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RESUME

La maladie cceliaque est une entéropathie auto-immune déclenchée par le gluten
alimentaire chez des sujets genétiquement prédisposés. Le facteur génétique inducteur
principal de cette maladie est le systeme HLA. Dans notre travail, nous avons étudié le
polymorphisme génétique des molécules HLA de classe Il dans une population de 24 patients
algériens atteints de la maladie cceliaque. Pour cela, nous avons utilisé une technique de
typage générique : par la réaction de polymeérisation en chaine par amorces spécifiques de
séquence (PCR-SSP), précédée par I’extraction de ’ADN génomique des patients, afin de
déterminer les fréquences phénotypique, génotypique et haplotypique des genes des locus
DRB1et DQBL1 du complexe HLA de classe Il dans la maladie ceeliaque. Les résultats obtenus
confirment I’implication des molécules DQ2 et DQS, de I’alléle DR17 ainsi que 1’haplotype
5.2 dans la maladie. lls laissent également penser que les alleles DR13 et DQ6 pourraient

constituer des allés protecteurs contre la maladie cceliaque.

Mots clés : Maladie cceliaque, Gluten, Systeme HLA, Polymorphisme, HLA DRB1, HLA
DQBL.



ABSTRACT

Celiac disease (CD) is an autoimmune enteropathy induced by ingestion of dietary gluten
in genetically predisposed individuals, it reflects on the histologically by intestinal villous
atrophy, the main genetic factor inducer of CD is the HLA system. We studied the genetic
polymorphism of HLA class 1l molecules in a population of 24 Algerian patients with celiac
disease. For this we used a generic typing technique: by the Polymére Chain Reaction-
Specific Sequence Primers (PCR-SSP), preceded by extraction of genomic DNA of patients to
determine the phenotypic, genotypic and haplotype frequencies of HLA DRB1 and HLA
DQB1 genes. The results are correlated with those in the literature, Indeed, they allowed us to
confirm the involvement of molecules DQ2 and DQ8, DR17 allele and the haplotype 5.2 in
the MC, it’s also suggest that the DR13 and DQ6 alleles could be protective against celiac

disease.

Keywords: Celiac disease, gluten, HLA polymorphism, HLA DRB1, HLA DQB1.
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INTRODUCTION

La discrimination du soi et du non soi, est 1’élément fondamental de toute 1I’immunité
en induisant un état de tolérance. La rupture de cette tolérance pour les antigenes du soi,
pourrait conduire au développement des maladies auto-immunes qui est influencé par des

facteurs génétiques et environnementaux (Chatenoud, 2007).

Les maladies auto-immunes peuvent étre systémiques ou spécifique d’organe ou la
réponse auto-immune est dirigée exclusivement contre des composants d’un organe tel que
la maladie cceliaqgue (Mayer, 2000). Cette derniére est une maladie auto-immune
inflammatoire intestinale déclenchée par le gluten alimentaire chez des sujets génétiquement
prédisposés. Parmi les facteurs de prédisposition génétiques, les génes codants les molécules
HLA de classe II DQ occupent le premier plan car prés de 90 des patients expriment 1’alléle
HLA DQ2, le reste exprime dans leur grande majorité 1’alléle HLA DQS8 (Terrazzano et al.,
2007 ; Steinele et al., 2001).

L’objectif de ce travail est d’étudier, par techniques de typage générique par la réaction
de polymérisation en chaine par amorces spécifiques de séquence (PCR-SSP), le
polymorphisme génétique des molécules HLA de classe 1| DRB1,DQB1, dans une population
de 24 patients algeériens atteints de la maladie cceliaque , en comparaison & une population de
25 sujets sains, également d’origine algérienne. Le but étant d’établir les fréquences
phénotypique, génotypique et haplotypique des génes des locus DRBlet DQB1 du complexe
HLA de classe 1l dans la maladie cceliaque.






Chapitre 11 Matériel et méthodes

I.1. MATERIEL

11.1.1. Matériel biologigque

Notre étude a été réalisée sur un échantillon de 24 patients cceliaques recrutés au niveau
du service gastro-entérologie de I’Hopital Central de I’Armée (HCA) de Ain Naadja. Un
examen sérologique a été réalisé pour ’ensemble des sujets. Chaque patient dispose d’une

fiche clinico-biologique répertoriant les paramétres néecessaire a notre étude.

Ces patients sont comparées a un groupe témoin compose de 25 sujets sains ne présentent
aucune maladie chronique et sans antécédents familiaux de la maladie cceliaque ou autre
entéropathie. Les caractéristiques générales des patients et des sujets témoins sont résumeé

dans le tableau |I.

Tableau | : Caractéristiques générales des patients et sujets témoins

Caractéristiques Patients Témoins
Femme 15 17
Homme 9 8
Sexe ratio 1.66 2.13
11.2. METHODES

11.2.1. Typage générique HLA de classe |1 DR, DO

11.2.1.1. Extraction de I’acide désoxyribonucléigue génomigque sur colonnes

Principe

Le kit «Quik gene» permet I’extraction de I’acide désoxyribonucléique (ADN)
génomique a partir d’un échantillon de 200 pl de sang total sur acide éthyléne diamine tétra
acetique (EDTA). Une membrane poreuse ultrafine (80 pl) contenu dans les cartouches aux
propriétés hydrophiles permet un procédé d’extraction de I’ADN génomique, sans

contamination avec de hauts rendements et une grande pureté.
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Etapes de la technigue

L’extraction se déroule en trois étapes :

Premiére étape: la lyse cellulaire

Au moment de I’utilisation, Le sang total, conservé a -20 °C, dans des tubes EDTA,

est décongelé a température ambiante.

Dans un tube eppendorff sont déposés 30 pl de protéine kinase auxquels sont ajoutés
200 pul de sang totale et 250 pl de solution de lyse (LDB). Le tout est agité pendant 15s et
placé a la centrifugeuse. Par la suite, ce mélange est incubé pendant 2min au bain marie a
56 °C ; 250 ul d’éthanol 99 % sont ajoutés, le tout est agité pendant 15s puis placé a la

centrifugeuse.

Le lysat obtenu est transféré dans une colonne Cartridges (CAS) posé sur un tube a
déchets (WTS).

Deuxieme étape: la précipitation de I’ADN

Le tube WTS est centrifugé a 8000 tpm /1Imn a température ambiante. Le tube a déchets
est remplacé (WTS) par un autre. Puis un premier lavage est effectué en ajoutant 750 ul de
solution de lavage (WDB) dans la colonne et en centrifugeant a 8000 tpm /Imn. Le tube a
déchets (WTS) est remplacé une deuxieme fois par un autre, et un deuxiéme lavage est
effectué en ajoutant 750 pl de solution de WDB dans la colonne et en centrifugeant a 8000

tpm /1mn.

Troisieme étape: 1’élution de I’ADN

Enfin le WTS est remplacé par un eppendorff et 1I’élution est effectué en ajoutant 200 pl
de solution d’élution et en centrifugeant a 8000 tpm /Imn a température ambiante, ainsi

I’ADN génomique obtenu est concentré 50ng/pl.

17
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11.2.1.2. Quantification et contrdle de la quantité de 1’acide désoxyribonucléique

Le dosage s’effectué par spectrophotométrie, elle permet de déterminer la concentration et
la pureté¢ de I’ADN extrait en déterminant 1’absorbance (A) de ’ADN extrait a une longueur
d’onde de 260/280 nm. Pour cette quantification nous avons utilisé un spectrophotomeétre
(BioPhotometer Eppendorf). Dans notre étude la concentration de I’ADN devait étre comprise

entre 50 ng/ul avec une absorbance comprise entre 1,65 —1,80.

11.2.1.3.Technigue de typage par réaction de polymérisation en chaine par amorce spécifigue

de séquence

Principe :

La réaction de polymérisation en chaine utilise des amorces spécifiques d’un alléle lors de

la réaction d’amplification.

Cette technique repose sur le principe selon lequel seules les amorces dont les séquences
sont totalement complémentaires de la séquence cible d’un échantillon d’ADN se lient a cet
ADN et donnent un produit d’amplification lors d’une réaction de PCR (résultat positif). Les
amorces non complémentaires ne se lient pas a I’ADN et il ne se produit pas d’amplification
(résultat négatif). L’ ADN amplifié est détecté a I’aide d’une électrophorése sur gel d’agarose

incorporé de BET.

L’interprétation des résultats de la réaction de polymérisation en chaine par amorce
spéecifique de séquence (PCR-SSP) est basée sur la présence ou 1’absence de bandes
spéecifiques. En cas d’amplification réussie on obtient un fragment d’ADN de longueur
définie, reconnaissable dans le gel sous forme d’une bande. En I’absence d’amplification cette
bande n’apparait pas. Un contrdle positif interne est intégré. Il permet de vérifier I’intégrité de

la réaction PCR.

18
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ADN bicaténaire de la cible
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Figure 8: Mécanisme général de la réaction de polymérisation en chaine (Newton et
Graham, 1997)

Etapes de la technigue

Le kit est: INNO-TRAIN/HLA-Ready Gene DRDQ Low (conservé a -20 °C et retiré juste

avant utilisation). Pour chaque patient, une plaque de 32 puits est préparée.

Pré amplification

Dans un tube Eppendorff 200 pl d’eau distillée stérile et 100 pl du tampon PCR (conservé
a -20°C) sont ajouté. Le tube est vortexé pendant 15 secondes. 10 pl de ce mélange sont

déposés dans le premier puits de contréle négatif.

Aprés cela, 60 ul d’ADN génomique (50ng/ul) préalablement vortexé pendant 20
secondes et 04 ul de tag polymérase sont ajoutés. Le tout est vortexe pendant 20 secondes et
10 pl de ce mélange réactionnel sont déposés dans chaque puits de la plaque, a I’exception

de puits de contrble négatif. Afin d’éviter une contamination des amorces, nous avons fait

19
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attention a ce que I’extrémité de la pipette n’entre pas en contact avec les amorces. Pour cela

le mélange est déposé sur la paroi des puits.
Les tubes de réaction de la plaque sont hermétiquement fermés a 1’aide d’un couvercle
afin d’éviter I’évaporation.
Amplification

Une fois que les plaques sont prétes. Elles sont placées dans le thermocycleur (Applied
Biosysrems 9700), préalablement préchauffé pour 1’amplification. Un programme spécifique
INNOTRAIN-Ready est lancé et I’amplification dure lheure 35minutes.

Tableau Il : Programme d’amplification SSP INNOTRAIN-Ready

Etapes Température Temps Nombre du cycle
Dénaturation initiale 96°C 02mn 1 cycle
Dénaturation 96°C 15s 1 10 cycles
Hybridation- 65°C 60s J

Elongation

Dénaturation 96°C 10s 3

Hybridation 61°C 50s 20 cycles
Elongation 72°C 30s g

Elongation terminale 4°C 07 mn. (o)

11.2.1.4. Révélation des amplicons par électrophorése sur gel d’agarose

Préparation du tampon Tris Acétate EDTA

Le tampon tris acétate EDTA (TAE) est préparé en mélangeant 242 gr de tris base et 57,1
ml d’acide acétique et 100 ml d’EDTA. Ce mélange est ajouté a 1000 ml d’eau distillée.

20
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Le PH de la preparation est ajusté a 8 ,5 en utilisant des pastilles de KOH ou NaOH. La
solution obtenue est concentré 50X. Elle est donc dilué la solution afin d’obtenir une solution

concentré 1X.

Préparation du gel d’agarose 4 2% :

Le gel d’agarose a 2% est préparé en mélangeant 6gr d’agarose (Genagarose*) a 300 ml
de tampon TAE dans un bécher et en mettant le tout au micro —onde pendant 5 min ou jusqu’a
dissolution totale. Entre temps, le porte gel et les applicateurs sont préparés et déposés sous la
hotte & flux laminaire (FLUFRANCE).

Quand le gel est prét, il est mis sous la hotte ou 20 pl de BET lui sont ajoutés. Le gel est
versé délicatement dans le porte gel pour empécher la formation de bulles d’air et les

applicateurs sont placés tout doucement pour créer des puits de 10pul.

Le gel doit reposer pendant 15min sous la hotte chimique a la température ambiante

jusqu'a la polymérisation

L’électrophorese du GEL d’agarose :

Apres la polymérisation de 1’agarose, le gel est placé dans la cuve d’électrophorese
contenant du TAE 1X et les applicateurs sont retirés délicatement afin de ne pas créer de
bréches. Les puits du gel doivent étre completement recouverts de tampon. Dans chaque puits,
10 pl du produit de PCR sont déposés a I’aide d’une micropipette a 8 canaux.

L’¢électrophorese se fait a 160 volts pendant 25 min.

Les bandes d’ADN ainsi formées sont révélées et visualisées par marquage au
bromure d’éthidium BET et observées sous lumiere UV a l’aide d’un équipement de

capture de photo (GEL DOC XR Biorad).

Interprétation des résultats :

Les résultats sont interprétés a 1’aide des tableaux fournies dans le kit et du logiciel
INNO TRAIN DR-DQ (HLA-READY GENE DR-DQ Low). Ce programme a permis de

révéler 1’allele ou le groupe d’alleles correspondant. Sur la photographie les produits
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apparaissaient sous forme de bandes. Les bandes spécifiques sont exprimées en nombre de

paires de bases en référence au marqueur utilisé pour 1’électrophorése.

11.3. TESTS STATISTIQUES

11.3.1. Fréquence alléligues, phénotypique et haplotypique

La transmission des alléles HLA suit un mode autosomal codominant, la fréquence
allelique des genes HLA DRB1 et HLA DQB1 est déterminée par comptage des sujets
portant un phénotype donné en tenant compte des homozygote qui sont comptabilisés deux
fois.

Les fréquences phénotypiques et haplotypiques sont évaluées par le méme procédé sauf

que I’homozygote est compté une seul fois.

11.3.2. Odds Ratio

Odds Ratio (OR) permet d’apprécier 1’intensité de 1’association entre un marqueur et
une maladie. Son évaluation dans cette étude a été obtenue par le logiciel COMPAR 2. Ce

méme logiciel permet de déduire le degré de signification «p »

R1 : personnes exposées

Ry : personnes non-exposées

Si : P <0.05 : est significatif.

Si: P <0.01: Tres significatif.

Si: P <0.001: Hautement significatif.
Si : P > 0.05: Non significatif.

YV V VYV V
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11.3.3. Risque relatif

Le risque relatif (RR) est calculé afin de mettre en évidence une association entre le
facteur de risque et de la maladie étudiée. Il correspond au rapport des incidences de la

maladie chez les personnes exposées (R1) et chez les personnes non-exposées (Ro).

R 1

RR= —
R,

Si le risque relatif est supérieur a 1, on suppose une association entre le facteur de
risque et la maladie. Toutefois, un test de X? est nécessaire pour vérifier si cette association

est significative.
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I.1.DEFINITION DE LA MALADIE

La maladie cceliaque (MC ), décrite depuis maintenant prés 2000 ans par Aretaeus de
Cappadoce est une entéropathie inflammatoire chronique, d’origine auto-immune induite par
I’ingestion de gluten, survenant chez des sujets génetiquement prédisposés (Green, 2007 ;
Moodie et Ciclitira, 2001). Elle se traduit, sur le plan histologique, par une atrophie
villositaire intestinale. Régressive aprés exclusion alimentaire du gluten de blé et des
prolamines équivalentes des autres céréales réputées toxiques telles que le seigle, I’orge et de

fagon incertaine, 1’avoine (Tkoub, 2008).

1.2. EPIDEMIOLOGIE

La maladie cceliaque peut survenir a tout 4ge. Grace a 1’éssor des tests sérologiques, des
études épidémiologiques ont pu étre menées et ont révélé que la maladie se développe dans
les foyers de fagcon comparable. La prévalence mondiale de la maladie est estimée a 1 %
(Dube et al., 2005 ; Van Heel et al.,2006) dans la population générale et augmente jusqu’a 33

% chez les populations dites « a risque » (tableau III de ’annexe 1).

La survenue d’une maladie cceliaque est 10 a 100 fois supérieure a la population générale:
- Chez les parents au ler degré, elle varie de 1/50 & 1/10 (Ellis, 1981).
- Chez les jJumeaux homozygotes, on retrouve un taux de concordance de 70%.

- Dans la fratrie, 30% ont un haplotype HLA identique (Romino, 2000).

Dans I’Est algérien, la prévalence de la maladie cceliaque est de 1,4 % a Guelma, 1,7 % a
Mila et 0,88 % a Khanchela (Benatallah, 2009). et dans la ville d’Oran, la prévalence de la

maladie ceeliaque chez des enfants de moins de 15 ans et de 1,09% (Boudraa et al., 2008) .
1.3. HISTOPATHOLOGIE

Les aspects histologiques décrits dans la maladie cceliaque (Oberhuber, 2000) sont les
suivant : (figure 2 ; figure 3).
- Atrophie villositaire correspond aux lésions les plus sévéres de la maladie cceliaque.
L'atrophie villositaire est une Iésion de villosité apparait lors d'une réaction inflammatoire de

I'intestin gréle.
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Concernant l'analyse histologique, trois degrés d'atrophie villositaire sont pris en compte :
I'atrophie villositaire totale (AVT), l'atrophie villositaire sub-totale (AVST) et l'atrophie
villositaire partielle (AVP).

- Augmentation de la lymphocytose intra épithéliale (LIE): il s’agit du premier et du plus
sensible indice d’atteinte de la muqueuse par le gluten ; un nombre supérieur a 40
lymphocytes pour 100 cellules épithéliales est un marqueur de processus immunologique,
cette augmentation des LIE est beaucoup plus importante que celle observé dans les autres
étiologies associées a une atrophie villositaire (Patey-Mariaud de serre et al., 1998 ; Guy-
Grand et al., 1998).

- Infiltrat inflammatoire de la lamina propria avec prédominance de cellules plasmocytaire,
situé préférentiellement a la partie supérieure de la mugueuse. Les polynucléaire éosinophiles
et lymphocytes T sont également augmentés, notamment les lymphocytes T cytotoxiques et
les lymphocytes T Helper. Des polynucléaire neutrophiles peuvent étre observées (Matysiak-
Budnik et al., 2006).

- Hyperplasie cryptique (HC) : il s’agit de la premiére modification architecturale, induite par
les facteurs de croissance tel que 1’hépatocyte growth factor et le keratinocyte growth factor
qui sont libérées par les cellules mésenchymateuses et par les lymphocytes intra-épithéliales a

fin d'accélérer le renouvellement épithélial (Oberhuber, 2000).

- Entérocytes présentent une diminution de leur taille dans des stades avancés de la maladie
ceeliaque. En cas d’atrophie villositaire totale, les cellules de la surface épithéliale

sont altérées, cuboides, dédifférenciées, basophiles avec un cytoplasme vacuolisé (Patey-
Mariaud de serren et al., 2000).

I.4. Immunopathologie de la maladie
La maladie cceliaque est la conséquence d’une réponse immunitaire inadaptée a la gliadine

alimentaire, dans laguelle des auto-anticorps auraient un réle pathogénique important (Mayer
et Orgiazzi, 2003).
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1.4.1. Antigénes

1.4.1.1.Gluten

Le blé, ou plus précisément le gluten, est le déclencheur majeur, connu et indispensable

au développement de la maladie cceliaque.

Le gluten est un ensemble de protéines de stockage, qui se subdivise en 2 groupes, les
prolamines (solubles dans 1’éthanol) et les gluténines (solubles dans 1’eau et les solutions
salines). Les prolamines du blé sont les gliadines. Pour les céréales apparentées, il s’agit des

hordéines et des sécalines, respectivement pour 1’orge et le seigle (Vader et al., 2003a).

La gliadine est la fraction la plus toxique du grain de blé, a un poids moléculaire
relativement bas (16-40) KD. Sur la base de leur mobilité éléctrophorétique, les gliadines se
subdivisent en quatre groupes (a, y/p et ®) (Arentz-Hansen et al., 2004). Les protéines de la
gliadine sont hétérogénes, elle présent des différences au niveau de divers parties de la
molécule, environ 35 % de la molécule est organisé sous la forme d’une hélice a, alors que 35

% sont des coudes . Le reste de la molécule est désordonné (Koning, 2005).

Le gluten a une composition trés riche en proline (15 %) et en glutamine (35 %)
(figure 3). La forte proportion en proline (P) et en glutamine (Q) rend cette protéines
relativement résistance a la digestion protéolytique par les enzymes gastriques, pancréatiques
et de la bordure en brosse. De plus la présence répétée de ces résidus fait de la protéine le
substrat préfere de la transglutaminase tissulaire (Koning, 2005). Certains composants du
gluten ont été clairement incriminés : les gluténines de haute masse molaire (Dewar et al.,
2006) et I’a-gliadine, avec plus particulierement le peptide immunodominant, 33-mer, p57-89
(Shan et al., 2002) et le peptide nonimmunodominant, 13-mer, p31-43 (Di Sabatino et al.,
2006)
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PRIMARY AMINO ACID SEQUENCE OF A-GLIADIN
1 VRVPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPLVQQQQFLGQQQPFPPQ
41 QPYPQPQPFPSQQPYLQLQPFPQPQLPYSQPQPFRPQQPY

81 PQPQPQYSQPQQPISsQQQQQQQQaQeQQQQQeaaeaaQQaliLaQliLQ

121 QQLIFCMDVVLQQHNIAHGRSQVLQQAQSTYQLLQELCCQHL

161 WQIPEQSQCQAIHNVVHAIILHOQQKaQQQaQ@PsSsQVsSFaar

20" LQQYPLGQGSFRPFPSQQNPQAQGSVQPQQLPQFEEIRNLAL

241 QTLPAMCNVYIAPYCTIAPFGIFGTN

Figure 3 : Exemple d’une séquence primaire en acides aminés « peptides a-gliadine » :
Noter I’abondance des résidus Proline (P) et Glutamine (Q) (Koning, 2005).

1.4.1.2.Transglutaminase tissulaire

La transglutaminase tissulaire (TGt) est une enzyme de poids moléculaire 85KD
ubiquitaire multifonctionnelle calcium dépendante (Fesus et Piacentini, 2002), située dans
I’endomysium de la muqueuse intestinale, et dont la sécrétion est augmentée lors d’une
altération cellulaire ou d’un processus inflammatoire notamment dans la MC.

Cette enzyme est capable, outre sa fonction de maintenir 1’intégrité tissulaire du tissu
conjonctif par la formation des liaisons peptidiques « crosslinking », de déaminer la
glutamine en acide glutamique chargé négativement (Hendreson et al., 2007 ; Kim et al.,
2004) (figure 4).

Le but de cette déamidation est de renforcer I’accroche a la poche peptidique des
molécules HLA DQ2/DQ8 contenant des résidus chargés positivement, conduisant a la
formation des complexes gliadine- TGt et leur présentation aux LT CD4+ du chorion, qui ne
connaissent les peptides de la gliadine qu’aprés leur déamidation (Molberg et al., 2001 ;
Camara et al., 2009) (figure 5).

Les nouveaux épitopes formés lors de tels complexes entrainerait une perte de la
tolérance orale au gluten ainsi qu’a la TGt avec pour conséquence, la formation d’anticorps
anti-TGt (Moustakas et al., 2000 ; Arentz-Hansen et al., 2000).

Le géne de la TGt est un géne communément exprimé. Au cours da la MC, aucune
association avec 1’éventuelle transmission d’allé¢les spécifiques de la TGt n’a été mise en

évidence. Aucune modification du géne n’a été retrouvée dans les familles de malades
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cceliaques. Le gene de la TGt peut donc €tre exclu comme facteur génétique associé a la
pathogénese de la MC (Van Belzen et al., 2001).

Deamidation

o
(Hzla — & HHO DQ2 Signature

REE
emwp — G:D + Py DQB Signature
O

Glutamic acid

Current Opinion in Immunology

Figure 4 : Déamination par la transglutaminase  Figure 5 : Complexe épitope du peptide du gluten
tissulaire (Sollid, 2002). (e-gliadine) a la poche peptidique de la molécule
DQ2 (Qiao et al., 2009).

1.4.2. Anticorps associes a la maladie ceeliaques

Plusieurs anticorps (AC) spécifiques peuvent étre mis en évidence dans le sérum des

patients atteints de la maladie cceliaque.

1.4.2.1. Anticorps antigliadines d’isotypes [gA / 1gG

Les anticorps antigliadines (AAG) sont dirigés contre la fractions alcoolo-soluble du
gluten de blé, qui constitue une partie importants des protéines de cette céréales (Mascart et
Ocmant, 1998 ; Farrel et al., 2001 ; Vahedi et al., 2001 ). La présence des AAG dans le sang
est généralement recherchée par une technique immuno-enzymtiques (Elisa) (Walker, 1988),

en utilise comme antigéne de la gliadine non purifiee.

Les IgA-AGA sont plus sensibles et plus spécifiques que les 1IgG (Lamireau, 2008).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0952791509000284
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1.4.2.2. Auto- anticorps antiendomysium d’isotypes IgA

L’endomysium est le tissu conjonctif disposé autour des fibres musculaires lisses du
tube digestif (Mascart et Ocmant, 1998). La présence auto- anticorps antiendomysium (EMA)
de type IgA est parfaitement corrélée a la maladie, puisque sa spécificité est estimée a environ
99% et sa sensibilité dépasse 90%. Sa détection nécessite I’immunofluorescence indirecte
utilisant comme substrat, I’cesophage du singe ou le cordon ombilical humain (Rittmeyer,
1996). De plus elle a été demontré que la cible antigénique principale (ou unique) des EMA

est I’enzyme tranglutaminase tissulaire (Van Heel DA et al., 2006).

1.4.2.3.Auto- anticorps anti-transglutaminases d’isotypes IgA / 1gG

Les transglutaminases tissulaires peuvent se lier aux glutens et former des super
antigénes. Ces « complexes enzyme/peptides » sont responsables de la sécrétion des auto-
anticorps antitransglutaminases tissulaires (AC anti-tTG) par les lymphocytes B (Di Sabatino
et al., 2009).

L’AC anti-tTG peut inhiber les effets du transforming growth factor-R (TGF-R), élément
indispensable a la formation des villosités intestinales, ce qui inhibe la différenciation des
cellules épithéliales cryptiques de la muqueuse intestinale (Herzog, 2000).

Le développement de tests immunoenzymatiques de type Elisa, utilisant comme antigene
une TGt recombinante d’origine humaine ou animal permet de détecter et de quantifier les AC
anti-tTG de type IgA avec une sensibilité et une spécificité comparable a celles des EMA
(Tommasini et al., 2004 ; Van Heel DA et al., 2006).

1.4.2.4.Auto- anticorps anti-réticuline

L’association de ces anticorps a la maladie cceliaque a été rapportée par Seach en 1976.
Ces anticorps se lient a la réticuline tissulaire de différents organes de rongeures. Il existe
différents types d’anticorps anti-réticuline, et seul le type R1 d’isotype IgA est typique de
la MC. Les anticorps anti-réticuline de classe IgA sont recherchés par immunofluorescence

indirecte sur coupe de tissus murins (Mascart et Ocmant, 1998).
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1.4.3. Physiopathologie

La maladie cceliaque est une maladie auto-immune de physiopathologie complexe, aux
manifestations cliniques variées, survenant chez un sujet genétiqguement prédisposé et
régressive sous régime sans gluten (RSG) (Tkoub, 2008).

Lors de la digestion du gluten (prolamine et glutinine). Le passage de la lumiere de
I’intestin vers la lamina propria est une étape décisive dans le développement de la maladie

(Fasano, 2001).

Schumann et al (2008) ont mis en lumiére le mécanisme de transcytose du peptide 33-mer
de I’ a -gliadine mettant en jeu ’endocytose par la voie des clathrines. Matsiak-Budnik et al
(2008) ont montre le passage des peptides 13-mer et 33-mer vers la lamina propria par un
mécanisme de rétrotranscytose via un récepteur a la transferrine. A la différence de la
transcytose, la rétrotranscytose est un transport protégé des peptides de la gliadine. En effet,
ces derniers sont couplés a des immunoglobulines A (IgA). Le transport s’effectue grace a la
reconnaissance des IgA par la transferrine. Il a aussi ét¢ montré qu’en présence de gliadine,
les entérocytes sécretent la zonuline, une protéine analogue de la toxine du choléra. Cette
protéine déclenche une cascade de phosphorylations qui aboutit & une dérégulation des
jonctions serrées. Par conséquent, un passage anormal des macromolécules serait aussi

favorisé par voie paracellulaire (Thomas et al., 2006).

La toxicit¢é du gliadine est d’autant plus grande si celui-ci subit une réaction de
désamination par les transglutaminases tissulaires de type 2 (Maiuri et al., 2003 ; Shan et al.,
2005). Cette réaction entraine 1’apparition de charges négatives en transformant une
glutamine en glutamate. L’apparition d’une charge permet une plus grande affinité avec HLA-
DQ2 et I’apparition de deux charges facilite I’ancrage avec le HLA-DQ8 (Henderson et al.,
2007). Les complexes transglutaminase-gliadine deamidée sont captés par les macrophages
et les cellules dendritiques porteurs de I'HLA-DQ2 ou HLA-DQS8.
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Figure 6 : Mécanisme de la maladie ceeliaque (Di Sabatino et al., 2009).
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Le complexe est ensuite présente aux lymphocytes T CD4 + spécifiques du chorion
exprimant le récepteur T (TcR) alph /béta, qui vont étre activé (Henderson et al., 2007).
Apres D’activation des clones T CD4+, il s’ensuit leur proliférations, différentiations en deux

sous populations Thy ET Th, (figure 6).

Une réaction inflamatoire de type Th; avec production de cytokines inflammatoires dont
I’interféron-y (IFN-y) entrainant une inflammation. L’interféron gamma induit I’activation de
la voie extrinséque de I’apoptose en induisant I'expression de FAS et du récepteur p55 du
TNF sur les entérocytes, favorisant ainsi la lyse de ces cellules par des lymphocytes
cytotoxiques (CDS8+) porteurs du ligand Fas. L’IFN-y stimule aussi la libération de
métalloprotéases (MMP) par les fibroblastes qui détruisent la lame basale (Di Sabatino et al.,
2009).

10
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Une réaction immunitaire de type Th2 avec secrétion d'interleukine 4, 5, 10 et 13 qui, par
la stimulation des lymphocytes B puis des plasmocytes, aboutit a la production d'Anticorps
anti-gliadine et anti-transglutaminase (Gianfrani et al., 2005).

Il a été démontré que le peptide non-immunodominant p31-43 induit la sécrétion d’IL-15
par les entérocytes (Maiuri et al., 2003). Cette cytokine entraine 1’apparition des molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité de classe I, MIC I A/B, reconnues par le récepteur
NKG2D (un récepteur activateur des cellules « Natural Killer » (Hue et al., 2004 ; Meresse et
al., 2004) et est responsable du recrutement des lymphocytes au niveau de 1’épithélium
(CD8+ et NK (« natural Killer » ou cellule tueuse) (Gianfrani et al., 2003). L’activation de ces
derniers entraine une destruction de 1’épithélium grace au systéme perforine/granzyme (Jabri

et al., 2006; Craig et al., 2007).

Ces phénoménes immunitaires, provoquent une cascade inflammatoire qui génere les

dommages tissulaires caractéristiques de la maladie.

1.5. FACTEURS DE RISQUES ENVIRONNEMENTAUX

1.5.1. Infections virale

Le role favorisant d’infections intestinales est suspecté depuis longtemps : I'adénovirus
de sérotype 12 (Ad 12) pourrait étre a ’origine de la rupture de la tolérance chez des sujets

prédisposés génétiquement.

Il existe une homologie de la séquence d'acides aminés entre une partie de la o gliadine

et une protéine virale (E 1b) produite par I'Ad 12, d’ou un mimétisme moléculaire (Leeor et

Howard, 2009 ; Leon et al., 2005).

1.5.2. L’allaitement maternel

L’absence d’allaitement lors de [D’introduction du gluten dans 1’alimentation est
fréquemment retrouvée chez des sujets cceliaques non intolérants. L'allaitement maternel
aurait donc un effet protecteur chez les enfants prédisposés, il retardait 1’apparition de la
maladie et diminuerait la gravité des symptomes a 1’apparition (Persson et al., 2002 ; De
Palma et al., 2012).

11
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1.6. FACTEURS DE PREDISPOSITION GENETIQUE

Les facteurs génétiques jouent un role prépondérant dans la physiopathologie de la
maladie cceliaque. L’ importance des facteurs génétiques est démontrée par la fréquence de la
maladie cceliaque chez les individus apparentés au premier degré (environ 10%) et le taux de
concordance tres élevé entre les jumeaux monozygotes (75%) comparé a celui entre jumeaux
dizygotes (10-30%), selon que ceux-ci partagent ou non les haplotypes HLA (Romio et al.,
2000).

1.6.1. Définition du complexe majeur d’histocompatibilité humain

Le complexe majeur d’histocompatibilité humain (HLA) est formé d'une série de génes
étroitement liés qui codent pour des protéines membranaires (molécules HLA) qui fixent et
présentent les peptides antigéniques aux récepteurs des lymphocytes T (TCR). Ainsi le
systtme HLA a un role fondamental dans la réponse immunitaire physiologique (Eliaou,
2007).

La région HLA est située sur le bras court de la sixieme paire chromosomique, sur la
bande 6p 21-3. Elle s'étend sur une distance d'environ 4000 kilobases, ce qui correspond a
1/1000 du génome humain. Elle comporte de nombreux génes, partagés en trois classes :
systeme HLA de classe I, de classe Il et de classe 111 (Louka et Sollid, 2003).

Le systeme HLA possede de nombreuses -caractéristiques, il est multigénique,
codominant, multiallélique et tres polymorphe (Modie et Ciclitira, 2001).

1.6.1.1. Nomenclature du complexe majeur d’histocompatibilité humain

Le polymorphisme extréme des genes HLA a nécessite 1’élaboration d’une nomenclature

qui impose une écriture stricte des différents alléles. Les alléles sont désignés par HLA suivi
par le locus (A, B, C, DQ, DQ et DR), puis par une étoile (*) et par 4chiffres.
Les deux premiers désignent la correspondance sérologique ou tissulaire et les deux derniers
la variation allélique, par exemple 1’alléle HLA DQB1*0201 : HLA est le complexe de genes,
DQ est le locus, B1 est le géne dans le locus DQ, 02 correspond a la spécificité DQ2 et enfin
01 designe le variant allélique (Charron, 1997).

12
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1.6.1.2. Le complexe majeur d’histocompatibilité humain de classe |l

Le systeme HLA de classe Il est constitué d'un ensemble de familles de genes dont les
principales sont HLA-DR, HLA-DQ et HLA-DP. Pour chacune des familles, il existe des

genes fonctionnels et des genes non fonctionnels (pseudo-genes).

Les principales familles de génes HLA de classe 1I: HLA-DR, HLA-DQ, HLA -DP, sont
constituées de plusieurs genes. On dénombre au moins 10 genes au niveau de la famille DR :
le géne DRA invariant codant pour la chaine DR a et neuf génes DRB dont quatre sont
fonctionnels et polymorphes (B1, B3, B4 et B5), codant pour les chaines DRp. La molécule
membranaire mature HLA-DR est formée de l'association d'une chaine DRa et d'une chaine
DRp. Seuls les genes DRB sont responsables du polymorphisme du composant HLA-DR. En
ce qui concerne les composants HLA-DQ et HLA-DP, les genes DQA, DQB et DPA sont
polyalléliques (Eliaou, 2007).

Le systéeme génique formé par les génes HLA de classe Il DR, DQ et DP est loin le plus
polymorphe de I’espéce humaine : actuellement plus de 2800 alléles (dont 577 seulement pour
le locus DRB) codent pour autant de protéines différentes car leur caractéristique
« d’expression codominante » permet a chaque alléle de chaque haplotype d’étre exprimé et
ainsi a son produit protéique d’étre détecté (Roujen et al., 2011).

Les locus DR et DQ, ont un tres fort déséquilibre de liaison ce qui explique leur

association préférentiel dans différentes maladie auto-immunes (Moodie et Ciclitra, 2001).

1.6.1.3. Implication des génes du complexe majeur d’histocompatibilité humain dans le

I’expression de la maladie

Dés 1972, les techniques sérologiques de groupage HLA permettent de mettre en
évidence une association génétique entre la molécule HLA de classe | dénommée plus tard B8
et la survenue de la MC (Falchuk et al., 1972 ; Stokes et al., 1972).

En 1976, un lien encore plus étroit est établi avec le sérotype HLA de classe Il DW3,
défini aujourd’hui par DR3 (Keuning et al., 1976). Plus tard, le sérotype DR7 est a’ son tour

13
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impliqué, mais ce dernier nécessite alors une association en trans (sur 1’autre chromosome

parental) avec DR3 ou DR5 (Solheim et al., 1976 ; Tosi et al., 1983).

Enfin, en 1989, c’est la molécule HLA-DQ2 qui est finalement identifiée comme facteur
de risque HLA principal (Sollid et al., 1989). Ces résultats qui semblent & premiére vue trés
différents, ne sont pas pour autant si incompatibles entre eux. En effet, il existe un fort
déséquilibre de liaison entre les génes codant les molécules de classe 1l DR et DQ, car ils sont
tres proches au sein de la région HLA, portée par le chromosome 6, et sont donc presque
toujours transmis ensemble a la génération suivante. Le DR3 et le DR7, premierement
impliqués dans la survenue de la MC, sont le plus souvent associés au DQ2 (Roujon et al.,
2011) (figure 7).

Hétérodimeére HLA-DQS8

oRa-DGS
T =

DQB1* DQA1* DRB1*

Cellule
Présentatrice
d’Antigene
HLA-DQ2

chaine a chaine B

/ \ G
DR3-DQ2 0301 DR5-DQ7 —
— - —ll— U=rosEg

DQaB1* DQA1* DRB1* DaB1* DQA1* DRB1*
Hétérodimeére HLA-DQ2codé encis Hétérodimeére HLA-DQ2codé en trans

Figure 7 : Haplotypes associées aux hétérodimeres HLA-DQ2 et HLA-D (Roujon et al.,
2011)

Le déséquilibre de liaison est plus faible entre les genes codant pour les molécules de
classe I, ces derniers étant plus éloignés que ceux codant pour la classe Il. Néanmoins, les
génes HLA B8, DR3 et DQ2 appartiennent a 1’haplotype ancestral étendu A1-B8-DR3-DQ2,
également appelé haplotype 8.1. Ce haplotype, tres conservé chez les caucasoides, explique la
toute premiere relation établie avec le B8. Il est a noter que la MC est fréquemment associée

au diabéte de type 1 et a certaines atteintes thyroidiennes auto-immunes, ces pathologies étant
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elles aussi associées a I’haplotype 8.1 (Van Heel DA et al., 2005). La molécule HLA-DQ8 est
un autre facteur de risque HLA identifié, mais dans un plus petit pourcentage de MC,

notamment car elle est moins fréquente dans la population.

1.6.2.Autres_genes

Hormis le complexe HLA, il existe un exemple prometteur dans l'apparition de la
maladie. Il s'agit du gene CTLA-4, codant pour la protéine 4 associée au lymphocyte T
cytotoxique, porte sur le chromosome 2. La protéine 4 est impliquée dans la régulation et

I'activation des lymphocytes T.

Le polymorphisme des génes codant pour l'interleukine 10 (IL 10), le TNF-a et le TGFB
intervient aussi dans la maladie. Les interleukines IL-10, aux propriétés antinflammatoires,
seraient moins produites chez un patient atteint de la maladie ceeliaque que chez un individu

sain. Ce facteur pourrait augmenter la gravite de la maladie (Cerf-Bensussan et Jabri, 2001).

D’autres geénes, semblent avoir aussi un réle dans la pathogenése comme des genes
impliqués dans les fonctions de la barriere épithéliale : gene MYQO9B (myosin 1XB) (Monsuur
et al., 2005), géne PARD3 (partitioning defective 3) , géne MAGI2 (membrane associated
guanylate kinase) (Wapenaar et al., 2008) ou encore des génes, codant pour des intégrines,
des cytokines et leurs récepteurs, des protéines de signalisation impliquées dans le contrdle de

la réponse immunitaire innée : géne ITGA4 (integrin o 4) (Garner et al., 2009), géne IL 2

(interleukine 2), gene IL21, gene CCR3 (chemokine c-c receptor 3), gene CCR1 (chemokine
c-c receptor 1) (Hunt et al.,, 2008) ou de la réponse immunitaire acquise (géne
ENS1(endonuclease subunit 1), gene THEMIS (thymocyte-expressed molecule involved in
selection) (Dubois et al., 2010).
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Chapitre 111 Résultats et discussion

I11.1. RESULTATS

Notre étude a été réalisée sur un échantillon de 24 patients ceeliaques, en comparaison a
une population de 25 sujets sains, sont tout d’origine algérien. Dans le but d’étudier, par
techniques de typage générique par la réaction de polymérisation en chaine par amorces
specifiques de séquences (PCR-SSP), le polymorphisme génétique des molécules HLA de
classe Il DRB1, DQBL1. Et d’établir les fréquences phénotypique, génotypique et haplotypique
des genes des locus DRB1 et DQB1 du complexe HLA de classe II dans la maladie cceliaque.

Les résultats obtenus sont les suivants :

111.1.1. Caractéristiques de la cohorte

111.1.1.1. Répartition des patients selon le sexe

La population des patients atteint de la maladie cceliaque (n=24) est composé de : 62,5 %

de femmes et 37,5% d’hommes (figure 9).

Le sexe ratio dans cette population est de 1,66 (F/H). L’age moyen est de 30.95 avec une

distribution comprise entre [3-50 ans].

B Masculin

H Feminin

Figure 9 : Répartition des patients selon le sexe
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111.1.1.1. Répartition des témoins selon le sexe

La population des témoins atteint de la maladie cceliaque (n=25) est composeé de : 68%

de femmes et 32% d’hommes (figure 10).

Le sexe ratio dans cette population est de 2,13 (F/H). L’age moyen est de 30.95 avec une

distribution comprise entre [25-48ans].

m Masculin

® Feminin

Figure 10: Répartition des témoins selon le sexe

111.1.1.2. Répartition des patients diagnostiqués ceeliaques suivant le signe clinique

Dans notre série les signes cliniques les plus fréquents sont 1’anémie 45% (associés ou
non aux signes digestifs) et les signes digestifs types diarrhée chroniques 45%, étant donné

que ce sont les premiéres conséquences de la malabsorption intestinale.

Nous notons aussi I’augmentation de la fréquence des signes non classiques type diabete
insuline dépendant et thyroidite auto-immune (figure 11).
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Figure 11 : Répartition des patients diagnostiqués ceeliaques suivant les signes cliniques

111.1.1.3. Répartition des patients selon la préséance ou non d’antécédents

Parmi les 24 patients cceliaques, 25 % (N=6) présentent des antécédents de la maladie
ceeliaque, tandis que le reste des patients 75% (N=18) n’ont pas signalé d’antécédents de la
maladie ceeliaque (figure 12).

Figure 12 : Répartition des patients selon la préséance ou non d’antécédents
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111.1.2. Etude du génotype HLA DRB1 DOB1 par typage générigue

111.1.2.1. Typage HLA de classe 11 DQ B1 générique

Les résultats de cette étude montrent que 83,33% des patients cceliaques portent un
phénotype DQ2 et /ou DQ8 dont 66,67 % présentent le phénotype HLA DQ2 et 33,33 %
présentent le phénotype HLA DQ8. Ces fréquences sont significativement plus élevées chez
les malades cceliaques par apport aux témoins. Le phénotype HLA DQ?2 est retrouvé chez 41,1
% des témoins et le phénotype HLA DQ8 est retrouvé chez 13,17 % des témoins, ce qui
montre une différence significative de la fréquence des ces 2 phénotypes (OR=3,00 Pc=
0,033 et OR= 3,67 Pc=0,041) (figure 12 ; tableau VI de I’annexe 3).

Le reste des patients 16,67% (N=4) se sont révelés étre de phénotype DQ2/DQ8 négatif.

60 -

50 -

40 -

30 - M Patients

20 - B Témoins

10 A

Fréguence phénotypique (%0)

DQ2 DQS8 DQ2/DQ8
négatif

Phénotypes

Figure 13 : Fréquence phénotypique des alleles HLA DQ B1 chez les patients cceliaque et
les témoins
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111.1.2.2. Polymorphisme HLA DOB1

L’exploration du polymorphisme HLA DQB1 montre une différence significative de la
fréquence des alleles HLA DQ B1*2 (DQ2) et HLA DQ B1*0302 (DQ8) qui sont plus
retrouvés chez les patients ceeliaques par apport aux témoins avec des fréquences respectives
(41,67%) vs (12%) (OR=5,24, Pc=4,4.10) et de (18,75%) vs (6%) (OR=3,62, Pc= 0,030)
(figure 13 ; tableau VI de I’annexe 3).

L’allele HLA DQB1*06 (DQ6) est significativement moins fréquent chez les malades

ceeliaques que chez les témoins avec des fréquences respectives (12,50%) vs (26%),
(OR=0,41, Pc= 0,048).

40 -

35 -

30 A

25 A

20 + M Patients
15

10

. el

DQ5 (1) DQs6 (1) DQ2 DQ(7)3 DQ(8)3 DQ(9)3 DQ4

Fréquence des alleles HLA-DQ1 (%)

Alleles HLA-DQB1

Témoins

Figure 14 : Fréquences des alleles HLA DBQL1 chez les patients ceeliaques et les témoins

111.1.2.3. Polymorphisme HLA DR B1

L’exploration du polymorphisme HLA DRB1 montre une différence significative de la
fréquence de 1’allele HLA DR B1* 03 (DR 17) qui est plus fréquent chez les patients
ceeliaque (37,50%) par apport aux témoins (7,4%), (OR=6,90, Pc=2,2.10%) (figure 14 ;
tableau VIII de I’annexe 3).
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L’allele DR B1* 13 (DR13) est significativement plus important chez les témoins
(15,75%) que chez les patients cceliaques (2,083 %), (OR=0,11, Pc=0,009).

40 -

35 A

30 A

25 A

20 A

15 - | M Patients
10 - — Témoins
all bl bl

0 any— " - )

& i QQ‘\/@ QQ*Q\Q QQL\?)@ S QQ:&

Fréquence des alleles HLA-DRB1(%)

Alléles HLA-DRB1

Figure 15 : Fréquences des alleles DRB1 chez les patients ceeliaques et les témoins

111.1.2.4. Fréquence de ’homozygotie et de 1’hétérozygotie des alleles HLA DOB1

La fréequence de I’allecle HLA DQ2 a I’état homozygote est plus augmenté chez les
patients ceeliaque (20,83%) que chez les témoins (3,33%), (OR=6,32, Pc=0,04). Cependant, la
fréquence I’allele HLA DQS8 a I’état homozygote n’est pas significativement plus éléve chez
les patients cceliaque (4,17%) par apport aux témoins (3,33%) (figure 15; tableau 1X de

I’annexe 3).

Par ailleurs, la présence de 1’allele HLA DQ2 /HLA DQ8 a I’état hétérozygote n’est pas

significativement plus élevée chez les patients cceliaques (16,67%) par apport aux témoins
(3,33%), (OR=4.80, Pc=0,09).
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Fréquence génotypique (%0)

35 1

30 A

25 A

20 A

15 A

10 -

DQ2/DQ2 DQ2/DQ8 DQ2/DQX DQ8/DQ8 DQ8/DQX
Génotypes HLA DQB1

M Patients

Témoins

Figure 16 : Fréquence de I’homozygotie et de ’hétérozygotie des alleles HLA DQBI1 chez

les patients et les témoins (X étant n’importe quel allele autre que DQ2 et DQ8)

111.1.2.5. Fréguence des haplotypes HLA DRB1*-BOB1*

L’analyse des haplotypes HLA DRB1*-BQB1* a montré une fréquence significativement
plus élevée de I’haplotype HLA DR17 DQ2 (HLA DQ 2.5) chez les patients cceliaque

(58,33%) par apport aux témoins (13,70%), (OR=10,27, Pc=3,3.10™).

Cependant, les haplotypes HLA DR4 DQ8 (HLA DQ 8) et HLA DR7 DQ2 (HLA DQ
2.2) ne sont pas significativement plus augmenté chez les patients par rapport aux témoins
avec des fréquences respectives (5,48%) vs (16,67%), (OR=4,80, Pc=0,087) pour I’haplotype
HLA DQ 2.2 et (6,85%) vs (25,00%), (OR=3.83, Pc=0,061) pour I’haplotype HLA DQ 8
(Figure 16 ; tableau X de I’annexe 3).

30



Chapitre 111 Résultats et discussion

60 -

40 A

30 A m Patients

20 - Témoins

10 A

Fréguences des haplotypes (%)

DR17(3)-DQ2 DR7-DQ2 DR4-DQ8

Haplotypes HLA DRB1-DQB1

Figure 17 : Fréquence des haplotypes HLA DRB1-DQBI chez les patients ceeliaques et
chez les temoins
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111.2. DISCUSSION

L’association des genes HLA avec la maladie cceliaque est connue depuis les travaux de

Falchuk en 1972 et confirmée par la suite dans plusieurs travaux.

111.2.1. Phénotype de la population pour la molécule HLA classe 11 DO

Lors de I’analyse des résultats du typage générique, nous avons noté que 83.33% des
patients (20) présentent le phénotype DQ2 et/ou DQS8 ce qui met en évidence 1’importance de
ces deux molécules et leur implication dans la pathologie (Gjertsen et al., 1994), et leur

importance dans la présentation des peptides de la gliadine aux LTCDA4.

L’hétérogénéité dans la prédisposition a la maladie ceeliaque peut étre due a I’existence des
différents peptides antigéniques dérivants du gluten. En effet, il a été montré que les
molécules DQ2 captent et présentent des peptides de la fraction y-gliadine. En revanche, la
molécule DQS8 capte et présente des peptides de la fraction a-gliadine et également la
gluténine (Allam, 2008).

L’allele HLA DQ2 est le facteur génétique de susceptibilité le plus fréquent chez nos
patients, il est trouvé chez 66,67% Ces résultats rejoignent de ceux retrouvés par Belanteur
(2009) dans une précédente étude chez les enfants ceeliaques dans une population algéroise
(85,5%). Et a ceux rapportés par Boudjema (2005) dans la population de malades cceliaques
de I’ouest algérien (73,71%). Alors que dans les populations Italienne et Norvégienne
(Zubillaga et al., 2002; Braham et al ., 1994) et du Sahara occidentale ( Charron, 1997). Ce
phénotype est retrouvé a des fréquences supérieures a 90%. Ainsi, une prédisposition
génétique semble confirmer I’hypotheése de ’association de ’allele HLA DQ2 a la MC dans
notre population.

Dans notre étude, le phéenotype DQ8 est retrouve a une fréquence de 33,33%. Ce resultat
est similaire a celui retrouvé dans la population d’Alger (29,6%) et significativement plus

¢levé comparé a celui de 1’ouest algérien (13,2%) et a ceux des populations européennes (5 a

10%) (Boudjemaa, 2005 ; Braham et al., 1994).

Karell (2003) a montré que les patients HLA DQ2/DQ8 négatifs sont rare. Ainsi, dans
notre étude, nous avons retrouvé 16,67% (n=4) des patients qui ne sont ni DQ2 ni DQ8. Un
patient présente le génotype DQ7(3)/DQ5(1) et trois présentent le génotype DQG6(1)/DQ6(1).
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Le genotype DQ7(3)/DQ5(1) a été retrouvé dans une étude faite sur la population

européeenne.

Ces sujets DQ2 et DQ8 négatifs presenteraient un déterminisme génétique différent, qui
incriminerait d’autre génes situés sur d’autres loci en dehors de la région HLA (Trynka et al.,
2011). En effet les génes HLA de classe Il ne suffisent pas a eux seuls a expliquer la maladie,
puisque environ de 30% des européens caucasiens possédent d’allele DQ2 ou DQ8, et que la
maladie touche environ de 1% de la population, méme en incluant les formes non
diagnostiquées (De Kauwe et al., 2009 ; Roujon et al., 2011 ; Du Pre et al., 2011).

111.2.2. Alleles HLA DOB1

Lors de I’analyse du polymorphisme HLA DQBL1, les alleles HLA DQB1*02 (DQ2) et
DQB1*0302 (DQ8) sont retrouvés a des fréquences respectives de (41,67%) vs (12,43%). Ces
résultat sont similaires & ceux retrouvés dans la population d’Alger pour les alleles DQ2
(51,64%) et DQ8 (18,68%) (Belanteur et al., 2009) et ceux des populations Italienne et
Norvégienne (Zubillaga et al., 2002 ; Braham et al., 1994). Ce résultat concorde avec les
données de la littérature qui décrivent I’allele HLA DQ2 comme étant le facteur de

susceptibilité le plus fréquent suivi par I’alléele DQS (Sollid et al., 1989).

La fréquence de I’allele HLA DQBI1*06 (DQ6) est négativement associée a la maladie
ceeliaque. Ces résultats sont similaires & ceux retrouvés dans la population algéroises
(Belanteur et al., 2009), et ce retrouvés dans la population tunisienne ou 1’effet protecteur de

cet alléle a été confirmé (Laadhar et al., 2009).

111.2.3. Alleles HLA DRB1

Lors de 1’analyse du polymorphisme HLA DRB1, I’alicle HLA DRB1 *03 (DR 17(3))
est retrouvé a une fréguence de (37,50%). Ces résultats sont similaires a ceux retrouvés dans
la population de 1’ouest algérien (Boudjemaa, 2005), dans ceux d’Alger (36%) (Belanteur et
al., 2009) ainsi que dans la plupart des études d’association HLA et maladie cceliaque (Catassi
et al., 2009). Ceci confirme donc I’importance de 1’alléele DR17(3) dans la survenue de la

maladie cceliaque.
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Quand a I’allele DRBI*13 (DR13), il est négativement associé a la MC. Ce résultat est aussi
retrouvé dans la population d’Alger (Belanteur et al., 2009) et dans la population tunisienne
(Laadhar et al., 2009). Bien que I’effet protecteur de ce géne ait été confirmé dans la
population tunisienne (Laadhar et al., 2009), il ne I’est pas encore dans la population
algérienne (Belanteur et al., 2009).

111.2.4. Génotype HLA DRQ1 / DOB1

Lors de I’analyse des génotypes obtenus chez des patients ceeliaques, Nous avons noté que
I’allele HLA DQ2 a I’état homozygote (DQ2/DQ2) est plus présent chez les patients. Ces
patients présentent un risque important de développer la maladie cceliaque. En effet, les
cellules présentatrices d’antigénes (CPA) homozygotes pour HLA DQ2 provoquant des
réponses cellulaires T spécifiques du gluten quatre fois plus fortes que CPA hétérozygotes
HLA DQ2, ceci peut étre expliqué par la forte concentration des molécules HLA DQ2
capables de présenter les peptides du gluten (Clerget et al., 1994 ; Qiao et al., 2005). Nos
résultats sont en accord avec ceux rapportés dans les populations Tunisienne, Italienne,

Britanniques, Tcheque et Norvégienne (Clerget et al., 1994; Bertrand et al., 2006).

Cependant, 1’allele HLA DQ8 a 1’état homozygote (DQ8/DQ8) présente aussi une
sérologie fortement positive. Ceci peut étre expliqué par un effet géne-dose au niveau du géne
HLA DQ8 (Sollid et al., 1989).

111.2.4. Haplotypes HLA DRB1 - DOB1

Lors de I’analyse des haplotypes HLA DRB1* - DQB1* dans notre population de
patients cceliaques, nous avons enregistré une fréquence significativement plus élevée de
I’haplotype HLA DR17 DQ2 (HLA DQ2.5). Ceci montre que la susceptibilité a la maladie
ceeliaque est plus conférée par I’haplotype HLA DQ 2.5, car celui-ci lie un plus large
répertoire de peptides de gluten, comparé aux haplotypes HLA DR4 DQ8 (HLA DQ8) et DR7
DQ2 (HLA DQ2.2) (Vader et al.,2003b; Ludving et al., 2012; Bobb et al., 2012). En effet
I’allele DR 17(3) est aussi bien fréquent indépendamment qu’associ¢ a D’allele DQ?2.
Contrairement aux alleles DR4 et DR7 qui pris indépendamment, ne présentent pas de
différences significatives entre les patients et les témoins, alors qu’associés respectivement
aux alleles DQ2 et DQ8, forment les haplotypes HLA DQ8 et HLA DQ2.2 et deviennent 3

fois plus fréquent chez les patients que chez les témoins (RR=3,04 ; RR 3,65) (Belanteur et
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al., 2009). Ces trois haplotypes conférant la susceptibilité a la MC existent grace au fort
déséquilibre de liaison entre les alleles DR et DQ : DR17 DQ2, DR4-DQ3 et DR7 DQ2
(Bobb et al., 2012).
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CONCLUSION

Au terme de notre travail sur le polymorphisme génétique des molécules HLA de
classe 11, nous avons confirmé que la susceptibilité a cette maladie par les genes HLA de

classe II est apportée en premier lieu par ’allele HLA DQ2 puis par ’allele HLA DQS.

L’association de la maladie avec 1’allele DR17(3) n’est que le fait du déséquilibre de
liaison avec ’alleéle DQ2. En effet I’haplotype HLA DQ 2.5 est I’haplotype le plus fréquent

dans notre population de cceliaque.

Il serait plus intéressent de compléter 1’étude avec un échantillonnage plus important
effectué sur tout le territoire national afin d’avoir plus de données concernant le
polymorphisme génétique de la maladie ceeliaque en Algérie pour pouvoir établir de fagon

significative les fréquences génétiques de ces alleles déja incriminés.

L’implication des alleles HLA de susceptibilit¢é dans I’étiopathogénie de la maladie
cceliaque est trés bien élucidée. Cependant malgré les avancées considérables de ces dernieres
décennies dans la compréhension des facteurs génétiques de prédisposition et des mécanismes
immuno-pathologiques qui participent a la maladie cceliaque, une grande part d’inconnu

persiste, sans doute a cause de la complexité de la réponse immunitaire. 1l serait intéressent :

- D’étudier I’incidence des alleéles DR13 (6) et DQ6 (1) afin de confirmer ou de discréditer

I’hypothese qu’ils soient des facteurs protecteurs contre la maladie cceliaque.

- D’utiliser les nouvelles technologies de I’ADN (et de ’ARN avec le transcriptome) afin
d’identifier de nouveaux genes et alleles de susceptibilité a la maladie ceeliaque toujours pas

connus.
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Tableau 111 : Prévalence de la maladie cceliaque chez la population générale
Pays Echantillon Prévalence | Année Référence
Amérique Population générale 1:133 2003 (Fasano et al., 2003)
Argentine Population générale 1:167 (Gomez et al., 2001)
2001
Brésil Population générale 1:214 (Oliveira et al., 2007)
2007
Egypte Enfants 1:187 (Abu-Zekry et al., 2008)
2008
Finlande Enfants scolarisés 1:99 2003 (Maki et al., 2003)
Inde du Nord Enfants 1:100 (Bhattacharya et al., 2009)
2009
Iran Population générale 1:166 (Shahbazkhani et al., 2003)
2003
Islande Population générale 1:136 2009 (Johannsson et al., 2009)
Portugal Adolescents 1:134 2006 (Antunes et al., 2006)
Royaume -uni Enfants scolarisés 1:100 2004 (Bingley et al., 2004)
Adultes 1:100 2003 (West et al., 2003)
Suisse Adolescents 1:132 2002 (Rutz et al., 2002)
Syrie Population générale 1:150 2004
(Challar et al., 2004)
Tunisie enfants scolarisés 1:157 2007 (Ben Hariz et al., 2007)
Turquie Enfants scolarisés 1:115 (Ertekin et al., 2005)
2005




Tableau IV : Manifestation cliniques de la MC (Powell, 2008)

Symptdmes digestifs

Symptomes extra-digestifs

-Diarrhée
-VVomissement
Enfants
Récente

-Manque d’appétit
-Intestin irritable
-Retard staturo-pondéral
-Retard pubertaire
-irritabilité et mal-étre

-Douleur et distension abdominal

-Anémie par carence martiale, acide
folique et vitamine B12
-Hypo-protidémie

- Déficit en calcuim, magnésium et zinc
-Déficit en certains facteurs de la
coagulation

-Hypoplasie de I’émail dentaire
-Aphtose buccale récidivante

-Fonte musculaire

-Réduction de la densité osseuse

-Diarrhée chronique

-Douleur et ballonnement
abdominale
- Amaigrissement

Adultes

-Constipation (30%o des cas)

-Asthénie, lassitude et malaise

-Ostéeomalacie et ostéoporose
-Stérilité inexpliquée
-Fausses couches a répétition
-Dermatite herpétiforme

Tableau V : Maladies associés a la maladie ceeliaque (Powell, 2008)

Maladies gastro-intestinales

Maladies du foie : Cirrhose biliaire primaire ;
Hépatite auto-immune ; Cholangite auto-immune ;
Aminotransférases élevées .

Autres : Syndrome de [D’intestin irritale ; Colite
microscopiques ; Gastrite ; Maladie de Crohn;
Colite ulcérative

Désordres endocrines

Diabete de type | ; Thyroide auto-immune ; Maladie
d’Addison

Désordres neurologiques

Neuropathie ; Ataxie cérébelleuse ; Epilepsie (avec
des calcifications occipitales)

Maladies de la peau

Dermatite herpétiforme ; Alopécie

Troubles musculo-squelettiques

Syndrome de Sjorgen; Arthrite; Ostéoporose ;
hypoplasie dentaire d’émail ; Syndrome chronique
de fatigue

Maladie cardiaque

Cardiomyopathie dilatée idiopathique ;Myocardite
auto-immune

Désordres hématologiques

Insuffisance de fer

Désordres génétiques

Syndrome de Down ;Syndrome de Turner







Photos de ’appareillage

Flash pin down

Vortex

Bain marie

Balance de précision

Thermocycleur

Micro-onde



Capture de photos

Hotte a flux laminaire
Spectrophotometre
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Liste des solutions et réactifs

- Acide acétique

- Acide éthylene diamine tétra acétique
- Agarose (Genagarose*)

- Bromure d’éthidium

- Eau distillée

- Ethanol

- Protéinase K (EDB)

- Solution de lyse (LDB)

- Solution de lavage (WDB)
- Solution d’¢élution (CDB)
- Tris Acétate EDTA (TAE)
- Tompon PCR

- Tag-polymérase

- Tris base

Appareillage

- Vortex
- Bain marie
- Balance de précision
- Capture de photo (GEL DOC XR Biorad)
- Centrifugeuse
- Congélateur a — 20 °C
Electrophorése
- Hotte a flux laminaire (FLUFRANCE).
- Micro —onde
- Micropipette a 8 canaux
- Spectrophotométre (BioPhotometer Eppendorf)
- Thermocycleur (Applied Biosysrems 9700)



Verrerie et consommable

- Applicateurs

- Beécher: 500 ml

- Colonne CAS

- Couvercle

- Pastilles de KOH ou NaOH
- Plaque PCR a 32 puits

- Porte gel

- Tube a déchets (WTS)

- Tube eppendorff

- Tube type EDTA.
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Tableau VI: Fréquence phénotypique des alléles HLA DR B1 chez les patients ceeliaque et

les témoins
Phénotype Patients” Témoins” Pc Xz Odds Ratio et IC a
N=24 N=25 95%
n (%) n (%)

DQ2 16 66,67 10 41,1 0,033 | 2,507 3,00 [0,812-11,356]
DQ8 8 33,33 3 13,17 0,041 | 2,093 3,67 [0,713 -24,192]
DQ2/DQ8 4 16,67 11 45,21 0,021 | 3,116 0,250,050 -1,117]
négatif

Tableau VII : Fréquence des alleles HLA DQ B1 chez les patients ceeliaques et les témoins

Patients” Témoins” Pc X5 Odds Ratio et IC a

HLA DQB1* 2N=48 2N=50 95%
générique n (%) n (%)
DQ5 (1) 5 10,42 11 21,29 0,065 | 1,632 0,41 [0,104 -1,441]
DQ6 (1) 6 12,50 13 26,00 0,048 | 2,057 0,41 [0,116 -1,300]
DQ2 20 41,67 6 12,43 44.10" | 9,588 | 5,24 [1,887 -15,577]
DQ (7)3 6 12,50 10 20,00 0,165 | 0,534 | 0,57 [0,156 -1,938]
DQ (8)3 9 18,75 3 6,07 0,030 | 2,613 3,62 [0,817-21,907]
DQ (9)3 0 0 3 6,07 0,064 | 1,293 0,00 [0,00- 2,492]
DQ4 2 4,16 4 8,15 0,235 | 0,137 | 0,50 [0,44 -3,711]

Tableau VIII : Fréquence des alleles HLA DQRBI1 chez les patients ceeliaques et les

témoins

HLA Patients” Témoins” Pc X, Odds Ratio et IC a
DQB1* 2N=48 2N=50 95%
générique n (%) n (%)
DR1 1 2,08 2 4,24 0,324 | 0,000 | 0,51[0,008-10,184]
DR15 (2) 3 6,250 6 12,43 0,176 0,404 | 0,490,075 -2,478]
DR16 (2) 0 0,00 3 5,88 0,064 | 1,293 | 0,00[0,000 -2,492]
DR17 (3) 18 37,50 4 7,04 2,2.10" | 10,606 | 6,90 [1,970 -30,191]
DR4 13 27,08 9 17,22 0,145 | 0,698 | 1,69 [0,584 -5,044]
DR11 (5) 3 6,25 4 8,15 0,380 0,000 | 0,77 [0,107 -4,824]
DR12 (5) 0 0,00 3 5,15 0,064 1,293 | 0,00 [0,000 -2,492]
DR13 (6) 1 2,08 8 15,75 0,009 | 4,141 | 0,11[0,002 -0,907]
DR 7 5 10,42 3 6,07 0,224 0,184 | 1,820,330 -12,358]
DR8 1 2,08 5 10,60 0,062 1,471 | 0,19 [0,004-1,833]
DR 9 0 0,00 2 3,45 0,129 0,470 | 0,00 [0,000 -5,531]




| DR 10

1,25

| 0,169 | 0,305 |3,27[0,249 -174,923] |

Tableau IX : Fréquence de I’homozygotie et de ’hétérozygotie des alleles HLA DQB1chez

les patients et les témoins (X étant n’importe quel alléle autre que DQ2 et DQ8)

Génotype Patients” Témoins” Pc Xz Odds Ratio et IC a
N=24 N=25 95%
n (%) n (%)

DQ2/DQ2 5 20,83 1 3,33 0,044 | 1,852 | 6,32 [0,609 -310,880]
DQ2/DQ8 4 16,67 1 3,33 | 0,087 | 0,985 | 4,80 [0,417 -246,024]
DQ2/DQX 7 29,17 8 32,88 0,418 | 0,000 | 0,88 [0,216 -3,494]
DQ8/DQ8 1 4,17 1 3,33 0,485 | 0,000 | 1,04 [0,013 -85,280]
DQ8/DQX 3 12,50 3 12,00 0,477 | 0,000 | 1,050,126 —8,720]

Tableau X : Fréquence des haplotypes HLA DRB1*-BQB1* chez les patients et les

témoins
Haplotype Patients” Témoins” Pc X Odds Ratio et IC a
N=24 N=25 95%
n (%) n (%)
DR17(3-DQ2 | 14 | 5833 3 1370 | 3,3.107 | 9,647 | 10,27 [2,081 -64,737]
DR7-DQ?2 4 16,67 1 5,48 0,087 | 0,985 | 4,80[0,417 -246,024]
DR4-DQ8 6 25,00 2 6,85 0,061 | 1,495 | 3,83[0,577 -42,107]
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Epithélium prismatique

Cellule calciforme
Lame basale

Lamina propria
Villosité

Crypte

Glande de brunner

Figure 1 : Coupe histologique d’une muqueuse normale au niveau de duodénum (Verkarre et
Brousse, 2013 ; Modifié)

| Epithélium cubique

—  Hyperplasie cryptale

Figure 2 : Coupe histologique d’une atrophie vilositaire totale au niveau de duodénum
(Verkarre et Brousse, 2013 ; Modifié).
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