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Résumé

Le lupus érythémateux systemique (LES) est une maladie auto-immune systémique complexe
causée a la fois par des facteurs génétiques, endocriniens, immunologiques, et
environnementaux. Le LES est caractérisé par des atteintes multi-viscérales, une rupture de
tolérance vis-a-vis de 1’antigéne du soi, et une production accrue d'auto-anticorps. L’anomalie
majeure en sérologie chez les patients est la production accrue d'interféron de type I (IFN-I),
une cytokine ayant des effets stimulants puissants sur le systéme immunitaire.

L’analyse du génome et les études d’association chez des familles atteintes de LES ont mis en
évidence des régions chromosomique hébergeant, potentiellement, des génes de susceptibilité
au LES. Cependant, le facteur régulateur de I’INF-1 5 (IRF5) sort comme le candidat idéal du
fait de son implication dans la production de I’'INF-I, cytokine grandement impliquée dans le
développement de la pathologie.

L’objectif de cette étude est d’une part d’identifier par technologie TagMan les fréquences
alléliques et génotypiques du polymorphisme mono-nucléotidique (SNP) « rs752637 » du géne
IRF5 en position -2716 chez 87 patients lupiques, 189 patients atteints de polyarthrite
rhumatoide (PR) qui servent de controle, et 126 individus sains non apparentés a aucune
maladie articulaire ni au LES. Et d’autre part de rechercher une corrélation entre ce SNP et la
production d’auto-anticorps chez les patients lupiques en se basant sur leurs données
sérologiques.

Les résultats de cette étude démontrent que dans ce polymorphisme, 1’alléle C et le génotype «
CC » sont plus fréquents a la fois chez la population lupique, et chez le groupe contréle par
rapport au groupe de sujets sains. Ce polymorphisme n’est donc pas spécifique au LES mais
pourrait influencer le déterminisme génétique du lupus érythémateux systémique et de
polyarthrite rhumatoide. De plus, ce génotype et cet allele sont retrouvés a la fois chez les
patients lupiques producteurs et non producteurs d’auto-anticorps, signifiant ainsi qu’une
corrélation positive entre ce polymorphisme et la production d’auto-anticorps ne peut étre faite.
Le génotype « CT » pourrait en revanche avoir une implication protective vis-a-vis de la
progression et la sévérité de la maladie lupique, étant donné qu’il est plus fréquent chez les
patients lupiques non producteurs d’auto-anticorps et chez le groupe des sains. Néanmoins, les
conséquences possibles de ce polymorphisme mono-nucléotidique sur I'expression de I’'IRFS5,
et son impact fonctionnel restent a élucider expérimentalement, afin d’améliorer les
technologies de la « Médecine de précision ».

Mots clés : Lupus erythémateux systemique ; maladies auto-immunes ; SNP ; IRF5; IFN-I;
auto-anticorps.



Summary

Systemic lupus erythematosus (SLE) is a complex systemic autoimmune disease caused
by genetic, endocrine, immunological, and environmental factors. SLE is characterized by
multi-visceral involvement, tolerance to self-antigen, and increased autoantibody production.
The major serologic abnormality in patients is increased production of type I interferon (IFN-
), a cytokine with potent stimulatory effects on the immune system. Genome scans, as well as
association studies in SLE families, indicate multiple potential chromosomal regions that
harbor LES susceptibility genes. However, the regulatory factor of INF-1 (IRF5) comes out as
the ideal candidate because of its involvement in the production of INF-I, a cytokine that is
greatly involved in the development of the pathology.

The objective of this study is to identify by TagMan technology the allelic and genotypic
frequencies of the single-nucleotide polymorphism (SNP) "rs752637" of the IRF5 gene at
position -2716 in 87 lupus patients, 189 patients with rheumatoid arthritis (RA) controls, and
126 healthy individuals unrelated to any joint disease or SLE. Moreover, in the other hand to
look for a correlation between this SNP and the production of autoantibodies in lupus patients
based on the serological data of the patients.

The study demonstrates that in this polymorphism, the C allele and the "CC" genotype are
more frequent in the lupus population, and control patients that have Algerian origin compared
to healthy subjects. This polymorphism is therefore not specific to SLE but it could influence
the genetic determinism of these two pathologies. Moreover, this genotype and this allele are
found both in lupus producing and non-producing autoantibodies, thus indicating that a positive
correlation between this polymorphism and the production of autoantibodies cannot be made.
While the "CT" genotype appears to have a protective implication with respect to the
progression and severity of lupus disease, as long as it is more common in non- producing
autoantibody and healthy patients. Nevertheless, the possible consequences of this
mononucleotide polymorphism on the expression of IRF5, and its functional impact remain to
be elucidated experimentally, in order to improve the technologies of "Precision Medicine".

Key words: systemic lupus erythematosus, autoimmune diseases, SNP, IRF5, IFN I,
autoantibodies
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Liste des abréviations

Ac Anticorps

ACR Collége Américain de Rhumatologie
ADN Acide Désoxyrébonucléeique
ADNdb ADN double brin

ADNnN ADN native

AEG Altération de 1’état générale

Ag Antigene

ANA Anticorps anti-nucléaires

Blimp-1 Protéine de maturation induite des lymphocytes B
CTS Centre de transfusion sanguine

DAI Activateur dépendant de I’ADN
EBV virus d'Epstein-Barr

EDTA Ethyléne diamine tétraacétique
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
F Femme

FAN Facteurs anti-nucléiques

FC Fragment constant

FT Facteurs de transciption

GM-CSF Facteur stimulant les colonies de granulocytes
GN Glomérulonéphrite

H Homme

HLA Antigéne leucocytaire humain

HTA Hypertension artérielle

IFN | Interféron de type |

IFI Immunofluorescence indirecte

[o[€] Immunoglobuline G

IL1 Interleukine 1

IPA Institut Pasteur d’ Alger

IRF Facteur régulateur d’interféron

ISRE Eléments de réponse stimulés par l'intéreferon
LED Lupus Erythémateux disséminé

LES Lupus Erythéemateux systémique
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Spondylarthropathie séronégative
Protéine de liaison a l'acide désoxyribonucléique simple brin
Tyro3, Axl, et Mer (Récepteur tyrosine

Récepteur de type Toll
Facteur de nécrose tumoral alpha.



Glossaire

Alléle : Version variable d'un méme géne ou d'un méme locus génétique, c'est-a dire une
forme variée qui peut étre distinguée par des variations de sa séquence nucléotidique.

Apoptose : Processus par lequel des cellules déclenchent leur autodestruction en réponse
a un signal. C'est I'une des voies possibles de la mort cellulaire.

Arthralgie : Douleur articulaire.

Arthrite : Désigne plus d’une centaine d’affections différentes qui se caractérisent par des
douleurs a des articulations, des ligaments, des tendons, des os ou d’autres ¢léments du systéme
musculosquelettique.

Geéne : Unité définie localisée sur un chromosome, grace a laquelle se transmet un
caractére héréditaire.

Génotype : L’ensemble des caractéristiques génétiques d'un individu.

Glomérulonéphrite : Affection (souvent d'origine inflammatoire) du glomérule,
composante du néphron, I’unité fonctionnelle du rein. Ses manifestations affectent les deux
reins de maniére égale.

Haplotype : Groupe d'alleles de différents loci situés sur un méme chromosome et
habituellement transmis ensemble.

Nécrose : La nécrose correspond a la mort anormale et non programmée d'une cellule ou
d'un tissu. Elle s'oppose donc a l'apoptose et caractérise un état pathologique : infection
bactérienne ou fongique.

NETose : La NETose suicidaire différe des autres morts cellulaires par I’expulsion d’ADN
nucléaire mélangé a des protéines préalablement citrullinées par 1’arginine déiminase 4 des
neutrophiles.

Péricardite : Inflammation du péricarde, la membrane entourant le cceur. Elle peut
s'accompagner ou non d'un épanchement péricardique. On la distingue d'un épanchement
péricardique, qui correspond a la presence de liquide dans le péricarde, sans obligatoirement
d'inflammation.

Polymorphisme : Le polymorphisme génétique se définit par I'existence de plusieurs
alleles dans une population. Ce phénomene résulte des mutations génétiques.

Prédisposition génétique : Configuration génétique d'un organisme qui le rend vulnérable
a un probléme de santé, I'environnement et les relations de I'organisme avec celui-ci ayant
également une influence plus ou moins importante sur l'apparition ou non du probléme.

Punch rénale : Stade avancé de I’atteinte rénale.



Susceptibilité génétique : Une sensibilité latente a une maladie au niveau géneétique qui
pourrait étre déclenchée dans certaines conditions.

Syndrome de Raynaud : Maladie de Raynaud ou syndrome de Raynaud, sont deux
affections légérement différentes, ce n’est pas seulement avoir les mains ou les pieds froids. Il
s’agit d’un trouble chronique de la circulation du sang dans les extrémités, qui survient de facon
périodique, en cas d’exposition au froid et, plus rarement, en cas de stress émotionnel.

Tolérance : Etat de non réponse immunitaire a un antigéne. Normalement, 1’organisme est
tolérant a ses propres constituants (Tolérance du soi, ou auto-tolérance).

Ulcération buccale : Les ulcérations buccales et I’inflammation de la bouche (stomatite)
sont variables dans leur aspect et leur taille et peuvent toucher n’importe quelle partie de la
bouche, y compris les lévres. Certaines personnes peuvent présenter un gonflement et une
rougeur de la muqueuse buccale ou des ulcérations isolées et douloureuses.

Variant génétique : Région du génome qui est variable d’un individu a ’autre. Il peut
s’agir d’une variation mononucléotidique, ou dans une localisation donnée du génome deux
nucléotides différents peuvent étre observes dans la population (A/T, A/G, A/C, G/C, G/T ou
T/C). Classiquement, lorsqu’un variant génétique est fréquent (> 1 % de la population) on parle
de polymorphisme, lorsqu’il est rare on utilise plutot le terme mutation. Les variants génétiques
les plus fréguemment étudiés dans GWAS a ce jour sont les polymorphismes
mononucléotidiques (SNP).

Vespertilio : Variété de pathologie cutanée appartenant aux lupus érythémateux. Cette
affection se traduit par une rougeur, accompagnée de plaques de peau, localisée sur les
pommettes, la tranche du nez, le front, le cou et parfois la région du décolleté.

Y RNAs : Petits ARN non codants, composants de la particule ribonucléoprotéique Ro 60
qui est une cible d'anticorps auto-immuns chez les patients atteints de lupus érythémateux
disséminé. lls sont également nécessaires a la réplication de I'ADN par des interactions avec la
chromatine et les protéines d'initiation.
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Introduction

Introduction

Le Lupus Erythémateux systémique ou disséminé (LES ou LED) est une maladie auto-
immune non spécifique d’organe chronique, et complexe dont les causes précises restent mal
connues. L'étiologie du LES est multifactorielle, elle inclut les contributions de I'environnement
(tabac, infections par le virus d'Epstein-Barr (EBV) ou Porphyromonasgingivalis, ...), les
facteurs immunologiques, et la susceptibilité génétique (genes HLA et non-HLA) (George et
al., 2016). Sa prévalence dans la population générale est estimée a 40 par 100 000 habitants

selon les ethnies (Klein-Gitelman et al., 2016).

Le LES est caractérisé par des atteintes multi-viscérales, une rupture de tolérance vis-a-vis
de I’antigene du soi, et une production accrue d'auto-anticorps en réponse a des auto-antigenes
(auto-Ag) nucléaires, dirigés en particulier contre I’ ADN double brin (ADNdb) (Rumore et al.,
1990), les composants nucléaires (tels que les anticorps anti-nucléaires (ANA), et les
ribonucléoprotéines) exposes a la surface des cellules apoptotiques ou ils peuvent étre reconnus
par le systtme immunitaire (Baumann et al., 2002). Un défaut de clairance du matériel
apoptotique et nécrotique prolonge 1’exposition de ces auto-antigénes au systéme immunitaire,
et par conséquent une immuno-stimulation et une production d’auto-anticorps, entrainant la
formation de complexes immuns qui se déposent dans différents tissus et organes (peau,
articulations, reins, séreuses, systeme nerveux central, et cellules sanguines) provoquant des

Iésions tissulaires (Lazzari et al., 2014).

Chez les patients lupiques, 1’anomalie majeure en sérologie étant la présence d’auto-
anticorps circulants considérés comme pathogénes, du moment ou ils peuvent délivrer des
acides nucléiques aux récepteurs antiviraux endosomiques de type Toll (TLR), suite a
I’internalisation du complexe immun via le récepteur Fc. L’implication des TLR 2, 4, 7, et 9
dans la pathogénése du LES a été démontrée par de nombreuses études (Papadimitraki et al.,
2006 ; Subramanian et al., 2006).

L'activation des voies TLR antivirales entraine la production d'interféron de type | (IFN 1),
une famille de cytokines ayant des effets stimulants puissants sur les cellules immunitaires et

critiques pour I'élimination des infections virales (Moulton et al., 2017).

Au cours des trois dernieres decennies, les preuves de I'implication de l'interféron de type

I (IFN-I) dans la pathogenese du lupus érythemateux systémique ont émergé (Kyogoku et
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Tsuchiya., 2007), et environ 50% des patients ont montré une expression dérégulée des génes

impliqués dans la voie IFN appelée « signature d’interféron » (Baechler et al., 2003).

Les facteurs régulateurs d’interféron (IRF) constituent une famille de facteurs de
transcription, I’IRF5 faisant partie de ce groupe, régule la sécrétion de nombreuses cytokines

pro-inflammatoires dont I’IFN.

Fait intéressant, les polymorphismes du géne IRF5 chez I'hnomme peuvent entrainer des
risques ou des haplotypes protecteurs vis-a-vis de la susceptibilité au LES (Zervou et al., 2017),
’association entre les polymorphismes d’IRF5 et le LES est la premicére a avoir été¢ détectée
suite a un criblage de génes impliqués dans la voie de I'lFN de type I chez les patients suédois,

islandais et finlandais (Sigurdsson et al., 2005 ; Lazzari et al., 2014).

A ce jour plusieurs études de cas témoins ont été réalisées dans diverses populations, avec
des ascendances ethniques variées pour mieux comprendre la physiopathologie moléculaire et
cellulaire du LES. La présente étude a pour objectifs :

» La recherche d’une association entre le polymorphisme de type polymorphisme
de nucléotide unique (SNP) IRF5 « rs752637 » et la susceptibilité a développer le LES
chez les patients Algériens et de comparer les fréquences alléliques et génotypiques

entre les patients et les sujets sains.

= La recherche d’une corrélation entre le SNP et la production d’auto-anticorps

chez les patients ayant le LES, en se basant sur leurs données sérologiques.
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L’Immunologie est « la science de la défense contre le non-soi dans le respect de soi ».

Jean Dausset (Klein., 1982).

I. Réponse immunitaire et auto-immunité

Le fonctionnement du systéme immunitaire est rapide et hautement spécifique. Dans sa
globalité, il implique tellement d’organes, de molécules, de cellules, et de voies tout au long de
processus interconnectés et parfois circulaires. Il a pour objectif la protection contre les micro-
organismes, les matiéres étrangeres et toxiques, ainsi que les cellules malignes. L’immunologie
contemporaine distingue deux types d’immunité, I’une dite « innée » et 1’autre dite « adaptative

»,

Au début du vingtiéme siecle, Paul Ehrlich a réalisé que le systéme immunitaire pouvait
présenter des dysfonctionnements. Ainsi, au lieu de réagir uniqguement contre des antigenes
étrangers, il pouvait s’attaquer au Soi. Cet état, qu’il a appelé « horrorautotoxicus », correspond

a un syndrome clinique ayant pour nom générique « auto-immunité ».

Cette réponse inappropriée du systeme immunitaire, dirigeant son activité humorale liée a
la production d'anticorps et/ou son activité cellulaire, par I’intermédiaire des cellules T, contre
des composants du Soi est la cause des maladies auto-immunes spécifiques d’organes ou non

spécifiques d’organes, tel que le Lupus Erythémateux Systémique (Owen., 2014).

I1. Lupus érythémateux systémigue

11.1. Définition et historique

Le lupus tire son nom du mot latin qui signifie « Loup » en référence a 1’éruption écarlate

en forme de masque sur le visage, caracteristique de la maladie (Figure 1) (Meyer et al., 2005).

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie auto-immune non spécifique
d’organe qui sous forme d’inflammation chronique, se caractérise par une production d’auto-
anticorps. Plusieurs mécanismes pathogéniques contribuent : a la production de ces auto-
anticorps diriges principalement contre des antigenes nucléaires du soi (Tableau 1), a la
diminution de clairance des complexes immuns formés, ainsi qu’a des anomalies d’activation
des lymphocytes B et T, et sont responsables de la majorité des manifestations cliniques
viscérales, qui différent d’un sujet a un autre (Yogita et al., 2015 ; Moulton et al., 2017 ; Zervou
etal., 2017).
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Figure 1 : Les manifestations dermatologiques dans le lupus érythémateux systémique
(Buxeraud et al., 2016).

Tableau I : Incidence des principaux anticorps anti-nucléaires et anti-cytoplasmes au

cours du lupus érythémateux systémique (adapté de Mayer et al., 2005).

Type d’anticorps

Antinoyaux (dépistage) 98 0
ADN :

* natif 70 +++

* dénaturé 70-100 0
Histones (H2A-H2B) 50-80 + (médicament)
Nucléosomes (chromatine) 60-80 ++
Sm 5-30 +H
RNP 3040 +
SSA 30 0
SSB 10 0
Ribosomes 10-20 +
Protéine P ribosomale 5-20 ++
Cardiolipine/phospholipides 40 0

11 est communément admis qu’un patient est atteint de LES lorsqu’il remplit quatre critéres
au moins, simultanément ou successivement, des criteres révisés du college américain de
rhumatologie (ACR) (Annexe 1) (Klein-Gitelman et al., 2016).

La chronologie des découvertes les plus importantes reliées au LES est résumée en

Figure 2 et en Annexe 2.
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Figure 2 : Historique du lupus érythémateux systémique (originale, 2018).

11.2. Epidémiologie

Le LES est une maladie systémique, protéiforme, grave en I’absence de traitement, qui
touche avec prédilection la femme jeune en période d’activité ovulatoire (20-40ans),
I’cestrogéne et la prolactine renforcent les réponses immunitaires (Cunningham et al., 2011 ;
Shelly et al., 2012), avec un sex-ratio de 9 femmes pour 1 homme, mais elle peut débuter aussi
chez les enfants et les personnes agées (Mathian et al., 2014). Sa prévalence dans la population
générale est estimée a 40 par 100 000 habitants selon les ethnies (Petri et al., en 2002 ; Klein-
Gitelman et al., 2016).

D’aprés Pineles et al., en 2011, qui a résumé plus de neuf études ayant décrit I'incidence
du lupus de 0,36 a 2,5 par 100 000 individus. Ces derniers comprenaient des données provenant
d'’Amérique du Nord, d'Europe et d'Asie, avec un taux de 3,6 pour 100 000 pour les Afro-

Américains, et 0,5 pour 100 000 pour les Caucasiens

De grands progrés ont été réalisés au cours des 50 derniéres années et la mortalité n'est

plus que de 10% en 10 ans (contre 50% en 3 ans dans les années 1960) (Petri et al., en 2002).

11.3. Facteurs contribuant au développement de la maladie

Une meilleure compréhension des facteurs contribuant au développement du LES s’est

traduite ces derniéres années par des progreés considerables dans la prise en charge des patients
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lupiques, tant sur le plan diagnostique, pronostique que thérapeutique. C’est I’étroite interaction
entre ces facteurs: immunologiques, environnementaux, et génétiques qui explique le
développement et I’exacerbation de la pathologie lupique (Perdriger et al., 2002 ;Dieudé et al.,
2012).

Cet important désordre immunologique résulte vraisemblablement d’interactions entre des
génes de susceptibilité et des facteurs d’environnement. Une prédisposition génétique est
attestée par le caractere familial de I’affection observé dans environ 10 % des cas. Plusieurs
génes sont probablement impliqués, la plupart n’étant pas encore identifiés (voir Annexe 3).
Parmi les facteurs d’environnement sont notamment incriminés les rayons ultraviolets, la prise
d’cestrogénes, le desbiose, le tabac, voir I’infection par le virus Epstein-Barr. Le r6le nocif du

stress n’est pas évaluable a ce jour (George et al., 2016 ; Klein-Gitelman et al., 2016 ).

11.4. Physiopathologie cellulaire et moléculaire du LES

Les progrés dans la compréhension du LES ont été entraves par I'hétérogénéité de la
maladie (George et al., 2016). Des anomalies génétiques predisposent le systeme immunitaire
dans un environnement particulier et sous I’influence d’événements aléatoires, au
développement progressif et chronique d’une réponse immunitaire anormale (Figure 3)

(Perdriger et al., 2002).

La majorité des patients lupiques présentent un défaut intrinseque dans la clairance et/ou
un exces de production de substances apoptotiques et nécrotiques (mort prématurée et non
programmée des cellules dans un tissu vivant respectivement). Ce défaut prolonge I'exposition
des auto-antigenes au systeme immunitaire (Perniok et al., 1998 ; Poon et al., 2014). Plusieurs

déficits sont actuellement décrits permettant d’expliquer ce défaut de clairance. Parmi eux :

o Lesdeficits (quantitatifs et/ou qualitatifs) des composants precoces de la cascade
classique du complément (Clq, Clr/s, C2, C4A...), qui dans le cas normal participent a
I’¢élimination des cellules apoptotiques, et a 1’activation des cellules B et T (Truedsson
et al., 2007).

e Les deficits (quantitatifs et/ou qualitatifs) dans de nombreux ligands et
récepteurs responsables de I’internalisation des corps apoptotiques, comme par exemple

le composant du complément C1q (Slingsby et al., 1996), et la protéine S qui est le ligand
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des récepteurs Tyro3, Axl et Mer (TAM) exprimée par les macrophages (M@) (Suh et
al., 2010).

Les polynucléaires neutrophiles (PN) sont une autre source d’auto-Ag. Ces derniers ont
une propriété cellulaire consécutif a leur activation, la NETose, qui est un processus permettant
la formation et la libération de pieges extracellulaires (NETs), composés de fragments d’ADN
recouverts de protéines tres diversifiées. Ces NETs ont un role bien décrit dans I’immunité anti-
infecticuse, puisqu’ils sont capables de piéger et de détruire les agents pathogénes
extracellulaires (Yogita et al., 2015), en induisant la production d'IFN-I par les cellules

dendritiques plasmacytoides (pDC) suite a ’activation des TLR9 (Garcia-Romo et al., 2011 ;
Villanueva et al., 2011).

Déclencheurs
Génétiques, Environnementales, hormonales, virales, et endogénes

{Immunité innée i: Immunité adaptative

Auto-Antigene
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e % Q ©
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Figure 3 : Physiopathologie cellulaire et moléculaire du LES (Originale, 2018).

Les cellules dendritiques my¢éloides suite a 1’internalisation de ces auto-antigenes (auto-
Ag) sécrétent des cytokines pro-inflammatoires (TNFa, IL-1...), qui activent les lymphocytes
T auto-réactifs qui par la suite attaquent les cellules du soi et controlent 1’activation et la

sécrétion d’auto-Ac par les lymphocytes B (Herrmann et al., 1998 ; Mathian et al., 2014 ;

Moulton et al., 2017).
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De plus, les TLR de ces cellules présentatrices d’auto-ag sont activés suite a
I’internalisation du complexe immun via le récepteur Fc, permettant ainsi le développement
d’une réponse antivirale. De nombreuses études ont démontré que chez ’humain 1’activation
du TLR2,du TLR4, du TLR7, et du TLR9 par I’ADNdb par exemple, participe a la
pathogénése du LES (Lartigue et al., 2009 ; Moulton et al., 2017 ; Tsokos et al., 2016). L’une
des conséquences majeures de I’activation de la voie TLR antivirale est 1’augmentation de
production de I’INF de type I, qui avec la présence d’auto-anticorps présentent les anomalies
majeures en sérologie. L’INF-o décrite comme étant la cytokine chef d’orchestre de la réaction
auto-immune en favorisant la perte de tolérance en diminuant le développement des
lymphocytes T régulateurs (Ohl et Tenbrock., 2015), et en favorisant la différenciation des LB,

qui amplifient la réponse inflammatoire par la sécrétion d’auto-AC (Mathian et al., 2014).

L’implication des IRF dans la production d’IFN de type 1 et de cytokines inflammatoires

par le biais des voies de signalisation des TLR est représentée dans la figure 3.

-

Membranes plasmique E
>
\

Endosome

[ FCaRoA. |
[LR9 |
4,4 TLR3
JTIR4

. | TREF |
TRAM |

NFxB NFxB
NFxB IRF3 IRF3
IRF3 IRFS IRF5
IRFS IRF7
IRF1 \l/

\ Transcription
IFN I
Noyau Dromoleus Cytokines inflammatoires

Figure 4 : Implication des IRF dans les voies de signalisation des TLR menant a la

production d’TFN de type 1 et de cytokines inflammatoires (originale, 2018).
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Une prédisposition génétique est attestée par le caractére familial de 1’affection observé

dans environ 10 % des cas. Plusieurs génes sont donc impliqués (voir annexe 3).

Au cours des trois derniéres décennies, des preuves de lI'implication de l'interféron de type
| (IFN-I) dans la pathogenése du SLE ont émergé (Kyogoku et Tsuchiya., 2007), et environ
50% des patients ont montré une expression dérégulée des genes impliqués dans la voie IFN

appelée « signature d’interféron » (Baechler et al., 2003).

I11. IRF5, production d'IEN de type | et implications dans LES

Les IRF constituent une famille de facteurs de transcription qui régulent la sécrétion de
nombreuses cytokines pro-inflammatoires dont I’IFN. IIs sont stimulés par les récepteurs de
type Toll et les récepteurs intra-cytoplasmiques reconnaissants des motifs d’acides nucléiques
viraux ou bactériens (les hélicases de type RIG [RIG-1, MAD?5], les récepteurs de type NOD et
le récepteur DAL),

Les IRF sont impliqués dans la défense innée antimicrobienne, la prolifération, la survie et

la différentiation cellulaire (Sigurdsson et al., 2005 ; Niewold et al., 2011).

Neuf protéines distinctes sont retrouvées chez 1’humain, en plus de I'lRF3 et 7, le facteur
de transcription IRF5 a été impliqué dans la production d'IFN de type | (Barnes et al., 2001 ;
2003).

Le gene IRF5 se situe sur le chromosome 7 (79g32.1). La protéine est un polypeptide de 60-
63 kDa, compose d'un domaine en N-terminal de liaison & 'ADN (DBD), caractérisé par la
présence de 5 résidus tryptophane formant un motif (Helix-Turn-Helix), un domaine
d'association d’IRF en C-terminal (IAD), et une région centrale reliant le DBD et le IAD. Avant
le domaine BDB, un domaine de liaison des facteurs régulateurs de la voie d’IFN (IRFE) est
retrouvé, ainsi qu’un autre domaine, 1’élément de réponse stimulé par I’INF (ISRE) (Fujii et al.,

1999) (Figure4).
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Figure 5 : Présentation Schématique de la structure du gene IRF5 (adapté de Lazari et
al., 2014).

IRF5 est constitutivement exprimé dans les lymphocytes B, les CDs et les macrophages.
Son expression est également inductible par les IFNs de type I et les TLRs (Schoenemeyer et
al., 2005 ; Takaoka et al., 2005).

R
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Figure 6 : Role du facteur de transcription IRF5 en physiologie (Originale, 2018).
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I11.1. R6le du facteur de transcription IRF5 en physiopathologie du LES

De nombreuses publications confirment I’implication du facteur de transcription IRF5
dans les voies de signalisation des TLRs (Schoenemeyer et al., 2005 ; Takaoka et al., 2005),
dans les processus apoptotiques induites (Yanai et al., 2007 ; Couzinet et al., 2008 ; Hu et al.,
2009), ainsi que dans d’autres voies telle que la voie de signalisation dépendante du récepteur
NOD (Pandey et al., 2009) (figure 5).

IRF5 est essentiel pour la production d’IFN de type I et de cytokines inflammatoires en
aval de I’activation des TLRs. Comme précise précédemment, les TLRs, les IFNs de type I, et
les cytokines inflammatoires jouent un r6le primordial dans les maladies auto-immunes, dont
le LES notamment. Il était donc logique de s’intéresser au role de ce facteur de transcription

dans cette présente étude cas-témoins.

De plus, étant donné que les génes d’IRFS5 sont altérés préférentiellement dans le LES,
indiquant aussi que plusieurs variants de risque d’IRF5 semble étre liés a plusieurs phénomeénes
mécanistes de cette maladie, cela suggére que la contribution de I’'IRF5 au LES ne se limite pas
a larégulation d’IFN, ce FT est peut-étre impliqué dans d’autres voies potentiellement corrélées

au développement du LES.

I11. 2. IRF5 et polarisation des macrophages

Tout comme les cellules T, les macrophages peuvent étre divisés en macrophages M1 et
M2. Et comme les cellules Thl, les M1 ont un phénotype plus agressif et peuvent induire de
puissantes réponses inflammatoires. Tandis que les macrophages M2 aident les cellules Th2 a
induire des réponses plus Iégéres et moins inflammatoires et favorisent la prolifération cellulaire

et la réparation des tissus en sécrétant de I’IL-10, TNF-a, et I’'IL-6 (Mantovani et al., 2005).

Fait intéressant, I’IRF5 s'est récemment avéré étre l'un des principaux facteurs de
transcription impliqué dans la différenciation des macrophages vers un phénotype M1
(Krausgruber et al., 2011).

Des stimuli inflammatoires tels qu'une infection bactérienne et un traitement des
monocytes avec le facteur stimulant les colonies de granulocytes (GM-CSF) polarisant M1
peuvent réguler I'expression de I'IRF5, qui a son tour intervient dans la transcription des
marqueurs M1 typiques tels que I’l1L-12, le TNF-a, I’IFN-y et la répression de la cytokine anti-

inflammatoire IL-10, favorisant I'expansion et I'activation TH1 en induisant la sécrétion d’IL-

11
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23, et les TH17 hautement inflammatoires, dont la différenciation est déclenchée par des
cytokines pro-inflammatoires, telles que I’IL-1, IL-6 et IL-23 (Krausgruber et al., 2010 ; 2011).

111.3. IRF5 et lymphocytes B

Le role de I’IRF5 dans le développement des cellules B a été étudié chez des souris IRF5”
I aprés observation que ces souris présentaient une accumulation de cellules B immatures, des

niveaux réduits de plasmocytes, et une diminution du titre d'anticorps (Lien et al., 2010).

IRF5 régulerait la transcription d’une protéine de maturation induite des lymphocytes B
(Blimp-1), critique pour la différenciation des cellules B en plasmocytes et la sécrétion d'lgG,
contrélant ainsi indirectement la commutation de classe d'lgG vers les sous-types IgG2a et

IgG2b plus pathogenes (Fang et al., 2012).

I11. 4. Etudes génétiques des polymorphismes de I'IRF5

Deux grandes ¢études ont montré qu’un haplotype d’IRFS5 particulier, constituait un facteur
de risque important du LES (Sigurdsson et al., 2005 ; Graham et al., 2006). Ces données ont
¢été confirmées par d’autres équipes qui ont également identifi¢é d’autres polymorphismes
d’IRF5 a risque chez plusieurs populations, en particulier dans des populations

caucasiennes (Richez et al., 2010) (Figure 6).

rs41298401
rs6953165

3456 789 rs2280714
UTR

5 3’
rs3757385 30bp ins/del rs10488631
rs4728142 ;| rs752637: IO
rs729302 rs2004640 | rs12539741
CGGGG ins/del rs10954213

rs11770589

Figure 6 : Illustration schématique du géne IRF5 avec les positions des différents

polymorphismes étudiés (Richez et al., 2010).

Chez I’homme, I’IRF5 s’exprime sous la forme de multiples variants dont certains sont
inactifs sur le plan transcriptionnel pouvant ainsi fonctionner comme des mutants dominants

négatifs (Mancl et al., 2005). Les individus en fonction de leur combinaison de ces multiples
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polymorphismes, ont donc un risque plus ou moins important de développer un lupus (Graham
et al., 2007 ; Rhodes et al., 2008) (Tableau Il de I’annexe 4).

Ces polymorphismes sont responsables :

* De I’expression de différents isoformes d’IRF5 avec notamment la création d’un nouveau
site d’épissage conduisant a 1’expression du variant 1B responsable de 1’expression élevée
d'IRF5 dans les tissus cibles (rs2004640*alléle T) (Sigurdsson et al., 2005 ; Graham et al.,
2006 ).

* De la création d’un site de polyadénilation responsable de I’expression d’un variant de
transcription plus court et plus stable, donc d’une expression accrue d’IRF5 (rs10954213*allele

A) (Graham et al., 2007 ; Kawasaki et al., 2008).

* De modification de la transcription des génes cibles (30pb insertion/délétion de I’exon
6), qui modifie une région du domaine riche en proline, en acide glutamique, en sérine et en
thréonine, ce qui modifie la longueur de la 3°’UTR et la stabilit¢ des ARNm d’IRF5 (Graham et
al., 2007 ; Kawasaki et al., 2008).

* De la création d’un site supplémentaire de fixation d’un facteur de transcription (FT), la
protéine de spécificité 1 (SP1), une protéine qui joue un rdle majeur dans plusieurs processus
physiologiques y compris 1’apoptose et la différenciation cellulaire, et par conséquence une
augmentation de la liaison protéique a cet allele. Par exemple, les éléments de réponse au stimuli
par I'IFN (ISRE) sont connus pour interagir avec les sites de liaison SP1 pour augmenter
I'expression du géne PKR (protéine kinase inductible par I'lFN régulée par I'ARN) (Sigurdsson
et al., 2008).
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Il s’agit d’une étude de cas-témoins ayant pour objectif principal de rechercher une
association entre le polymorphisme du gene IRF5 (un polymorphisme ponctuelle C ou T sur les
deux alléles du gene IRF5, en position -2716, ce SNP a pour référence : rs752637) et la
susceptibilité au développement du LES chez une population Algérienne, en comparant les
fréquences alléliques (fréquence a laquelle se trouve I'alléle d'un variant dans une population),et
génotypiques (fréquence des compositions alléliques de tous les génes), entre des patients

atteints du LES, des sujets contrdles atteints de Polyarthrite rhumatoide, et des sujets sains.

Rechercher chez les patients atteints du LES une corrélation entre ce polymorphisme et le
profil en auto-anticorps, notamment : 1’anti-ADN natif, I’anti-SSA/Ro et I’anti SSB/La, Sm,
Scl-70, CENP. Ces auto-anticorps anti SSA, et SSB reconnaissent des polypeptides fixés sur de
petits ARN appelés YRNA nécessaires a la réplication de 'ADN.

La présente étude est réalisée au niveau du département d’immunologie de 1’Institut
Pasteur d’Alger, au sein du laboratoire d'auto-immunité, et du laboratoire HLA-Immuno-

génétique entre le mois d’Avril 2018 a Juin 2018.

I. Matériel

|.1.Matériel biologique

Il s'agit d'une étude de cas-témoins faite sur 402 sujets appartenant a une population

d’origine algérienne comprenant :
- 87 patients atteints d'un Lupus érythémateux systémique (LES).

-189 patients atteints d'une Polyarthrite Rhumatoide (PR), qui représentent la population

controle.
- 126 sujets sains.

Un prélévement du sang veineux est d’abord réalisé chez 1’ensemble des patients et des

contrdles sur tube a anticoagulant (EDTA) dans le but d’extraire I’ADN par la suite.

Il faut noter que tous les patients lupiques remplissent au minimum quatre critéres de
I’ACR, une fiche de renseignements cliniques est donc établie pour chaque patient recruté au

niveau de I’ Institut Pasteur prise en charge au niveau de I’hopital de douera, apres consentement
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écrit du patient. Les sujets sains sont quant a eux recrutés au sein des centres de transfusion
sanguine (CTS).

La protéinase K (10mg/mL), ainsi que la Taq polymérase isolée de Thermus aquaticus sont

utilées.

1.2. Matériel non biologique :

La réalisation de cette étude nécessite 1’utilisation d’une variété d’appareillages et de

réactifs. L’ensemble du matériel est cité dans 1’annexe 5.

1. Méthodes

11.1. Extraction d'ADN

L'ADN utilisé comme matrice d'amplification pour les réactions PCR est extrait a partir du
sang total prélevé. Pour cela, la technique du relargage des protéines a force ionique élevée est
utilisée: la technique de Salting-Out (Technique au chlorure de sodium saturé). Dans cette

technique, I’ADN est extrait apres lyse des globules rouges et blancs (Miller et al., 1987).

Principe :

Cette méthode implique le « relargage » des protéines cellulaires « Salting out » : c'est a
dire une déshydratation suivie d'une précipitation des protéines par une solution de chlorure de
sodium saturée (Nacl a 6M). Apres précipitation des protéines, I'ADN est précipité par de
I'éthanol absolu glacial (-20°C), I’ADN prend alors 1’aspect d’une méduse qui est re-suspendu

dans de I’eau distillée
Protocol :

A/ Lyse des globules rouges :

Une solution de lyse des globules rouges (SLR) est préparée, elle est composeée de :

“EDTA: (0,5M, pH : 8) = 10mL
s Tris : (1M, pH :8) = 5mL
+ Eau distillée : Quantité suffisante pour 500mL a pH : 7.
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Cette preparation doit étre conservee a 4C°, et peut rester stable pendant deux mois.

Un volume de 10mL de la SLR est ajouté a 5mL du prélevement sanguin, puis le mélange
est agité énergiquement et laissé 20min dans de la glace a -20°C en agitant toutes les 5min. Ce
choc thermique va fragiliser la paroi des globules rouges. Le mélange est ensuite centrifugé a
température ambiante pendant 10min a 2500 tours/min, et le surnageant est éliminé. Dans le
but d’avoir un culot bien blanc de globules blancs, ce dernier est lavé deux ou trois fois. Suite
a ¢a, 20mL de la SLR sont ajoutés au culot dans le but de le casser, et a nouveau 25mL de la
SLR sont ajoutés au mélange qui est incubé pendant 10min a 20°C, agité énergiquement, puis
incubé a nouveau 10min a 20°C. Une centrifugation a température ambiante de 10min a 4000

tours/min est réalisée, le surnageant est jeté, et le culot de globules blancs est gardé a -20°C.

B/ Lyse des globules blancs :
Une solution de lyse des globules blancs (SLB) est préparée, elle est composée de :

<+ EDTA: (0,5M, pH : 8) =5mL
s Tris: (1M, pH : 8) =5mL
+¢ Eau distillée : Quantité suffisante pour 500ml (pH : 7)

La solution doit étre préparée dans des conditions stériles et conservée a 4C°.

Le bain marie (ALTROD) est préalablement allumé, et la protéinase K & 10mg/mL est
reconstituée avec ImL d’eau distillée. Le culot de globules blancs est ensuite reprit dans 3mL
de la SLB, 40uL de protéinase K, et 600uL de SDS a 10%. Ce mélange est agité délicatement

et incubé une nuit au bain marie & 37°C.

C / Extraction de I’ADN :

Afin d’extraire I’ADN, 500uL de NaCl a 6M sont d’abord ajoutés a la solution de globules
blancs. Le mélange est ensuite agite fortement, puis centrifuge a température ambiante pendant
25min a 3500 tours/min. Le surnageant est gardé, et transféré dans un tube neuf pour pouvoir

ajouter 3 mL d’éthanol absolu glacial. Le tube est ensuite mélangé délicatement a 1’aide d’une
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pipette Pasteur pour pouvoir récupérer ’ADN qui va se coller dessus. En parallele, 1 mL
d’¢éthanol a 70% est déposé dans un eppendorf neuf. La pipette Pasteur contenant la « méduse »
d’ADN est cassée dans I’eppendorf d’éthanol. Ce dernier est centrifugé deux fois 1 a 2min.
L’éthanol est alors jeté, I’eppendorf est séché, 500 pL d’eau distillée sont ajoutés. Enfin, les

tubes sont laissés sur un agitateur pendant 2 jours pour bien diluer I’ADN.
11.2. Quantification de I'ADN extrait

Le dosage de I’ADN s'effectue grace au Nanodrop, un spectrophotométre qui mesure
I’absorbance (ou densité optique « DO ») des acides nucléiques a 260 nm. Parallélement a ¢a,
il est indispensable d’évaluer la pureté de I’ADN en mesurant I’absorption a 280 nm permettant
ainsi de détecter une éventuelle contamination de 1’extrait par des protéines ou de I’ARN. La
solution d’ADN est considérée comme étant pure Si le rapport DO 260/280 donne une valeur
entre 1,8 et 2,2. En revanche, si ce rapport est : inférieur a 1,8 : 'ADN est contaminé par des
protéines, ou supérieur a 2,2: I’ADN est contaminé par de I'ARN.

Les échantillons d’ADN doivent par la suite avoir la méme concentration finale de
20ng/mL. Pour cela, une dilution a I’eau distillée est réalisée en se basant sur la loi de

conservation des concentrations : (CiV,= CrVF).

11.3. Etude du Single Nucleotide Polymorphism (SNP) par la technologie
TagMan

Le polymorphisme de nucléotide unique (SNP) étudié dans ce travail est génotypé par
réaction en chaine de la polymérase en temps réel (RT-PCR). Cette derniére repose sur la
détection et la quantification d’un marqueur fluorescent au cours de la réaction d’amplification.
Le signal fluorescent étant directement proportionnel a la quantité de produits de PCR généreés,
en mesurant I’intensité de fluorescence émise a chaque cycle, il est possible de suivre la
formation des produits de PCR pendant la phase exponentielle (phase au cours de laquelle la
quantité de produits amplifiés est en corrélation directe avec la quantité initiale de matrice)
(Poitras et Houde., 2002).

Les produits d’amplification par PCR peuvent étre détectés selon deux grands principes :
Par marquage non spécifique avec des agents se liant a I’ADN double brin (Syber Green I), ou
marquage spécifique du produit de la PCR a I’aide d’une ou de deux sonde(s) fluorescente(s)
"Sondes TagMan ou balises moléculaires". Dans cette présente étude, la technologie TagMan

est utilisée.
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Principe de la technologie TagMan:

La technologie TagMan repose sur [l’utilisation d’une sonde « TagMan », un
oligonucléotide dont I’extrémité 5’ contient un fluorochrome attaché de manicre covalente, et
I’extrémité 3’ porte un désactivateur (Quencher non fluorescent « NFQ »). Ce dernier a pour
fonction d’inhiber (d’éteindre) la fluorescence émise par le fluorochrome suite a une excitation
par la source lumiere du thermocycleur. Ainsi, tant que le fluorochrome et le désactivateur sont
a proximité I'un de l'autre, le signal fluorescent est inhibeé par le désactivateur. La sonde TagMan
s'’hybride avec une région d’ADN spécifique amplifiée par une paire d'amorces spécifiques,
I’interaction du duplex "ADN cible — sonde spécifique" se stabilise grace a une molécule
(MGB) qui s’insére dans le petit sillon de la double hélice formée par le duplex. L’enzyme
Taqg polymérase d’une part élonge 1’amorce pour synthétiser le brin néoformé de I’extrémité 3’
vers 5’ du brin complémentaire. D’autre part, I’enzyme possede également une activité
exonucléase 5'-3" et dégrade donc la sonde hybridée au brin matrice permettant le relargage de
la fluorescence en cassant la proximité avec le quencher. La fluorescence détectée est
proportionnelle au relargage du fluorochrome et donc a la quantité d’ADN d’intérét présente

dans le produit de la PCR (Figure 8) (Zhuo et al., 2015).
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Figure 8 : Différentes étapes du génotypage par la technologie TagMan

(www.thermofisher.com).

21


https://fr.wikipedia.org/wiki/ADN
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amorce_(g%C3%A9n%C3%A9tique)

Matériel et Méthodes

Protocol :

Afin de préparer le mix PCR, deux mélanges sont préalablement posés 30 min a
température ambiante, le TagMan Universal PCR Master Mix (contenant 1’enzyme Taq ADN
polymérase, les dNTPs, le MgCly, et une solution tampon a un pH constant adéquat pour la
réaction de polymérisation), et I’AD-Mix TagMan SNP Genotyping Assays (contenant deux
sondes TagMan contenant des colorants fluorescents distincts, la molécule MGB spécifique a
I'alléle, et une paire d'amorces PCR pour détecter des cibles SNP specifiques). Puis, le mix
d’amplification est préparé en fonction du nombre d’échantillon plus deux (a2 cause d’une
éventuelle différence que peut procurer le pipetage) (voir le Tableau Ill). Suite a ¢a, 6.875 pL
du mix et 2 uL d’ADN sont déposés dans chaque puit d’une microplaque 96 puits. Comme
témoins négatifs, 1 pL d’eau distillée est déposé dans les deux derniers puits de la plaque. En
fin, la plague est fermée hermétiquement avec une feuille thermocollante, centrifugee
rapidement, pour étre placée dans le thermocycleur, un appareil programmable qui permet
d’exposer la microplaque a des températures choisies et a des durées déterminées pour favoriser

les différentes étapes d’une réaction PCR (Tableau 1V).

Tableau 111 : Mélange réactionnel pour la d’une réaction en chaine de la polymérase en
temps reéel.
Composant Quantité /100 puits Quantité /puit
AD Mix 12.5ul 0.125ul
Master Mix 250ul 2.5u
Eau distillée stérile 425l 4.25ul
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Tableau IV : Programme favorisant les différentes étapes d’une réaction en chaine de la

polymérase en temps réel.

Température
60°C
95°C
95°C (40fois)
60°C
60°C

Durée du cycle
Imin
10min
135
lmin

Imin

Mécanismes
Activation de la Taq polymérase
Dénaturation initiale
Dénaturation des sondes amplifiées
Hybridation-Elongation

Activation des fluorochromes et
préparation a la lecture.

La fluorescence lors de la RT-PCR est émise des deux sondes TagMan, chacune de ces

sondes renferment : un flurochrome a I’extrémité 5” spécifique de chaque type d’alléle. Deux

sondes fluorescentes discriminantes sont donc utilisées : 2'-chloro-7'phenyl-1,4-dichloro-6-

carboxy-fluorescein (VIC) et 6-carboxyfluorescéine, acronyme (FAM).

Cette fluorescence est ensuite captée par un détecteur couplé au thermocycleur, puis traitée

grice au logiciel 7500 softwares v2.0.1 de I’ordinateur lié au détecteur (AppliedBiosystems™).
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Figure 9 : Détermination des génotypages en fonction du type de fluorescence

(originale).
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Interprétation :

Chaque échantillon étant représenté par un point, le profil de fluorescence de chaque point
est défini par la suite. Par exemple, le nuage de point exprimant majoritairement la fluorescence
FAM de couleur bleu correspond a des échantillons homozygotes pour 1’un des deux alléles.
Le nuage rouge correspond a une florescence VIC majoritaire, et donc a des échantillons
homozygotes pour 1’autre all¢le. Tandis que le nuage vert correspond a une émission des deux
fluorescences, correspond donc a des échantillons hétérozygotes pour le SNP considéré. Quant
aux points noirs, ils correspondent & une PCR qui n’a pas marché ou a un positionnement

ambigu des amorces, et donc une hybridation non spécifique (Figure 9).

Il faut noter que pour chaque mix, le fournisseur précise a quel allele sauvage ou muté est

associé chacune des sondes VIC et FAM.

11.4. Recherche d’une association entre le polymorphisme SNP IRF5
(rs752637) et la susceptibilité a développer le LES

L’étude est réalisée sur des malades atteints du LES, ils présentent également diverses
manifestations pathologiques. L'analyse des données des patients comprend 1’aspect
épidémiologique, clinique et immunologique, afin d’asseoir une association entre le
polymorphisme et la susceptibilité a développer le lupus érythémateux systémique, et d’établir
d’éventuelles associations entre ce SNP et la production d’auto-anticorps spécifiques a cette
maladie. Pour cela, les résultats de la recherche des auto-anticorps nucléaires sont traités, ces

derniers ont été révélés auparavant par les techniques suivantes :

1/Immunofluorescence indirecte (IFT) qui est une technique d’immuno-marquage, qui
utilise deux anticorps I’un spécifique a la protéine d’intérét et le second anti Ac primaire, permet
de réveler une protéine specifique directement dans la cellule, mais aussi sa localisation dans la
cellule, ou le tissu analysé. L’IFT est utilisée comme test de dépistage, en utilisant une lignée

cellulaire humaine épithéliale de type 2 (HEp-2) :

La lecture au microscope a fluorescence permet d’identifier I’aspect de la fluorescence
obtenue et de donner un titre en cas de positivité. Le titrage se faisant comme suit : 1:80, 1:160,
1:320, 1:1000 et > 1:1000 pour la recherche des auto-anticorps anti-nucléaire (ANA) appelés

également facteur anti-nucléaire (FAN). Pour les aspects de la fluorescence, 1’aspect homogéne
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évoque des anti-ADN (ADN natif), des anti-histones ou des anti-nucléosomes, et 1’aspect

moucheté évoque des anti-SSA ou des anti-SSB, Sm, Scl-70, et Anti-Jo-1.
2/ Recherche des anticorps anti-antigenes solubles et anti-ADN natif par ELISA :

Ces anticorps sont doses par la technique immuno-enzymatique ELISA, qui permet le
dépistage quantitatif in vitro des auto-anticorps spécifiques IgG dirigées contre les Ag
nucléaires extractibles (ENA): SSA/Ro (60KD), SSB/La, Sm, Scl-70, Jo-1 et contre I’ADN

natif dans le sérum des patients.

Ces résultats sont analyses et comparés séparément avec les fréquences alléliques et
génotypiques dans le but de rechercher une éventuelle association avec le développement de la

maladie lupique étudiée.

I11. Analyse statistique

- Le calcul des fréquences génotypiques et alléliques se fait comme suit :
Fréquence allélique = nombre de copies de 1’all¢le considéré/2 x nombre total de sujets.

Fréquence génotypique = nombre de sujets portant le génotype considéré/ nombre total de

sujets.

- Les alleles ne se distribuent aléatoirement que sous certaines conditions, dont I'absence
de sélection. Quand ces conditions sont vérifiées, la population vérifie le modele de Hardy-
Weinberg (équilibre des fréquences alléliques et génotypiques d'une génération a l'autre), ce

dernier est évalué par un test 2.

- L’analyse des fréquences génotypiques, et alléliques entre patients et témoins (avec ou

sans stratification) est faite a 1’aide du test du ¥* :

- Une différence est considérée "statistiqguement significative™ pour des valeurs de p ou pc

(corrigé) par la correction de Yates (pour les faibles effectifs), inferieures a 0,05.

- L’Odds Ratio (OR) ou risque relatif rapproché, se définit comme le rapport des chances
qu'un événement arrivant a un groupe de personnes « A », arrive également a un autre groupe

« B ». Il est calculé dans le cas ou le pc < 0,05 ainsi que son intervalle de confiance a 95% (IC
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95%). Un OR< 1 est en faveur d’un effet protecteur, lorsqu’il est > 1 il est en faveur d’un risque

plus élevé, alors qu’un OR proche de 1 est en faveur d’une absence d’effet.
- L’intervalle de confiance pour I’OR a 95% est déterminé selon le test exact de FISHER.
- Le P est corrigé selon la correction de Yates (pour les faibles échantillons).

- Le logiciel Compare 2 est utilisé pour tous les calculs statistiques, GraphPad Prism7 est

utilisé pour le tracage des présentations graphiques.
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L'étude est realisée sur des malades atteints de LES qui présentent également diverses
manifestations pathologiques. Ces patients sont recrutés au sein du service d’immunologic de
I’hopital de Douera et recueillis au niveau de I’TPA, apres la mise en évidence et le dosage des

auto-anticorps anti-nucléaire et anti ADN natif dans le sérum de ces patients.

Différents aspects sont abordés dans cette étude, la technologie TagMan permet d’abord
de déterminer les fréquences alléliques et génotypiques de I’'SNP du gene de I'IRF5 (C/T :
rs752637) en position -2716 au sein de la population. Par la suite, le traitement des données de
ces patients permet de réaliser une analyse épidémiologique, clinique et immunologique, afin
d’asseoir une association entre le polymorphisme et la susceptibilité a développer le lupus
érythémateux systémique, et d’établir d’éventuelles associations entre ce SNP et la production

d’auto-anticorps spécifiques de cette maladie.
|. Résultats

I. 1. Epidémiologie « Caractéristiqgues générales, cliniques et immunologiques

des patients »

I. 1.1. Répartition des patients lupigues selon le sexe

La présente étude est réalisée sur 87 patients lupiques, la pathologie semble affecter les
femmes plus que les hommes dont les pourcentages sont respectivement 91.95 % et 8.05 %
avec un sexe ratio femme/homme de 11/1 (figure 10).

91.95% Femme
mm 8.05% homme

Figure 10 : Répartition des patients lupiques selon le sexe.
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1.1.2. Répartition des patients lupiques selon la tranche d’age

Selon le résultat représenté dans la figure 11, la majorité de ces patients sont ages entre 20
et 44 ans (26,19%) avec un age moyen de 31.65 ans. Il faut noter également que la pathologie
peut affecter les moins de 20 ans et les plus de 50 (Figure 11).
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Figure 11 : Répartition des patients lupiques selon les tranches d’age.

La population contréle comprend 189 patients atteints de Polyarthrite Rhumatoide (PR),
qui répondent aussi aux critéres du college américain de rhumatologie (ACR) de 2008 avec une
moyenne d'age de 49 ans, des extrémes de 21 a 80 ans, et un sexe ratio de 1 : 4 (homme :
femme). La population témoin quant a elle comprend 126 sujets sains, donneurs de sang sans
antécédents personnels ou familiaux de maladies rhumatismales ou autres, avec une moyenne
d'age de 31.16 ans, des extrémes allant de 6 a 64 ans et un sexe ratio de 1 : 4 (homme : femme)
(Tableau V).
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Tableau V : Comparaison des caractéristiques de la population lupique avec le groupe contréle

et le groupe sain.

Patients LES Population contréle | Témoins (sujets saines)
(patients PR)
Nombre 87 189 126
Moyenne d’Age 35.1 49 35.16
Sexe Ratio (homme 1:11 1:4 1:4
[femme)
1.2. Clinique

Une variété de symptémes cliniques est présente chez les patients lupiques, phénotypiques
externes, systémiques, et d’autres au niveau des organes internes y compris le rein. D’apres les
motifs de consultations, 1’arthrite est présente chez 41.38 % des cas, des atteintes rénales sont
aussi présentes chez 32.18 %, les atteintes cutanées sont retrouvées chez environ 54.04%
(atteintes cutanées + Vespertilio), les atteintes articulaires (Arthrite, Arthralgie, et
polyarthralgie) chez 52.88%, et les atteintes dues a la photosensibilité chez 39.1% des cas
lupiques. Phénoméne de Raynaud est trés fréquent aussi dans cette population en affectant
36.78% des cas. Les autres atteintes sont de faibles proportions comme 1’atteinte cardio-
pulmonaire (10.34%), l'ulcération buccale (9,2%), et D’atteinte hématologique (19.54%)
(Tableau VI et figure 12).

Il faut noter que les données cliniques sont analysées a partir des fiches remplies par le

médecin traitant, et qui sont archivees au niveau de I’Institut Pasteur d’Alger.

La figure 12 présente les principales atteintes retrouvées chez la population lupiques, tout
en jumelant les différentes formes des atteintes en fonction de 1’organe touché, par exemple

’atteinte articulaire englobe de dans tout ce qui est Arthrite, Arthralgie, polyarthralgie.etc
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Tableau VI : Fréquence des manifestations cliniques chez les patients lupiques.

Clinique Pourcentage (%) Effectif
Acrthrite/Arthralgie/Polyarthralgie 41.38 36
Atteinte cutanée / Vespertilio 5.74 1 48.28 5142
Atteinte rénale (Punch rénale, PBR, GN) 32.18 28
Atteinte cardio-pulmonaire (+ Péricardite) 10.34 9
Atteinte articulaire /[HTA 23/9.2 2/ 8
Photosensibilité 39.1 34
Phénomeéne de Raynaud 36.78 32
Ulcération buccale + Aptose buccale 9.2 8
Atteint hématologique + Anémie 19.54 17
Lupus discoide 2.3 2
Alopénicie / dyspnée / Pancytopénie 39/8/3.44 34 /7
3
Hépatite / Diabéte NID 1.15 1/4
Altération d’état générale (AEG) / OMI (cedémes | 11.5/13.8/5.75 10 /
des membres inférieures / doigt boudinée 12/5
Thrombose (veineuse profond), Thrombopénie 8/4.6 714
Thrombhose - L
Lupus discoide {%
Atteint hematologique + Annamie - &
Ulcération buccale @
Atteinte cardio-pulmonaire = &
Atteinte rénale - *
Atteinte cutanée 4%
Atteinte articulaire -
o o ® &
pourcentages

Figure 12 : Répartition graphique des patients selon les manifestations cliniques.
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1.3. Profil immunologique

1.3.1. Expression des facteurs anti-nucléaires chez les patients lupiques

La recherche des facteurs anti-nucléiques (FAN) est réalisée chez tous les patients, et
s’est révélée a des titres supérieur a 1/80 ce qui représente la positivité. L’analyse révele que

I’aspect moucheté est le plus dominant comme le montre la figure 13.

B Moucheté m Homogéne

1/80 1
15
1/320 19
46
1/1000 17
6
>1/1000 15

Figure 13 : Représentation graphique des différents aspects retrouvés chez les patients atteints
de lupus systémique par IFI sur cellules Hep-2, pour les facteurs anti-nucléaires (FAN).

1.3.2. Expression des auto-anticorps anti-antigenes nucléaires solubles chez

les patients lupiques

Les Ac anti-antigénes nucléaires solubles ont une forte valeur prédictive pour le
diagnostic du LES, ainsi les Ac Anti-SSA sont retrouvés chez 64.36% des patients, les Ac Anti-
SSB, les Anti-Sm, et les anti CENP sont présents chez 25.28%, 49.42%, et 5.7%
respectivement. Quant aux Ac Anti-Scl-70 et aux Anti-Jo-1, ils sont présents chez un nombre
faible de malades 2.3 %. L’anticorps anti ADN natif (ADNNR) figure avec un pourcentage de 62
% de la population lupique (Figure 14).
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100; w posiifs Expression d'anti ADNn

80+ négatifs
m 62.00% ADNn(+)
36.00% ADNn(-)
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pourcentages

204

Ac Anti SS-A
Ac Anti SS-B
Ac Anti Sm
Scl-70

Jo-1

CENMNP

Expression des Auto-Ac

A B

Figure 14 : Représentation graphique de 1’expression chez les patients lupiques des anti-
antigenes nucléaires solubles (A), et Anti ADN natif (B).

I.4. SNP IRF5 (rs752637) et la susceptibilité a développer le LES

Fait intéressant, dans chaque groupe considéreé, la distribution génotypique est conforme
a I’équilibre de Hardy Weinberg (p>0.05= équilibre HW respecté, x2=0.772).

Les fréquences alléliques et génotypiques de ce SNP chez les patients lupiques et sains
sont résumeées dans le tableau VII :
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Tableau VII : Fréquences alléliques et génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les patients
atteints de LES vs. Sujets Sains.

Sujets LES vs SS

LES Sujets
(n=87) Sains (SS) x2 P OR ORIC95% | Pc (P de Yates)
(n=126)
Alléles (n x 2)
C 119 138 7.988 0.005 1.79 1.19 0.006
(68.4%0) (55%)
T 55 114 7.988 0.005 0.56 0.37 0.006
(31.6 %) (45%)

Génotypes (n)

CC | 44 (50.6%) | 40(32%) | 7.639 0.006 2.20 1.25 0.009
CT | 31(35.6%) | 58 (46%) 2.288 0.13
TT | 12(13.8%) | 28 (22%) 2.397 0.122

L’analyse des fréquences alléliques et génotypiques du SNP IRFS5 en position -2716 rs
752637 montre que 1’ Allele C est significativement plus fréquent chez les sujets atteints du LES
par rapport au sujets sains 68.4% et 55% respectivement (x> = 7.988 ; p < 0,05 ; OR = 1.79) et
serait probablement de ce fait associé a une susceptibilité a développer le lupus érythémateux
systémique. En revanche, I’alléle T est significativement plus fréquent chez les sujets sains en
comparant avec la population lupique (45 % et 31.6% respectivement) (x> = 7.988 ; p < 0,05 ;
OR =0.56), et pourrait étre de ce fait associé a une protection contre le développement du lupus

érythémateux systémique.

Quant a I'analyse des fréquences génotypiques de ce polymorphisme SNP, elle révéle que
le génotype « CC » est significativement plus fréquent chez les patients lupiques (50.6%) que
chez la population saine (32%) (x> =7.639 ; p < 0,05 ; OR = 2.20), suivie des génotypes « CT »
et « TT » qui sont présents a la fois chez les sujets sains et lupiques sans qu’il y ait de différence

significative avec 46%, 22% vs. 35.6%, et 13.8% respectivement et un p > 0,05.

Afin d’établir d’éventuelles conclusions sur 1’association de I’'SNP IRFS5 rs 752637 avec
la maladie lupique, et d’essayer de voir si ce dernier ou plus precissement si ces fréquences
alléliques, et génotypiques sont associées spécifiquement a cette pathologie ou a d’autres

maladies auto-immunes, 1’étude compare les fréquences alléliques et génotypiques de ce
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polymorphisme chez une population contrdle composée de patients atteints de polyarthrite
rheumatoide, une maladie auto-immune inflammatoire chronique caractérisée par une
inflammation systémique et la production d’auto-anticorps dirigés contre le facteur rhumatoide

(FR) et les peptides citrullinés (ACPA) notamment.

Les fréequences alléliques et génotypiques de ce SNP chez les patients lupiques et les
sujets controles sont présentées dans le tableau 111V :

Tableau 111V : Fréquences alléliques et génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les patients
atteints de LES vs. Sujets controles.

Sujets LES Vs controles

LES Sujets controles
(n=87) (PR) %2 P OR ORIC 95% | Pc (P de Yates)
(n=189)
Alleles (n x 2)
C 119 245 (65%) 0.678 | 0.410
(68.4%0)
T 55 133 0.678 | 0.410
(31.6 %) (35%0)
Génotypes (n)
CC | 44 (50.6%) 81 (43%) 1.432 | 0.231
CT | 31(35.6%) 83 (13%) 1.686 | 0.194
TT | 12 (13.8%) 25 (44%)) 0.016 | 0.898

L’analyse des fréquences alléliques et génotypiques du SNP IRFS5 en position -2716 rs
752637 ne montre aucune différence significative entre les deux groupes. Concernant les
fréquences alléliques, 1’ Alléle C est retrouvé chez 68.4% des patients lupiques et 65% du groupe
controle (x> =0.678; p > 0,05), et I’allele T est retrouvé chez 35 % des patients atteints de PR et
31.6% des patients LES (y* =0.678; p > 0,05). Quant au fréquences génotypiques de ce
polymorphisme SNP, elle révele que le génotype « CC » et « CT » sont présents a la fois chez
les patients lupiques et la population PR avec 50.6% contre 43% (3> = 1.432; p > 0,05), et 13%
contre 35.6% (y? =1.686; p > 0,05) respectivement. Le génotype « TT » par contre est present
chez 44% des sujets contoles, et 13.8% des sujets lupiques avec un p > 0,05, un x? égale a
0.016.
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Les fréquences alléliques et génotypiques de I’SNP IRF5 rs 752637 comparées entre les

patients lupiques, les sujets sains, et la population contréle sont représentées dans la figure

suivante (Figurelb) :

80q k¥
v
"e. * %
o 601 * ok k I
[ -
W ©
3
S 401
e © ¢
=]
o
o 20
‘1 <
0 1 1 I 1 1
© f ¢ <K

Fréquence Alléliques et génotypiques

Sujets lupiques
mm sujets controles
mm Sujets sains

Figure 15 : Représentation graphique des fréquences alléliques et génotypiques du SNP IRF5
(rs752637) chez les Patients atteints de LES vs. Sujets Sains, et sujets contrdles.

I.5. Recherche d’une association entre le polymorphisme SNP IRF5 (rs752637)

et la production des auto-anticorps spécifiques du LES

1.5.1. SNP IRF (rs752637) et la production des anticorps anti SS-A

Les fréquences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les patients lupiques et les
sujets sains en fonction de la production ou non des anti-SS-A sont résumées dans le tableau

IVV et la figue 16.

Tableau IVV : Fréguences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les Patients atteints de

LES Vs. Sujets sains en fonction de la production des anti SSA.

SS-A (+) SS-A Sujets SS-A (+) SS-A (-) SS-A (+)
(n=57) () Sains Vs. SS Vs. SS Vs. (-)
(n=28) | (n=126) | x> | P 2 |l p ¢ | P
Génotypes
CC | 32(56.14%) | 12 (42.8%) | 40 (32%) | 9.786 | 0.002 | 1.265 | 0.261 | 1.327 | 0.249
CT | 19(33.33%) | 11(39.2%) | 58 (46%) | 2.597 | 0.107 | 0.422 | 0.516 | 0.291 | 0.589
TT | 6(10.52%) 5(18%) 28 (22%) | 3.549 | 0.060 | 0.259 | 0.611 | 0.896 | 0.344
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L’analyse du polymorphisme étudi¢ dans le groupe des patients lupiques en fonction de la

production des auto-anticorps anti-SSA démontre que le génotype « CC » est significativement

plus fréquent chez le groupe lupique SSA positif (+) comparé aux sujets sains, avec 56.14% et

40% respectivement (%2 =9.786 ; p < 0,05). Etant donné que ce méme génotype est également

présent chez le groupe SSA () (42.8%), une corrélation entre ce polymorphisme et la

production d’auto-Ac anti-SSA ne peut étre conclue. En revanche, les génotypes « CT et TT »

chez le groupe producteur d’auto-AC, non producteur d’auto-AC, et sain ne présentent aucune

différence significative.
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Figure 16 : Représentation graphique des fréquences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les
patients atteints de LES vs. Sujets sains, en fonction de la production des anti SSA, *** : P<0.01.

1.5.2. SNP IRF (rs752635) et la production des anticorps anti SS-B

Les fréguences génotypiques du SNP IRF (rs752637) chez les patients lupiques et les sujets
sains en fonction de la production ou non des anti-SS-B sont représentées dans le tableau X et
la figue 17.

Tableau X : Fréquences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les Patients atteints de LES

Vs. Sujets sains en fonction de la production des anti SSB.

SS-B (+) SS-B Sujets SS-B (+) SS-B (-) SS-B (+)
(n=27) ) Sains Vs. SS Vs. SS Vs. (-)
(n=58) | (n=126) | x> [ P 2 | p 2 | P
Génotypes
CC | 16(59.3%) 28 40 (32%) | 7.254 | 0.007 | 4.568 | 0.031 0.890 | 0.345
(48.3%)
CT | 7(25.9%) | 23(39.7%) 58 (46%) 3.679 | 0.055 | 0.655 | 0.418 1.521 | 0.218
TT | 4(14.8%) | 7(12.1%) 28 (22%) 0.738 | 0.390 | 2.658 | 0.103 0.123 | 0.725
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L’analyse du polymorphisme étudié dans le groupe des patients lupiques en fonction de la

production des auto-anticorps anti-SSB montre que le génotype « CC » est significativement

plus fréquent chez ce groupe de patients (n=27), avec 59.3% contre 32% des sujets sains (¥* =

7.254; p < 0,05). Par ailleurs, ce génotype est egalement significativement plus fréquent chez

le groupe lupiques SSB négatif (-) comparé au groupe de sujets sains, ou il est présent chez

48.3% (y2 =4.568 ; p < 0,05). Cela signifie qu’aucune corrélation positive entre ce génotype,

et la production d’Ac anti-SSB ne peut étre conclue. En revanche, le génotypes « CT » de ce

méme polymorphisme est significativement moins fréquent chez le groupe LES producteurs

d’anti-SSB par rapport aux patients non producteurs de 1’auto-Ac, et les patients sains.

Figure 17 : Représentation graphique des fréquences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les
patients atteints de LES vs. Sujets Sains, en fonction de la production des anti SSB. ** : P<0.05 :
**% : P<0.01.
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1.5.3. SNP IRF (rs752637) et la production des anticorps anti-Sm

Les fréquences génotypiques du SNP IRF (rs752637) chez les patients lupiques et les sujets
sains en fonction de la production ou non des anti-Sm sont résumées dans le tableau XI et la

figure 18.

Tableau XI : Fréquences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les patients atteints de LES

Vs. Sujets sains en fonction de la production des anti Sm.

Anti-Sm | Anti-Sm Sujets Anti-Sm (+) Anti-Sm (-) Anti-Sm (+)
(+) ) Sains Vs. SS Vs. SS Vs. (-)
(nN=43) | n=42) | (n=126) | »» | p 2 | p 2 | P
Génotypes
CC | 24(55.8%) | 20(47.6%) | 40 (32%) 7.893 | 0.005 | 3.457 | 0.063 0.571 | 0.450
CT | 14(32.6%) | 16(38%) 58 (46%) 2.380 | 0.123 | 0.805 | 0.370 0.285 | 0.593
TT | 5(11.6%) | 6(14.2%) 28 (22%) 2.290 | 0.130 | 1.229 | 0.268 0.133 | 0.715
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L'analyse des génotypes montre qu'en matiere de production des anti-Sm, le génotype CC
est significativement plus fréquent chez le groupe producteur des anti-Sm par rapport au groupe
de patients sains (55.8% vs. 32% ; p > 0,05), Etant donné que ce méme génotype est également
présent chez le groupe Sm (-)(47.6%), une corrélation entre ce polymorphisme et la production
d’auto-Ac anti-SSA ne peut étre conclue cela signifie qu’aucune corrélation positive entre ce
génotype et la production d’Ac anti-Sm ne peut étre attribuée. En revanche, les génotypes « CT
et TT » chez le groupe producteur, et non producteur de I’auto-AC, ainsi que le groupe sain ne

présente aucune différence significative.
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Figure 18 : Représentation graphique des fréquences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les
Patients atteints de LES vs. Sujets Sains, en fonction de la production des anti Sm. *** : P<0.01.

1.5.4. SNP IRF (rs752635) et la production des anticorps anti-Scl-70

Les fréquences génotypiques du SNP IRF (rs752635) chez les patients lupiques et les sujets
sains, en fonction de la production ou non des anti-Scl-70 sont présentées dans le tableau XI1 et
la figue 19.

Tableau XI1 : Fréquences génotypiques du SNP IRF5 (rs752635) chez les Patients atteints de
LES Vs. Sujets sains en fonction de la production des anti Scl-70.

Anti-Scl- | Anti-Scl- Sujets Anti-Scl-70 (+) | Anti-Scl-70 (-) | Anti-Scl-70 (+)
70 (+) 70 (-) Sains Vs. SS Vs. SS Vs. (-)
(n=5 | (n=80) | (n=126) | »» | p 2 1 p | P
Génotypes

CC| 1(20%) | 43(62%) | 40(32%) | 0.309 | 0.579 [ 9.849 [ 0.002 |2.147 | 0.143
CT | 4(80%) | 26(37.7%) | 58 (46%) | 2.226 | 0.136 | 3.710 | 0.054 | 4.649 | 0.031
TT | 00(00%) | 11(16%) | 28(22%) | 1.413 | 0.235 | - - |0790 [0374
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Les Ac anti-Scl-70 sont exprimés que chez seulement 5 des patients lupiques, contre 69
patients non producteurs, L'analyse des génotypes montre qu'en matiére de production des anti-
Scl-70 chez les patients lupiques, le génotype CC est significativement plus fréquent chez les
non producteurs de cet auto-Ac avec 62% contre 32% chez les patients sains et 20% chez les
patients anti Scl-70(+) (x2 =9.849 ; p < 0,05). Le génotype CT est par contre significativement
plus fréquent chez les patients sains que chez les patients lupiques producteurs ou non des anti-
Scl-70 (p=0.05) (46% vs. 37.7 % ; p < 0,05).
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Figure 19 : Représentation graphique des fréquences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les
patients atteints de LES vs. Sujets sains, en fonction de la production des anti Scl-70. ** : P<0.05 :
*** . P<0.01.

1.5.5. SNP IRF (rs752635) et la production des IgG dirigées contre le
Centromeére B « CENP »

Les fréquences génotypiques du SNP IRF (rs752637) chez les patients lupiques et les
sujets sains, en fonction de la production des IgG dirigées contre le centromére B sont

représentées dans le tableau XIII et la figure 20.
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Tableau X111 : Fréquences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les patients atteints de
LES Vs. Sujets sains en fonction de la production des anti CENP.

Anti- Anti- Sujets | Anti-CENP (+) | Anti-CENP () | Anti-CENP (+)
CENP | CENP (-) Sains Vs. SS Vs. SS Vs. (-)
(+) (n=78) | (n=126) | ¢ P | # | P g P
(n=5)
Génotypes
CC | 5(100%) | 38(48.7%) | 40(32%) | 9.935 | 0.002 | 5.876 | 0.015 | 6.144 | 0.013
CT | 00(%) |29(37.17%) | 58 (46%) - - 1.543 | 0.214 - -
TT | 00(%) | 11(14.10%) | 28 (22%) - - 2.054 | 0.152 - -

L’ Anti-Centromére B est réalisée que sur 5 patients, qui ont un CENP (+), il serait donc
intéressant de confirmer ces résultats sur un effectif plus important, mais malgré cette différence
d’effectif des deux groupes, la comparaison entre les CENP (+) et les CENP (-) montre une
différence significative, le génotype CC est plus fréquent chez les patients CENP (+) que chez
les patients CENP (-) x2 =6.144 ; P < 0.05, et chez les sujets sains avec un x2=9.935 ; P < 0.05.
En revanche, les génotypes « CT et TT » chez le groupe producteur, non producteur de 1’auto-

AC, et sain ne présente aucune différence significative. Et aucune conclusion ne peut étre

attribuée.
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Figure 20 : Représentation graphique des fréquences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les
Patients atteints de LES vs. Sujets Sains, en fonction de la production des anti CENP, * : P<0.1 ;
***:P<0.01.
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1.5.6. SNP IRF (rs752637) et la production des anticorps anti-ADNn

Les fréquences génotypiques du SNP IRF (rs752637) chez les patients lupiques et les sujets

sains, en fonction de la production ou non d’anti-ADNN, figurent dans le tableau XIV et la

figure 21.

Tableau X1V : Fréguences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les patients atteints de

LES Vs. Sujets sains en fonction de la production d’anti ADNn.

Anti- Anti- Sujets Anti ADNn (+) | Anti ADNn (- | Anti ADNn (+)
ADNnN (+) | ADNN (-) Sains Vs. SS ) Vs. (-)
(n=54) (n=33) (n=126) Vs. SS
2 | p 2 | p 2 | P
Génotypes
CC 24 20 40 (32%) | 2.660 | 0.103 | 9.270 | 0.002 2.140 | 0.143
(44.4%) (60.6%)
CT | 22(41%) 9(27%) 58 (46%) | 0.429 | 0.513 | 3.774 | 0.052 0.62 | 0.203
TT | 8(14.44%) | 4(12%) 28 (22%) 1.296 | 0.255 | 1.660 | 0.198 | 0.125 | 0.724

Les patients lupiques non producteurs d’anti ADNn, portent le génotype CC avec une

fréquence significative par rapport aux sujets sains (32=9.270 ; P <0.05), le génotype CT est

significativement plus fréquent chez le groupe sain comparé au groupe ADNn (+) (3*=3.774 ;
P=0.05).

En fin, ’analyse du génotype TT ne montre aucune différence significative en comparant

les patients producteurs et non producteurs d’anti ADNn avec le groupe de patients sains.

Figure 21 : Représentation graphique des fréquences génotypiques du SNP IRF5 (rs752637) chez les
patients atteints de LES vs sujets sains, en fonction de la production des anti ADNn. ** : P <0.05 ;
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1. Discussion

Le lupus érythémateux systémique est une maladie auto-immune systémique complexe
causée a la fois par des facteurs génétiques, environnementaux, endocriniens, et
immunologiques. Les scans du génome dans les familles atteintes de LES indiquent de
multiples régions chromosomiques potentielles qui hébergent des génes de susceptibilité a cette
maladie. La production accrue d'interféron de type | (INF-I), et I'expression des genes
inductibles par I'lFN sont couramment observées dans le LES et peuvent étre déterminantes

dans la pathogenése moléculaire de la maladie.

Les études d'association génétique fournissent un outil potentiellement puissant pour
identifier les variations génétiques qui influencent la susceptibilité aux maladies. Dans le cas
de l'association du variant IRF5 avec le LES, des réplications supplémentaires entre des groupes
distincts de patients d'origines ethniques différentes, permettent des gains significatifs dans le
rétrécissement de l'intervalle associé a la maladie en raison de différents schémas de

déséquilibre de liaison.

Le présent travail s’agit d’une étude cas-témoins ayant pour objectif principal de
rechercher une association entre le polymorphisme de nucléotide unique du gene IRF5 SNP
rs752637, et la susceptibilité au développement du LES, mais également de rechercher une
corrélation entre ce polymorphisme et la production d’auto-anticorps chez les patients atteints

de cette pathologie.

La présente étude est réalisée sur 87 patients lupiques, la pathologie semble avoir une
prédominance féminine, avec un sexe ratio femme/homme de 11/1. Ces résultats rejoignent de
nombreux travaux notamment ceux de Tsokos et al., en 2011 et Arnaud et al., en 2013 qui

démontrent que chez la population francaise lupique, la prédominance est féminine

D’aprés Othmani et al., en 2002, cette prédominance féminine peut étre causée par les
hormones sexuelles comme les cestrogeénes, I’augmentation des taux plasmatiques de 17f-
estradiol, et la diminution des concentrations plasmatiques de testostérone (Perdriger et al.,
2005), mais également a cause de la grossesse au cours de laquelle les poussées lupiques sont
aussi déclenchées au péri et post-partum, et a I’utilisation de la pilule progestative (Othmani et
al., 2002). Le mécanisme d'action des hormones sexuelles est inconnu, mais ces dernieres ont
des effets sur les réponses immunitaires (Lemaire et al., 2010). 26,19% des patients lupiques

de cette étude sont agés entre 20 et 44 ans, dont 1’dge moyen est de 31.65 ans. Ceux-Ci rejoint
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les travaux de Cunningham et al., en 2011 et Shelly et al., en 2012 qui ont rapporté que le LES
affecte préférentiellement les femmes jeunes en période d’activité ovulatoire (20-40ans).
I faut noter que cette pathologie peut aussi s’observer chez les enfants et les personnes

agées jusqu’ a un age avancé dans la vie (Arnaud et al., 2013).

De nombreuses atteintes s’observent au cours du lupus érythémateux systémique, qui
different d’un sujet a un autre. En outre les symptomes cliniques de la maladie n’apparaissent
qu’aprés plusieurs années d’évolution des mécanismes immunologiques pathogénes. A ce titre,
les anticorps anti-nucléaires, veritables empreintes biologiques de la maladie, sont détectables
plusieurs années avant l’apparition des premiers symptomes cliniques, leur spécificité se
diversifie et leur titre augmente progressivement au cours du temps avant I’apparition des
premiers symptémes cliniques (Arbuckle et al., 2003), et c’est ce qui est le cas dans la

population étudiée dans cette étude immunogénétique clinique.

Une variété de symptémes cliniques est présente chez les patients lupiques, phénotypiques
externes, systémiques, et d’autres au niveau des organes internes Yy compris le rein. La
présentation clinique est polymorphe. Les tissus et les organes le plus souvent atteints sont la
peau, les articulations, les reins, et les cellules sanguines. Ces résultats rejoignent les travaux
de Yee et al., en 2007.

Les atteintes articulaires, et rénales sont plus marquées chez les malades, ces mémes
observations ont été rapportées par Karass et al., en 2012, avec un faible taux des autres
atteintes, cela pourrait étre d au manque de services spécialisés, ou a des effets secondaires

des traitements administrés.

La recherche des facteurs anti-nucléiques (FAN) est réalisée chez tous les patients, et
s’est révélée positive dans la majorité de la population, 1’aspect moucheté est le plus dominant.
L’anticorps Anti-SSA est retrouvé chez 67.8% des patients, rejoignant ainsi les résultats de
Ghedira et al., en 2002 ; et Louzir et al., en 2003 qui ont démontré que la fréquence des anti-
SSA et anti-SSB varie entre 20 a 60 %. D’apreés Petri et al., en 2002, ces auto-anticorps ont une

forte valeur prédictive pour le diagnostic du LES.

Les anticorps Anti-SSB et les Anti-Sm sont présents chez 25.28% et 49.42% des patients
respectivement. Ces mémes résultats sont indiqués par Haddouk et al., en 2006, montrant que

les anticorps anti-Sm sont tres spécifiques du LES, et sont inclus dans les critéres serologiques
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de la maladie tout comme les anticorps anti-ADNdb. Ces derniers sont aussi présents avec un
pourcentage de 62% chez le groupe malade, et sont en accord avec ceux de Kavanaugh et al.,
en 2002, qui ont montré que 70 % des patients lupiques présentent des anticorps anti-ADNN.
Quant aux anticorps Anti-Scl-70 et aux Anti-Jo-1, ils sont présents chez un nombre faible de
malades 2.3 % seulement, par contre Louzir et ses collaborateurs., en 2003, démontrent que ces
mémes autoanticorps sont présents chez 66% de malades lupiques tunisiens. Cette différence

pourrait s’expliquer par 1’effectif faible de nos patients.

La population étudiée dans la présente étude est choisie aléatoirement, les échantillons
sanguins sont d’abord recueillis, les ADN extraits par la méthode de Salting-Out, pour étre

répliqués par la technologie TagMan.

La présente étude démontre que I’ Allele C et le génotype CC du polymorphisme unique
de nucléotide de I’IRF5 -2716 C/T (rs752637) sont significativement plus fréquents chez les
patients atteints de LES comparés aux sujets sains (x> = 7.988 ; p < 0,05 ; OR = 1.79), (,* =
7.639 ; p<0,05; OR =2.20) respectivement, et seraient probablement de ce fait associés a une
susceptibilité a développer le lupus érythémateux systémique. En revanche, 1’alléle T est
significativement plus fréquent chez les sujets sains par rapport groupe lupique (45 % et 31.6%
respectivement) (x> = 7.988 ; p < 0,05 ; OR = 0.56), et pourrait étre de ce fait associé a une
protection contre le développement du lupus érythémateux systémique.

L'analyse des fréquences génotypiques de ce polymorphisme SNP révele que les génotypes
«CT » et « TT » sont présents a la fois chez les sujets sains et lupiques sans qu’il y ait de

différence significative avec 46%, 22% vs. 35.6%, et 13.8% respectivement et un p > 0,05.

Ces resultats rejoignent les données de la littérature, y compris 1’étude de Sigurdsson et
al., en 2005, ou ils démontrent une association entre I’SNP IRF5 -2716 C/T et le développement
du LES dans la population finlandaise avec un OR = 1,6. Le méme auteur et ces collaborateurs
en 2008 suivie de Kely et al., en 2008 ont démontré une association entre I’all¢le C et le LES
chez la population espagnole et américaine respectivement avec un OR=1.3. Graham DS et ses
collégues., et Ferreiro-Neira et son équipe en 2007 ont montré aussi cette association chez la

population britannique (p=0.011) et suédoise (OR=1.4) respectivement.

Pour reproduire l'association avec LES dans une population asiatique, Shin et al., en

2007 ont examiné les effets génétiques dans une cohorte lupique d'une population coréenne,
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avec une population d’étude composée de 1565 sujets, comprenant de 593 cas lupiques et de
972 témoins génotypés également a l'aide de la méthode TagMan. Les résultats de cette équipe
ont révelé que I'effet génétique sur la susceptibilité a développer le LES médié par les variants
de I'IRF5 peut étre retrouvé dans la population blanche comme dans la population asiatique et
I’allele C de I’SNP rs752637 est plus dominant chez la population malade avec un OR=1.27.

Afin d’établir d’éventuelles hypotheses sur 1’association de I’'SNP IRF5 rs 752637 avec
la maladie lupique, et de comprendre si ce SNP ou plus precissement si ses fréquences
alléliques, et génotypiques sont associées spécifiquement a cette pathologie ou a une autre
maladie auto-immune, la présente étude compare les fréquences alléliques et génotypiques de
ce polymorphisme avec une population contréle composée de patients atteints de polyarthrite

rheumatoide.

L’analyse des fréquences alléliques et génotypiques ne montre aucune différence
significative entre la population contréle et la population lupique, révélant ainsi une association
entre la maladie lupique et la PR. Ce polymorphisme n’est donc pas spécifique au LES mais
pourrait influencer le déterminisme génétique de ces deux pathologies. En soutenant
I'nypothése selon laquelle les mécanismes par lesquels les génes de susceptibilité conférent une
susceptibilité aux maladies auto-immunes peuvent en partie étre spécifiques a la maladie,

comme ils peuvent étre partagés.

En revanche Maalej et al., en 2008 démontre 1’absence d’association entre ce

polymorphisme SNP rs752637 de I’IRFS et la polyarthrite rhumatoide.

Dans ce cas alors, il serait intéressant de confirmer ces résultats avec un effectif plus
important, pour définir d’éventuelles conclusions de I’association de ce polymorphisme et la
susceptibilité a développer le LES et la polyarthrite rhumatoide chez la population Algérienne
en les comparant a d’autres maladies auto-immunes qui ne présentent aucun lien avec ce
polymorphisme. Par exemple, Li et ses collégues., en 2009 dans une étude chinoise ont montré
qu’il n’existe aucune différence significative entre les fréquences alléliques des
polymorphismes rs2280714 et rs752637 chez les patients atteints de la maladie de Behget et les
contréles normaux (p = 0,647 et p = 0,105, respectivement). Les fréquences génotypiques du
rs2280714 et du rs752637 n'étaient pas différentes aussi entre les patients et les témoins

normaux (p = 0,233 et, p = 0,266, respectivement).
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Dans le but de rechercher une association entre le polymorphisme SNP IRF5 (rs752637)
et la production d’auto-anticorps spécifiques au LES, les fréquences génotypiques du SNP IRF5
(rs752637) chez les patients lupiques sont comparées entre les sujets sains, les sujets lupiques

producteurs, et non-producteurs d’auto-anticorps.

L’analyse du polymorphisme étudié dans le groupe des patients lupiques démontre que
le génotype « CC » est significativement plus fréquent chez le groupe lupique producteur
d’anti-SSA, anti-SSB, anti-Sm, et anti-CENP par rapport au groupe sains (p < 0,05). Mais étant
donné que ce méme génotype est également présent chez le groupe de patients non producteurs
d’auto-anticorps, et qu’il est significativement plus fréquent chez les patients anti SSB (-), anti
Sm (-), anti Scl-70(-), et anti ADNn (-) par rapport aux sujets sains, une corrélation entre ce
polymorphisme et la production d’auto-anticorps ne peut étre conclue. En revanche, le génotype
« CT » est significativement plus fréquent chez le groupe non producteur d’auto-anticorps, et
sain par rapport au groupe producteur d’auto-anticorps, ce résultat pourrait laisser penser que
ce génotype pourrait avoir une implication protective vis-a-vis de la progression de la maladie
lupique et la sévérité de cette manifestation polymorphe. Malheureusement, 1’étude ne peut pas
étre comparée aux données mondiales ou maghrébins, car la majorité des études publiées

analysent plusieurs SNP en méme temps, et favorisent les analyses des haplotypes de risque.

Enfin, I’association des polymorphismes d’IRF5 a la susceptibilité au développent du
LES et des autres maladies auto-immunes, et la compréhension des fonctions possibles des
variants alléliques du géne IRF5 au niveau moléculaire, nécessite d'autres études

expérimentales et fonctionnelles.

Les facteurs de transcription de la famille IRF jouent un réle essentiel dans la régulation
des génes induits par l'infection virale et I'immuno-stimulation, en plus de la régulation de la
croissance cellulaire, I’IRF5 a été initialement identifi¢ comme un régulateur de l'expression du

géne IFN de type I,

L'IRF5 regule la sécrétion de I'IFN de type I, indiquant une voie de régulation
importante pour l'induction contr6lée de plusieurs genes immuno-modulateurs. L'expression
constitutive d’IRF5 est limitée aux organes lymphoides, aux cellules dendritiques et aux
lymphocytes du sang périphérique. Cependant, elle est absente dans de nombreuses lignées
cellulaires de leucémie et de lymphome, ce qui pourrait indiquer une propension a la délétion
du gene IRF5, ou éventuellement un silencage par méthylation dans ces malignités. IRF5 est

phosphorylé dans le LES, ce qui entraine I'activation d'un spectre de génes IFN.
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Ainsi, le polymorphisme au sein du gene IRF5 pourrait affecter plusieurs fonctions
cellulaires importantes pour le développement d'une maladie auto-immune, y compris le LES
(Mancl et al., 2005).

Kraus Gruber et ses collaborateurs, en 2010 et en 2011 montrent le réle critique de
I’IRFS5 dans la polarisation des macrophages M1 et définissent une fonction précédemment

inconnue pour I'IRF5 en tant que répresseur transcriptionnel (Kraus Gruber et al., 2011).

Les stimuli inflammatoires tels que l'infection bactérienne et le traitement des
monocytes avec le GM-CSF (facteur de polarisation des macrophages M1) peuvent réguler
l'expression de I’'IRF5, qui a son tour intervient dans la transcription de marqueurs M1 typiques
tels que I’IL-12, TNFa, [FNy et la répression de la cytokine anti-inflammatoire Il -10. Par contre
d'apres Aleth Perdriger et al., en 2002, les patients LES présentent une augmentation de
production des deux cytokines IL-10 et TNFa. (en plus de I'lL6, IL4 et IL1Ra).

Une étude Italienne sur un modeéle animal (porc) a identifier aussi un SNP faux-sens
dans la région de liaison au peptide du gene IRF5, et serait associé au taux d'lL-10 et IFN-c
(Liu et al., 2018).

Suivant ces analyses, il serait intéressant d'évaluer les taux sériques d'IL-10 et de
TNF-alpha chez les patients LES Algériens, dans le but de trouver une éventuelle association

entre le polymorphisme d’IRFS5 et la production de ces cytokines.
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Conclusion

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie auto-immune systémique
complexe, la présente étude est réalisée sur 87 patients lupiques, avec une prédominance
féminine, et un sexe ratio femme/homme de 11/1, le LES touche électivement 1’adulte jeune de
20 a 40 ans. Cette maladie non spécifique d’organe et hétérogeéne touche avec prédilection la

peau, les articulations, et entraine notamment des néphropathies rénales.

En analysant le polymorphisme du facteur régulateur de I’IFN de type 15 « IRF5 », la
présente étude démontre que 1’alléle C et le génotype « CC » sont plus fréquents chez la
population lupique, et contrle d’origine Algérienne par rapport aux sujets sains. Ce
polymorphisme n’est donc pas spécifique au LES mais pourrait influencer le déterminisme
génétique de ces deux pathologies. En voulant rechercher si ce génotype détecté est associé a
une production d’auto-anticorps nucléaires chez les patients lupiques, aucune corrélation
positive n’a pu étre conclue. Alors que le génotype « CT » semble avoir une implication
protective vis-a-vis de la progression et la sévérité de la maladie lupique, étant donné qu’il est

plus fréquent chez les patients non producteurs des auto-anticorps et chez le groupe sain.

Les conséquences possibles du variant protéiqgue de ce polymorphisme mono-
nucléotidique sur l'expression de I'IRFS5, et son impact fonctionnel restent a élucider

expérimentalement.

Les études d'association génétique fournissent un outil potentiellement puissant pour
identifier les variations génétiques qui influencent la susceptibilité aux maladies communes, et
I’association de I’IRF5 avec le LES, renforcent encore 1'idée que le systeme IFN de type I est

essentiel dans I'étiopathogénie de cette maladie auto-immune.

En conclusion, une compréhension accrue des mécanismes cellulaires, notamment de
I’expression génétique et des voies de signalisation intracellulaire conduisant a 1'apparition et
au développement du LES est nécessaire, afin d’améliorer les technologies de la « Médecine

de précision », et les techniques de la thérapie géniques et ciblées.
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Annexes

Annexel : Critéres de classification du lupus érythémateux systémique proposé par le
College Américain de Rhumatologie (ACR), 1982, modifié en 1997 par HOCHBERG
(Marisa Klein-Gitelman., 2016).

Critéeres Définitions

1. Eruption malaire Erythéme malaire en aile de papillon

2. Lupus discoide Erythéme en placards avec des squames kératosiques
adhérentes

3. Photosensibilité Eruptions cutanées résultant d’une réaction inhabituelle au
soleil

4. Ulcérations buccales ou nasopharyngiennes Ulcéres oraux ou nasopharyngées habituellement
douloureux

5. Polyarthrite non érosive Impliquant au moins deux articulations

périphériques et caractérisee par des douleurs, une
augmentation de volume ou un épanchement articulaire

6. Atteinte des séreuses (pleurésie ou — Pleurésie : épanchement pleural
péricardite) — Péricardite : documenté par un E.C.G.
7. Atteinte rénale — Protéinurie > 0,5 g/jour — Présence de cylindres dans les urines

(G.R., hémoglobine, leucocytes, cellules tubulaire...)

8. Atteinte neurologique — Psychose
— Convulsion
9. Atteinte hématologique — Anémie hémolytique avec une hyperréticulose

— Ou leucopénie < 4000/mm3
— Ou lymphopénie < 1500/mm3
— Ou thrombocytopénie < 100 000/mm3

En I’absence de cause médicamenteuse

10. Désordre immunologique — Présence d’anticorps anti-ADN natif
— Ou d’Ac Anti-Sm

— Ou fausse sérologie syphilitique

11. Anticorps antinucléaires Taux anormal d’anticorps antinucléaires en 1’absence de
médicaments inducteurs de lupus

NB : Cette classification est particuliérement utilisée pour définir la population & inclure dans
les essais cliniques dans le lupus.
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Annexe 2 :

Année

1957

1972
1975

1976
1976

1978

1980
1982

1990

90/96

1999

98/99
2001
2003
2005
2006

2007

2011

IFN dans la physiopathologie du lupus systémique : les dates importantes

Nature de la découverte

Description de I’'IFN, facteur soluble induisant la résistance
cellulaire aux virus
Premiére description d’un effet immunologique de I'TEN
L’TFN est présent a taux élevés dans le sérum des patients
lupiques
Identification des IFN de type | (IFN et)
L’IFN/ induit, chez les souriceaux, une glomérulonéphrite a
complexes immuns
La neutralisation de I'TFN/ inhibe le développement de la
glomérulonéphrite & complexes immuns induite chez les
souriceaux par le virus LCMV
Premicres identifications et séquenc, ages d’ADNc d’IFN
L’IFN est I'IFN le plus souvent augmenté dans le sérum des
patients lupiques
Les taux sériques d’IFN sont corrélés a I’activité clinique du LS.
Premiére description de lupus induit par un traitement par
IFN chez I’homme.
Identification et caractérisation des composants du récepteur de I’'IFN/

Identification des cellules dendritiques plasmacytoides comme
étant les principales cellules productrices d’IFN/
Les sérums lupiques contiennent des complexes immuns
(constitués d’acides nucléiques et d’Ig) induisant la sécrétion
d’IFN par les cellules dendritiques plasmacytoides
Les monocytes des patients lupiques acquierent,
secondairement a leur exposition a I’'TFN in vivo, toutes les
caractéristiques de cellules dendritiques immunogéniques
L’invalidation du récepteur de I’IFN/ prévient le
développement du lupus murin.
Présence de la « signature interféron » chez la majorité des
patients lupiques
Accélération franche du lupus murin par un traitement
continu par IFN
Premier essai thérapeutique neutralisant directement I'IFN
dans le LS (phase 1)
Description de mutations du géne codant une exonucléase
(TREX1) a I’origine du syndrome d’Aicardi-Goutieres
Description de mutations du géne codant une phosphatase
acide tartrate résistante a 1’origine de la spondyle chondrodysplasie
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Annexe 3 : Principaux génes candidats, et les voies de signalisations déstabilisés dans le
LES (Isaac et al., 2009).

«Clq «FCcGR2A «CRP
«C2 +FcGR3A +ITGAM
-C4

« BANK1
« PTPN22
« PCDCDI
« TNFSFH4
« PXK? «BLK

* XKR6? « MECP2?
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Annexe 4 :

Tableau Il : Principales études génétiques qui démontrent des polymorphismes d’IRF5
associés a un risque accru de développer un lupus érythémateux systémique et leurs
conséquences fonctionnelles (Original).

Références

Sigurdsson, S ef al.,
2008

Graham, RR er al.,
2006

Cunningham, G er
al., 2011

Graham, RR et al.,
2007

Sigurdsson, S ef al.,
2008

Niewold TB, et al.,
2008

Origines

Caucasoides (Suede.
Finlande. et Islande)

Analyse poolée
(Ftats-Unis,
Espagne. Suede.
Argentine)

Caucasoides
(Royaume-Uni)

Caucasoides (UE,
Royvaume-Uni et
Sueéde)

Caucasoides (Suéde)

Caucasoides et
hispaniques

Effectifs

G679 LES vs 798
parents
sains et 438 témoins
non apparentés

1661 LES versus
2508 téemoins

380 tamulles SLE

555 familles trios et
2188 SLE versus
3596 témoins

485 LES versus
563 témoins

1991 ES

Nbr de
polymorph-
ismes étudié

G SNPs

2 SNPs

8 SNPs

16 SNPs +
région de
30pb
ins/del de
I'exon 6

24 SNPs et
3

polymorphism

es de
longueur

4 SNPs

Résultats

Association
significative avec
18729302, rs2004640
et
rs752637
Association
significative avec
rs2004640

Association
haplotypique avec
motit TAT
(rs2004640.
1510954213,
rs2280714)
Association avec
rs10954213*allele A

Association
significative avec
haplotype TInsCA

(rs2004640.
rs2070197. ins/del

exon 6 et
rs10954213)

Association
significative avec

rs1 0488631 et
CGGGG ins/del

Haplotvpes définis
selon les
SNPs rs2004640,
rs3807306,
rs1 0488631 et
rs2280714

Conséquences
fonctionnelles

Altération du
splicing de 1"exon

1 d’IRFS suggérée

Les patients porteurs
de I"allele

T. rs2004640
les seuls a
transcrire 'exon 1B.
Une
association
I"allele T,
rs2280714, qui est
lié a une

sont

avec

expression accrue de
I"ARNm
d’ IRFS
haplotype
conférant un risque
accru de

developper un LES

définit  un

Association du motif’
haplotypique TAT
avec le

niveau d’expression
de
I"ARNm.
d’un site de
polvadenilation
responsable de

Creéation

I"expression d'un
variant de
transcription
(rs10954213*allele
A)

Association du
rs109354213A

avec des taux élevés
d’expression de

I'ARNm d'IRF35

Pas d’étude
tfonctionnelle. Les
auteurs  retrouvent
un risque

fortement accru de
développer
un LES chez les

sujets porteurs

de plusieurs alleles a
risque

d'IRFS et de STAT4
Activité de I'IFN-
seérique
accrue chez les
patients
porteurs
geénotype
TACA/TACA,
TACA/TATA et
TACA/TCTA

L‘Ul'l'll'lill'éﬁ aux

dun

autres genotypes
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Annexe 5 :

Matériel non biologique :

A\

VVVVVVYVYVVVVVVYVYVVYVYVYY

Micropipettes calibrées (10ml, 200ml, 1000ml).

Tubes & essai en verre.

Portoir pour tubes a essai.

Agitateur magnétique (vortex).

Aggitateur des ependorfs

Flacon de lavage en plastique.

Centrifugeuse.

Spectrophotometre.

Micropipettes multi canons

Eau distillée stérile (H20)

Gants en latex

Chronometre (AB :Applied biosysteme).

Chambre froide.

Godes en plastique.

Embouts jetables pour micropipettes

Eprouvettes en verre, bécher

Ependorfs.

Chambre pré PCR

TagMan Universal PCR Master Mix (contenant I’enzyme Taq ADN polymérase, les
dNTPs, le MgCI2, et une solution tampon a un pH constant adéquat pour la réaction de
polymérisation).
AD-Mix TagMan SNP Genotyping Assays (contenant deux sondes TagMan contenant
des colorants fluorescents distincts, la molécule MGB spécifique a l'alléle, et une paire
d'amorces PCR pour détecter des cibles SNP spécifiques).

Microplaque 96 puits.

Thermocycleur couplé au détecteur de la fluorescence, et un traiteur : logiciel 7500
softwares v2.0.1 de I’ordinateur lié au detecteur (AppliedBiosystems™).

Dossiers médicales des patients.

Spectrophotomeétre (Nanodrobe).

Portoir pour les épendorfs



Thermocycleur couplé au détecteur de la fluorescence, et un traiteur : logiciel 7500
softwares v2.0.1 de I’ordinateur lié au détecteur (AppliedBiosystems™).






