 Primary Assemoly | e

Figure 30 : Fonctionnalité d’assemblées biologiques.

details du produit

Nom alternatif :
Cloner:

Héte:

Isotype :

Immunogéne :
Identifiant UniProt :
Reéactivité de I'espéce :
Specificité:
Applications:

Dilutions/conditions
recommandées ;

Notes d'application:

Formulation:
Expédition:

Stockage a long terme :
Statut réglementaire:

TRO

TRO 47

Souris

lgG1

TPO humaine (thyroide peroxydase).

PO7202

Humain

Reconnait un épitope linéaire (aa 713-721) sur Ia protéine TPO humaine.
IHC (PS), BM

Immunohistochimie (coupes de parafiine)
Western Blot (dilution 1:2-1:10).

Aide au diagnostic immuneocytologique de la malignité sur les ponctions a laiguille
fine (FNA) des nodules thyroidiens. Colore fortement Ia TPO humaine dans les
tissus thyroidiens normaux mais ne reconnait pas la TPC humaine fumorale.

Surnageant stérile. 0,6 - 0.9 g/ml. Contient 0,1% d'azoture de sodium.
Expédié sur Blue lce
+4°C

RUO - Utilisation en recherche uniguement

Figure 31 : Fiche d’anticorps contre la peroxydase thyroidienne.
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ANNEXES 1

Tableau IV : acides aminés.

Amino Acid gli_lzrg;/;?tlon ?E)It_)gt:t\;:aatlon Codon(s)

Alanine Ala A GCA, GCC, GCG, GCT

Arginine Arg R CGA, CGC, CGG, CGT, AGA, AGG
Aspartic acid |Asp D GAC, GAT

Asparagine Asn N AAC, AAT

Cysteine Cys C TGC, TGT

Glutamic acid Glu E GAA, GAG

Glutamine GlIn Q CAA, CAG

Glycine Gly G GGA, GGC, GGG, GGT

Histidine His H CAC, CAT

Isoleucine lle | ATA, ATC, ATT

Leucine Leu L CTA, CTC, CTG, CTT, TTA, TTG
Lysine Lys K AAA, AAG

Methionine Met M ATG

Phenylalanine Phe F TTC, TTT

Proline Pro P CCA, CCC, CCG, CCT

Serine Ser S TCA, TCC, TCG, TCT, AGC, AGT
Threonine Thr T ACT, ACC, ACG, ACT
Tryptophan  Trp W TGG

Tyrosine Tyr Y TAC, TAT

Valine Val \Y GTA, GTC, GTG, GTT

STOP - - TAG, TAA, TGA
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ANNEXES 2

Tableau V : Effectifs des cas malades selon les régions et la commune de Blida.

Wilaya ¥ | Nombre de patiente | ~
Blida 7251 Blida 194
Alger 9 Beni Merad >
Médea 33 Beni Tamou 2
Djelfa 6 Bouarfa 1
Biskra 1 Boufarik 17
Chlef 3 Bouinéme 1
Constantine 1 Chebli 5
Tipaza 5 Cheffa 5
Ain Defla a El Affroun 5
Laghouat 1 Guerouaou 2
Tisemsilet 1 Mouzaia 5
Tiaret 1 Cued El Alleug a4
Total: 316 Ouled "fa'l'ch a

Soumai 5

Tableau VI : Nombre de cas atteints sur fiches consultées.

Autres maladies =Thyrrnil:lie d"Hashimoto iy
12358 316

Tableau VII : Effectif des cas atteints de maladies associées a la thyroidite d’Hashimoto.

nMaladies associees | EFFe=citif
Sllergie

amsermis

MAsthrme bronchigue
Cardiopathise
Diabate

DraEpressicom

ula el

=

Ecz&erma

Endometriose

(Sastrite

S PN

HT.A

obaesits

witiligo

RAS 22
Tableau VIII : Antécédents des patientes (premier et deuxieme degre) atteints de

maladies.

ler® 47 2 9 14 16
2eme” 41 2 21 5 19
RAS 234 313 285 297 281

B
WIN 0[N |[WINNWIN
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ANNEXES 2

Tableau IX : Nombre de patientes
atteintes de la thyroidite d’Hashimoto
réparties par tranche d’age.

[20-30] 61
[31-40] 68
[41-50] 98
[51-60] 53
[61-70] 24
[71-80] g
[81-90] 3
Total 316

Tableau XII : Dosage de I’anti-
thyroperoxydase selon chaque age de

Oy e il AoNti-TPO
20a3ms = LS
20amnms 200 91
20ans 25,95
2l1lans 419
2l1lamns =27
2l1lans TS
22ans 250
22ans pae ]
22amnms 250, 329
2FZamns 287
2FIamns 152, 7F
23ans 25
2Zans 15650
2Zans pae
2Aanmns S0s
2Aanmns A5
29 ams 23, . FF
29 ams 13 .06
29ams [
25ans SO
25ans 231 .55
25ans 1144 . 15

N e e
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Hypothyroidie 33

Tableau X : union de nombre de
patiente selon leur stade de

pré/ménopause.
Stade v |Effectif |-
Ménopausee 109
Pré-ménopausee 41

Tableau XI : Etat des patientes
détecte suite aux dosages de la
thyrotropine.

B effectif

Euthyroidie

totale 316

Tableau X111 : Dosage des auto-
anticoprs chez 19 patientes

Patiente - - -

1 1 0,6

2 99,02 50,81
3 1120 152,72
4 1104 508
5 Abs 557
i) Abs 1092
7 292 133.8
a8 ABS 82,52
9 382 439.4
10 Abs 176,53
11 Abs 39,18
12 87,7 54.5
13 161 294.5
14 292.4 92,8
15 269.,9 121
16 1000 1000
17 132 1000
18 Abs 4000

[
o

134 631
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