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1. Introduction

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie auto-immune non spécifique d’organe qui
se caractérise par la diversité de ses manifestations cliniques, sa physiologie complexe ainsi que la
production excessive d’auto-anticorps. Cette derniére est considérée, tout comme la formation de
complexes immuns, responsable de la majorité des manifestations cliniques, en particulier des

atteintes rénales. [64]

Plusieurs mécanismes pathogéniques contribuent a la formation des auto-anticorps et des complexes
mmmuns: une rupture de la tolérance a certains antigénes, en particulier, nucléaires ; une diminution
de la clairance des complexes immuns formés et des anomalies de I’activation des lymphocytes B et
T. Ces différents mécanismes sont sous la dépendance de plusieurs facteurs dont les facteurs
génétiques, qui, grace aux études familiales chez I’homme et 4 ’analyse des modeéles murins de

maladie lupique, commencent a étre mieux éclaircis.

Parmi ces facteurs génétiques, nous focalisons cette étude sur les génes du complexe majeur
d’histocompatibilité CMH, et la nature de I’association des alléles HLA au LES. La littérature
rapporte les résultats de nombreuses études effectuées sur les différentes populations du monde,
définissant les alléles dits de susceptibilité et ceux de protection qui semblent étre influencés par la
variabilité interethnique. Certains ont été reconnus comme inducteurs chez une population donnée
alors qu’ils étaient protecteurs chez d’autres. En Algérie, cette association n’a pas encore été bien

étudiée.

Le travail ci-présent s’agit d’une étude descriptive réalisée au niveau de I’unité d’immunologie au
CHU Hassiba Ben Bouali- Blida, sur 133 sujets, provenant majoritairement de la région du centre ;
recrutés de I’année 2011 jusqu’a ce jour, dans le but d’identifier les alleles HLA qui peuvent étre a

origine de prédisposition chez les sujets malades ou de protection chez les sujets sains.

Quels sont ces alleles ? Et sont-ils compatibles avec les données de la littérature ? A toutes ces

interrogations, et grace aux techniques qui nous ont été fourni, nous essayerons de répondre.

Le but de ce travail est donc d’étudier les différents phénotypes de notre population afin d’analyser

les prédispositions génétiques des malades lupiques et d’obtenir ainsi les plus récentes « data ».
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IL. Revue de la littérature

IL1. Généralités sur les maladies auto-immunes : [29]

L’auto-immunité est un processus physiologique tolérant qui aboutit a la formation de clones auto-
réactifs mais de trés faible affinité envers les constituants du soi. Dans des conditions bien
particuliéres environnementales, génétiques, hormonales et avec certaines anomalies de I’éducation

des lymphocytes, ce processus devient pathologique faisant apparaitre des maladies auto-immunes.

IL1.1. Tolérance immunologique : [47] [52]

La tolérance peut se définir comme 1I’ensemble des mécanismes qui permettent d’inhiber
spécifiquement et de facon prolongée une réponse immune agressive vis a- vis d’un antigéne.

Les mécanismes de tolérance naturelle sont acquis au cours du développement. Ils sont multiples et
ont pour objectif de prévenir les réactions d’auto-immunité. Ceci est possible par le biais de deux
types de tolérance (figurel)

A- Tolérance centrale :

La tolérance centrale se déroule au niveau de la moelle osseuse pour les lymphocytes B et du
thymus pour les lymphocytes T lors des processus de différentiation. Elle aboutit a I’élimination des

lymphocytes auto-réactifs.
B- Tolérance périphérique :

Elle a pour but d’éliminer les LT auto réactifs qui ont échappé aux mécanismes de la tolérance

centrale. Elle se déroule au niveau des organes lymphoides périphériques (rate, ganglions, MALT)
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11.1.2. Rupture de la tolérance : |25]
La tolérance immunitaire peut étre rompue, aboutissant alors a l'activation de lymphocytes auto-
réactifs et a I'apparition de maladies auto-immunes. L’auto-immunité traduit donc I’absence de

rétrocontrole.

Plusieurs mécanismes de la rupture ont été évoqués au cours des derniéres années permettant ainsi

une metlleure compréhension de la physiopathologie auto-immune.

Plusieurs facteurs peuvent permettre a des LB d’échapper a une délétion clonale : rareté de
I’antigéne, expression en faible quantité sur des tissus périphériques, défauts génétiques affectant la
délétion.

Un défaut de sélection négative des LT CD4+ apparait pour deux raisons : les capacités
d’élimination clonale sont dépassées car les quantités d’auto-antigénes disponibles sont

insuffisantes ou encore 1’absence d’un répertoire polyclonal T.
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Un défaut de délétion périphérique Fas/FasL. : L’antigéne Fas est impliqué dans 1" élimination des
clones T autoréactifs mais aussi dans la délétion des cellules T activées par un antigéne étranger.
Des mutations du géne Fas, entrainent un défaut d’apoptose des lymphocytes T et B.

Un mimétisme moléculaire peut entrer en jeu et activer des LT autoréactifs ignorants en vers des
antigénes que normalement elles ne rencontrent jamais ou rarement.

Rupture d’anergie : 1l est possible de rendre anergiques des lymphocytes T CD4+ en les activant par
leur TCR en absence de seconds signaux costimulateurs. Cet état anergique se caractérise par un
défaut de transcription du géne de I’interleukine 2. Il a aussi été montré que les LB proliférent en
présence d’anticorps anti-CD40, ainsi toute stimulation capable de délivrer de seconds signaux

efficaces entrainera une levée d’anergie.

Qu’est ce qu’une maladie auto-immune ? |9]

Les maladies auto immunes résultent de 1'échec des mécanismes qui maintiennent la tolérance des
cellules circulantes B et T vis a vis du soi. Les lésions observées sont dues a la mise en jeu d’une
réaction immunitaire acquise vis-a-vis des constituants du soi. Ces Iésions peuvent étre tissulaires

ou cellulaires incriminant des LT et /ou des plasmocytes produisant des auto-anticorps.
I1.1.3. Classification : [29]

Il existe dans la littérature plusieurs classifications :

selon les organes cibles (classification de référence) :

MAI spécifiques d’organes (S.0) : la réaction immunitaire est dirigée contre un Ag cible spécifique

d’un seul organe.

MAI non spécifiques d’organes ou systémiques : 1a RI est dirigé contre des Ag cibles présents dans

plusieurs organes (ubiquitaires).

Selon les mécanismes pathogénes :
MAI a auto-anticorps : anémie hémolytique auto-immune
MAI a complexes immuns : lupus érythémateux disséminé

MAI a LcT : diabéte insulinodépendant, SEP
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11.2. Lupus érythémateux systémique :
IL2.1. Définition : [3] |56]

Maladie inflammatoire auto-immune chronique des tissus conjonctifs d’étiologie mal connue. 11 est
considéré comme le prototype des maladies auto-immunes non spécifiques d’organe
(connectivites). Touchant préférentiellement la femme jeune en dge de procréer, sa présentation
clinique est polymorphe, avec un degré de gravité variant d’une poussée bénigne a une atteinte
grave. Les tissus et les organes les plus souvent touchés sont les articulations, les reins, les séreuses,

le systéme nerveux central ainsi que les cellules sanguines.
I1.2.2. Historique : [26} [54]

L’histoire du lupus peut étre divisée en trois périodes distinctes : la période classique, néoclassique

et moderne.

I1.2.2.1 : La période classique :
Le mot Lupus (loup en latin) a été attribué au médecin Rogerius du 13eme siécle qui utilisait ce

terme pour désigner les éruptions faciales qui font penser aux morsures de loup.

Quelques siecles avant, de nombreux savants tels que Hippocrate, Raazes, Avicenne... avaient
décrit plusieurs atteintes cutanées sous diverses dénominations sans qu'une corrélation soit établie

entre elles.

De Morbet cutanii, issu en 1572, est le premier ouvrage de dermatologie décrivant le lupus, cette

appellation est rendu ensuite exclusive aux éruptions rouges de la face.
En 1808 fut établit les 2 types du tupus : Lupus tuberculeux et lupus vulgaris par Willan.

Cazenave changea par la suite (en 1851) I'appellation en « lupus érythémateux » notamment aprés

I’observation de certaines 1ésions dermatologiques.

En 1866 Von Hebra adopta le terme du « lupus érythémateux » en indiquant que cette affection est

identique a celle de Cazenave.

11.2.2.2 : La période néoclassique :
Cette période commenga alors quand KAPOSI avait décrit le caractére systémique de la maladie en
1872 ; 1l a par la suite identifié 2 types de lupus érythémateux : le lupus discoide concernant la

forme cutanée et le lupus disséminé associé aux complications viscérales.

Les travaux d'Osler et Jodasshon ont permis la substitution du terme disséminé et I'appellation est

devenu donc « lupus érythémateux systémique » ou « maladie lupique » et ce en 1904.
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11.2.2.3 : La période moderne :

Au 20eme siecle, la biologie du lupus a connu son expansion.

D'abord grace a Hauck en 1910, en annongant la positivité de la réaction de fixation du complément
de Wesserman et le sérum de malades lupiques. Par la suite en 1948 c'est a Hargrave d'imposer un

autre détour dans l'histoire du lupus grice a la découverte de la cellule LE (Lupus Erythémateux),

L'immunologiste suisse Peter Miescher montra que le facteur sérique du LE était un Anticorps
antinucléaire. Ce dernier réagit avec les sous unités constitutionnelle de la chromatine ; les
nucléoprotéines. Seligman, a son tour, arrive a précipiter I'ADN grice a ces anticorps qui vont donc

devenir des marqueurs sérologique du Lupus.
Dans les années 50, deux découvertes révolutionnent la pratique d'immunologie :
Le test faux positif de la syphilis ainsi que I'immunofluorescence des anticorps antinucléaires.

En 1953, Coons va mettre au point la technique d'immunofluorescence indirecte que Friou et
Holborow appliqueront en 1957, mais sa généralisation va devoir attendre les premiers
microscopes équipés d'un éclairage UV en 1968, et ce n’est qu'a partir de 1975 que les cultures de

cellules Hep-2 commencent a étre utilisées pour la mise en évidence des anticorps antinucléaires.

Un autre type d'anticorps ; les anti-ENA (Extracble Nuclear Antigens) est découvert en 1961 par
Anderson, apres avoir observeé que les anticorps des malades lupiques précipitent avec des antigénes
solubles des noyaux de thymus. Le premier anti-ENA qui fut appelé anti-Sm a été identifi¢ en 1966

par Tan chez une patiente lupique ; Mrs Smith

En 1954, Leonard nota pour la premiére fois I'occurrence du lupus systémique chez les membres de
la mémne famille. L'incidence familiale du lupus, ainsi que l'association du lupus a certain

marqueurs génétiques a €té établie au cours de ces deux derniéres décennies.

L'application de techniques de biologie moléculaire a facilité I'étude de génes HLA classe II qui va

enrichir I'aspect clinico-sérologique de la maladie.

I1.2.3. Epidémiologie : [3] [58]

Le LES est une maladie a prédominance féminine avec un sex-ratio de 9/1 selon les principales
séries de la littérature, or il est de 6,1 au Liban, 10 en Europe, 11 au Japon et 6 en Tunisie.
Elle touche particuliérement les femmes jeunes en age de procréer (80%) et est rare chez les enfants

ou apres 50 ans. Le lupus masculin est peu fréquent mais souvent grave.
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C’est une pathologie particuliérement fréquente chez les afro-américains ; La maladie est deux a
cing fois plus fréquente chez les sujets noirs vivant aux Etats-Unis ou dans les pays de zone
Caraibes que chez les sujets blancs.

En France, sa prévalence est de 47.1 pour 100.000 habitants. Aux états unis, la prévalence est

estimée a 15-50 cas par 100 000 habitants.
11.2.4. Critéres de Classification : [S8]

L’ACR proposait une liste de criteres destinés a classer correctement les patients souffrant de la
maladie afin d'uniformiser les pratiques et d'inclure des patients homogeénes dans des études. Il est
apparu que ces critéres n'étaient pas exhaustifs, demandaient a étre complétés et validés, d'autant

qu'ils étaient de plus en plus utilisés comme outil diagnostique. (Voir Annexe 1)

Ces critéres ont ¢té récemment remplacés (2010) par les critéres du SLICC (Systemic Lupus
International Collaborating Clinics) validés sur un échantillon de lupiques (pres de 800 patients) et
de sujets controlés. Ces critéres sont plus sensibles (94% versus86%, p < 0,0001) et de spécificité
comparable (92% vs 93%, p=10,39).

Le diagnostic est posé si le patient posséde 4 critéres parmi les critéres cliniques et immunologiques
(au moins un de chaque) ou le critére histologique rénal en présence de FAN et d'anti-DNA. (Voir

Annexe 2)

1L.2.5. Physiopathologie :
Les énormes progrés de la recherche scientifique ont permis de dévoiler quelques secrets de cette

maladie, par ce fait méme d’améliorer la prise en charge des malades.

Un contexte génétique précis ainsi qu'un environnement particulier peuvent conditionner
l'apparition ou le déclenchement de la maladie, dont plusieurs éléments jouent un réle primordiale

dans l'amplification et la persistance de la réponse auto-immune.
IL.2.5.1. Facteurs environnementaux : [58]

La maladie lupique est une maladie cliniquement hétérogéne dont le risque est apparenté a diverses

contributions environnementales et génétiques complexes.

Les facteurs exogenes sont représentés par les agents infectieux, les médicaments et les rayons UV

alors que les hormones représentent le facteur endogéne prédominent.

a.  Agents infectieux :
La découverte de 1éstons d’ordre humoral et cellulaire a l1a fois chez des souris atteintes de

glomérulonéphrite a poussé les recherches vers 1’ établissement de la relation étroite entre le virus de
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la chorioméningite lymphocytaire et la présence de complexe immuns. Des observations similaires

ont été établies pour le poliovirus, CMV et I’Epstein Barr virus.
Bactéries :

Mise a part leur role pathogene direct, les infections bactériennes sont considérées comme cause

primordiale dans le déclenchement et le maintien d’une réponse immunitaire chez un lupique.

Virus:

Parvovirus B19: 1l serait a I’origine de la formation d’auto anticorps anti ADN chez prés de 68%
des patients.

Les expériences ont démontré un mimétisme séquentiel entre les anticorps anti Sm, anti ADN, et
anti SSA et les anticorps EBNA-1 et EBNA-2 issu de ’EBV.

La réponse humorale au cours de l'infection a EBV se traduit par la sécrétion d’anti corps anti
EBNA-I. Chezles lupiques, ces anticorps perdent leur tolérance vis-a-vis des antigénes du soi en

raison des réactions croisées.

L’EBV est un virus @ ADN capable d’interagir avec les récepteurs et d’activer les cellules
dendritiques sécrétrices d’interféronst et B (indicateur primordial dans le lupus) et ensuite d’activer

les LT auto réactifs.

L’infection par ’EBYV est dite chronique en raison du déréglement de I’apoptose, bloquée par la

protéine Bcel2- like exprimé par ce virus.

b. Meédicaments :
Certains médicaments peuvent induire chez les personnes a risques des manifestations lupiques
avec un risque potentiellement faible pour la majorité. Plusieurs classes ont été incriminées

notamment les médicaments photo-sensibilisants comme la griséofulvine

Comme médicament, les vaccins constituent un large spectre de particules bactériennes, virales,
adjuvants...qui peuvent déclencher une réponse auto-immune avec un potentiel de poussées

lupiques.

c¢. LesrayonsUV :
L’exposition au soleil, les brulures thermiques sont reconnues comme facteurs de risque du lupus. Il
semble que la période aout-janvier voit une plus grande fréquence de poussées viscérales corrélée
aux atteintes cutanées et a la durée d’ensoleillement estival. Cependant, le role de la vitamine D a
été prouve majeur dans la régulation de I'immunité et donc il faudrait songer a une substitution

nutritionnelle chez les patients lupiques.
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Les rayons UV ont aussi ét€ mis en cause comme pathogéne et I’exposition aux rayonnements des

lampes de bronzage est fortement déconseillée.

IIs peuvent causer la libération de radicaux libres, par dénaturation de I’ADN cellulaire, qui
modifient la structure des Ag nucléaires du soi SSA, SSB et Sm en les exprimant a la surface et

donc augmenteraient leur immunogénicité en faveur du lupus.

d. Lestress:
L’étude de Stojanovich et al. a montré que 75.8% des malades reconnaissent que le stress est un
facteur déclenchant des poussées dans la majorité des cas mais on ne peut valider cette observation

du fait que la maladie en elle-méme est génératrice de stress.

e. Letabac:

Le tabac est reconnu comme facteur déclenchant du fait de son action pro-inflammatoire.

Le tabagisme actif a aussi un impact sur ’évolution de la maladie en augmentant le risque d’atteinte

neurologique, cutanée et des séreuses.

J. Autres:
La silice, certains solvants tels que les pesticides, les teintures, le vernis et bien d’autres substances
font I'objet de plusieurs études épidémiologique afin de prouver leur implication dans le

déclenchement de la réaction lupique.

I1.2.5.2. Facteurs Hormonaux :
La grande prévalence du lupus chez la femme en dge de procréer laisse supposer un role potentiel

des facteurs hormonaux notamment les cestrogénes.

a. (Estrogeéne :
La présence de récepteurs d’cestrogene a la surface de la plupart des cellules immunitaires lut

confére une activité immuno-modulatrice.

Des données récentes ont démontré 1’étroite liaison entre les cestrogénes et quelques mécanismes
de la physiopathologie des maladies auto-immunes. Ces hormones auraient un role trés important

dans la survie de LB auto réactifs et la sécrétion &’ INF- o.

Les cestrogenes peuvent étre endogenes comme exogenes (Contraceptifs hormonaux, Traitement

substitutif)

b. Progestérone :
De nombreuses observations épidémiologiques ont conduit a la reconnaissance de la grossesse

comme étant un facteur de risque de poussées lupiques, cependant le rdle de la progestérone n’a
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pas été prouvé, on admet méme que ¢a pourrait avoir un role protecteur en limitant la sécrétion

d’TFNa par les cellules dendritiques plasmacyfiaes CDp.

¢. Prolactine :
L’hyperprolactinémie a été corrélé dans plusieurs études et en dehors de la grossesse avec le lupus a
un taux de 15 a 33 % des patients. Elle est dans certaines études associée a une atteinte spécifique

d’organe et dans d’autres liée a des marqueurs sérologiques du LES.

Or, tout ces facteurs externes cités ci-dessus ne font que favoriser le développement du lupus, mais

ne pourraient en aucun cas l'enclencher sauf en cas de prédisposition génétique.

11.2.5.3. Facteurs immunologiques :

11.2.5.3.1. Cellules :
a. Cellules apoptotiques :

Les corps apoptotiques constituent le produit d’une mort cellulaire programmée appelée I’apoptose.
Entourés par une portion de membrane, ces corps apoptotiques renferment un matériel nucléaire et
sont ainsi responsables en condition physiologique d’un déclenchement de réaction tolérogéne

aboutissant a I’élimination de ceux-ci par les macrophages. [3]

Cependant un phénomeéne de faute d'élimination de ces corps apoptotiques par des cellules

spécialisées ou par inhibition par des anti-SRA (anti-scavenger) peut conduire a :

- L’activation des récepteurs Toll et des récepteurs de la fraction fc des IgG avec production de

cytokines pro-inflammatoire (INF alpha et IL-8) par les macrophages et les cellules dendritiques.

- La présentation exagérée d'auto-antigénes apoptotiques par les cellules dendritiques accompagnée

d'une activation de lymphocytes B et T autoréactifs.

Un terrain inflammatoire favorise la survenue d'une réponse auto-immune dirigée contre les corps

apoptotiques, avec apparition de néo-épitopes et I'exposition d'épitopes cryptiques.

Ceci pourrait expliquer toutefois la coexistence d'auto-anticorps antinucléaires et anticorps anti
membrane cellulaire car les corps apoptotiques peuvent renfermer a la fois des composants

nucléaires (ADNdb, nucléosomes, protéines RNP SSA et SSB) et les phospholipides. [54]
b. Lymphocytes T : [3]

Les lymphocytes sont responsables du déclenchement ainsi que du maintien des manifestations

inflammatoires au cours du LES.
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Au cours des poussées lupiques, les lymphocytes T CD4+et T CD8+ ont des phénotypes
caractéristiques de cellules activées avec quelques particularités comme la surexpression de fa
cyclo-oxygénase qui semble étre responsable de leur résistance a I'anergie et a I'apoptose, et une
expression accrue des facteurs de transcription. On remarque également une diminution
significative dans la production de I'lL-2, 1l s'ensuit une réduction du taux d'apoptose favorisant

ainsi la survie des lymphocytes autoréactifs.
¢. Lymphocytes B : 58]

Il existe chez les sujets lupiques une hyper activation des lymphocytes B (activation polyclonale)

dont les origines sont multiples, associée donc a une hypersécrétion d'anticorps.
Cette activation est facilitée par deux phénomenes importants :

-Une faible expression des récepteurs Fc gamma I[IB conduisant a une diminution du seuil

d'activation des LB.
-Un nombre élevé de lymphocytes B naifs auto-réactifs circulants.

Dans le lupus, les cellules dendritiques ainsi que les lymphocytes T CD4+ produisent davantage de
molécules de co-stimulation mettant ainsi les lymphocytes B sous une pression constante

conduisant a leur diftérenciation en cellules productrices d'Ac, parmi ces signaux :
- ligand CD40 soluble ou membranaire,

-Blys (B lymphocyte stimulator), IL-4, IL-10, IL-15, TGF beta, IFNa, IL-6, IL-17, IL-21, sont des

cytokines qui controlent et amplifient I'activation des lymphocytes B,

-TLR7TLR9: Les TLR sont responsables souvent de la reconnaissance des composants microbiens
conduisant par la suite a la libération de facteurs de transcriptions comme le facteur AP-1
(Activating Protein 1), NF-KB et certains IRF responsables eux méme de la sécrétion de cytokines
pro inflammatoires et 1'activation des cellules dendritiques et des lymphocytes ce qui explique donc

le lien entre les diverses infections microbiennes et la poussée du Lupus systémique.

En réalité, le matériel génétique issus d'une mauvaise clairance aprés une apoptose et qui se trouve
en contact avec des LB engage simultanément les TLR et les BCR afin d'activer les lymphocytes B

autoréactifs de fagon indépendante des lymphocytes T. voici quelques exemples :

*ADN contenant des séquences CpG hypo-méthylées rencontrées souvent dans les génomes

bactériens mais qui semblent étre fréquentes chez les sujets lupiques au niveau des corps




[1.2. Lupus érythémateux systémique :

apoptotiques parmi les débris nucléaires ; I'ADN est reconnu par e BCR alors que la séquence CpG

Pest par le TLR 9.

*IgG2a sont des antinuclésosomes qui forment des complexes immuns avec I'ADN associé aux

protéines nucléaires, I'anticorps est reconnu grace au BCR alors que I'ADN grace au TLR 9.

*Des complexes immuns d'auto-antigénes associés a I'ARN se lient au BCR et TLR7 en méme

temps afin d'activer les LB auto-réactifs.
BAFF :

Il a été prouvé dans les modéles murins ainsi que chez I'homme que dans le lupus il existe une

surexpression de BAFF ; facteur indispensable a la survie des lymphocytes B.

Les lymphocytes B sont les plus ciblés par la biothérapie, grace au développement d'Ig anti-CD20

ou anti-Blys qui n'ont par contre pas encore prouvé leur efficacité dans les études randomisées.
d.Cellules dendritiques: [13]

Ces dernieres années, un grand progres de la science a permis d'élucider le réle important des
cellules dendritiques plasmacytoides productrices dTFN alpha dans I&€dlenchement des réponses
auto-immunes dans le lupus érythémateux systémique sachant qu'elles seraient le producteur majeur
de 'interféron alpha au cour de la maladie. Les CD plasmacytoides peuvent étre stimulées soit par
coactivation des récepteurs Fc IIA et de TLR7 ou TLR9Y par les complexes immuns contenant de
I'ADN ou de I'ARN soit par un virus comme I’EBV, notant ainsi que la dépendance au 17-

cestradiol des hommes et des femmes conduisait a une sécrétion accrue de l'intertéron alpha par les

CDp.

Parmi les caractéristiques de ces cellules dendritiques, on a constaté une augmentation de la
production de I'lL8 qui est une cytokine pro inflammatoire associée le plus souvent a une

augmentation des taux des anticorps anti-ADNdb et Anti-cardiolipine.
e . Les polynucléaires : |3]

Au cours du lupus, le taux des polynucléaires immatures semble étre significativement élevé
principalement lors des poussées de 1a maladie. 11 s'est avéré que ces cellules sont responsables de
1ésions tissulaires plus précisément endothéliales, de la sécrétion de l'interféron alpha et de la
production des auto-Ag. Les deux types de polynucléaires impliqués au cours du LES sont les

neutrophiles et les basophiles.
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Les polynucléaires neutrophiles, et en plus de leur role dansl'ingestion du matériel apoptotiques et
leur transformation en cellules LE caractéristiques du lupus, peuvent sous I'effet de I'interféron
alpha relacher les NETs (neutrophil extracellular traps) par NETose ( une mort spécifiques des
polynucléaires par désintégration de leur membrane et de leur chromatine) qui sont des particules
formées d'ADN, de fragments membranaires et de plusieurs protéines dont la LL37 (issue de la
dégradation d'une autre protéine hCAP-18 (human Cathelicidin Antimicrobial Protein). Suite 4 une
interaction avec les cellules CDp et les LB autoréactifs, les NETs vont donc mettre le matériel
génétiques qu'elles contiennent en contact avec les TLR en le protégeant de toute dégradation ou
altération, stimulant de cette fagon la production d’avantage d'interféron alpha et d'auto-anticorps.
Les NETSs sont responsables des Iésions tissulaires sachant qu'elles sont déléteéres pour les cellules
endothéliales. Ceci pourrait expliquer leur présence en excés dans la peau et les reins des patients

lupiques.
I1.2.5.3.2. Auto-anticorps: [3]

Des auto-anticorps d'isotypes différents notamment G ont une forte affinité vis a vis des différents

composants nucléaire tels que :

- La chromatine et ses composants: ADN natif (ADNdb), ADN simple brin (ADNsb), ARN,

histones et nucléosomes.
- Les antigenes solubles: SSA, SSB, Sm, U1-RNP

IIs peuvent étre associés aussi a d'autres auto-anticorps, comme ceux qui sont dirigés contre les
ribosomes, les facteurs du complément, les protéines du cytosquelette et méme des molécules

exprimées a la surface des cellules hématopoiétiques.
Mécanismes lésionnels :

Bien que ces anticorps sont présents des années avant I'installation de la maladie, les 1ésions
peuvent étre le résultat d'une fixation directe sur le déterminant antigénique responsable ainsi de
déplétion cellulaire (anémie, cytopénie) ou des manifestations psycho neurologiques (Ac Anti-
NMDA) caractéristiques de la maladie, ou bien suite & un dép6ot de complexes immuns formés in
situ ou dans la circulation sanguine, ces CI vont systématiquement activer la voie classique du
complément et participer & enclencher une réaction inflammatoire causant le recrutement de cellules
immunitaires diverses afin de les éliminer, cependant et par défaut de clairance, ces CI peuvent
s'accumuler en cas de déficit génétique en Clq par exemple. Ce mécanisme expliquerait donc la
glomérulopathie lupique due principalement au dépdt des CI, Or le modéle murin avait montré qu'il

pourrait y avoir une glomérulonéphrite lupique méme en 1'absence d'auto-anticorps anti nucléaires.
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Le lupus peut impliquer également des I¢sions d'origine vasculaire, il s'agit rarement d'atteinte

directe des parois vasculaires comme dans le cas des vascularites mais souvent due a:

- Des anticorps anti-phospholipides, qui vont enclencher une réaction inflammatoire associé a une
surproduction de thromboxanes A2, de facteur tissulaire en plus d'une inhibition de fibrinolyse en
agissant sur la protéine C et I'annexine 5, tout cela va donc créer un terrain favorable de coagulation

en présence évidement d'un facteur déclenchant de celle-ci (infection, intervention chirurgicale).

-Lésions endothéliales conduisant a une atteinte de la microcirculation. En cas de chronicité, il y a
plus de risque d'accidents coronaires ou vasculaires cérébrales par formation de plaques

d'athérosclérose.

L'accumulation des débris cellulaires notamment nucléaires ainsi que l'infiltration des tissus par les
cellules immunitaires, dont le LT cytotoxique, semblent étre impliqués dans I'inflammation

tissulaire de la maladie par activation et libération de cytokines pro inflammatoires.
11.2.5.3.3. Cytokines :
a. Interféron type I: [29]

De nombreuses études expérimentales sur des patients lupiques ont déterminé l'interféron type I,
notamment l'interféron alpha comme acteur principal et crucial de ce prototype des maladies auto-

immunes systémiques.

- Augmentation du taux d'interféron 1 et l'expression génétique induite par l'interféron au cours du
lupus:
La production de I'INFI ainsi que I'expression génétique des IFIG persistent au cours du lupus;
cette corrélation a été établie dans de nombreuses études transversales.

- Activation génétique de la voie de l'interféron type [:
, q ‘ yp

Les Toll-like receptors TLR endosomaux ainsi que les composants de leurs cascades de
signalisation sont prouvés, selon des données de la GWAS, responsables d'une partie de

I'augmentation de la production de I'interféron type I et de la susceptibilité au LES.
- Mécanismes conduisant a la production de I'I'N [ au cours du lupus:

La littérature avait décrit le role primordial des TLR et des différents capteurs cytoplasmiques des
acides nucléiques dans I'induction de la production de l'interféron 1, cependant, on a élucidé
récemment l'implication d'un autre mécanisme par le biais des complexes immunsa ADN ou ARN
fournissant plus d'information sur le role pathogénique de ces derniers au cours du lupus qui

consiste en I'amplification et la persistance de I'inflammation.
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Interféron I dans l'immunopathogénie du LES:

Selon les résultats de plusieurs études sur des modeles murins et humains, l'interféron I peut altérer
la fonction des cellules des lignés lymphoides et myéloides dont le blocage aurait permis la

restauration de l'architecture des tissus endommagés.

Quant a l'interféron alpha, son implication dans l'activation des LT autoréactifs ainsi que les LB
notamment dans le Switch des Ig, a été décrite dans de nombreux articles, et principalement dans
'accélération de la maladie. Elle joue un réle dans I'altération des deux organes les plus associés a

la morbidité et la mortalité des patients lupiques ; le rein et le systéme cardiovasculaire.
b. Autres cytokines: |3]

En plus du réle important de 'interféron alpha qui est la cytokine clé du lupus, d'autre cytokines

peuvent étre impliquées dans la pathogénie et considérablement élevées telles que:

-lI'interféron gamma dont le mécanisme d'activation cellulaire est proche de celui de l'interféron

alpha.

-Le Blys (B cell stimulating factor), une cytokine membre de la famille des TNF ligand de 3
récepteurs dont le BAFF-R, il joue unrole dans la survie et l1a sélection des LB immatures ainsi que

dans la prolifération et la différenciation des LB matures en plasmocytes.

-CCL22 est une chimiokine, qui au cours des atteintes rénales et cérébrales, est responsable du

recrutement et de 1'activation des leucocytes.

-L'IL 10 et I'IL21 sont surexprimés au cours du LS en raison de leur réle central dans la

différenciation plasmocytaire.
11.2.5.3.4. Systéme du complément: [5]

Le systeme du complément constitue un lien important entre I'immunité innée et adaptative grice a
sa fonction régulatrice des LB ainsi que son role dans la clairance des corps apoptotiques et des

complexes immuns.

Certaines carences héréditaires en complément constituent I'un des facteurs de susceptibilité du
LES suggérant que le systéme du complément chez les sujets normaux peut avoir un role protecteur

contre la maladie.

Les déficits complets (homozygotes ou hétérozygotes composites) en protéines de la phase précoce
de la voie classique (Clq, Clr, Cls, C4, C2) sont associés a une prédisposition au lupus

érythémateux systémique (LES).
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On retrouve 93% des patients lupiques avec un déficit en Clq, 57% avec un déficit en C11/Cls,
75% avec un déficit en C4 et 10% en C2, le déficit en C3 n'est cependant pas trop impliqué dans la

maladie.

Le role pathogénique des déficits complets se manifeste par de nombreux mécanismes, comme le

défaut de clairance des corps apoptotiques.
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Figure 2. Physiopathologie du LES. (1) un excés de production et:ou un défaut de clairance des
cellules en apoptose induisent I'accumulation de débris cellulaires, Les polynucléaires neutrophiles
Journissent une seconde source d’auto-Ag, les NETs ; (2) les cellules dendritiques captent ces anto-Ag et
activent les lymphocytes T auto-réactifs ; (3) les cellules dendritiques, les lymphocytes T CD4 et CDS8 et les
lymphocytes B interagissent par |'intermédiaire de molécules de co-stimulation ; 4) le dépét tissulaire de
complexes immuns, l'activation du complément, la sécrétion de cytokine et la cytotoxicité ymphocytaire
induisent l'inflammation tissulaire; (5) I'IFN _ est la cytokine chef d 'orchestrede la réaction auto-immune. 1l
est produit par les cellules dendritiques plasmacytoides et les polynucléaires neutrophiles, Il active de
nombreuses cellules immunitaires ; (6) BLyS augmente la survie et la sélection des lymphocytes B immatures
auto-réactifs, la survie, I'activation et la proliférarion des lymphocytes B matures et la production des
plasmoblastes et des plasmocytes auto-réactifs.

A. Mathian, Physiopathologie du lupus systémique : le point en 2014
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11.2.5.4. Facteurs génétiques et épi génétiques:

11.2.5.4.1. Epigénétique et Lupus: [11]
Le terme épigénétique définit les modifications transmissibles et réversibles de 'expression des
génes ne s'accompagnant pas de changements de séquences nucléotidiques. Les supports de

I'information épigénétiques sont au premier plan I'ADN lui méme, les histones et 'ARN non codant.

-Anomalie de méthylation de I'ADN : T'observation de profils de méthylation de jumeaux
monozygotes discordants dans le lupus dont le patrimoine génétique est identique avait mis en
exergue l'implication de la dérégulation épigénétique dans la pathogénie des maladies auto-
immunes notamment le lupus. Dans le cas du lupus idiopathique ou induit, 1l s'agit d'une
hypométhylation provoqué par des agents inhibiteurs de la méthylation de I'ADN tels que les UV ou
la procainamide, et ceci concerne spécifiquement des LT CD4+. Ce phénomeéne pourrait expliquer
la prédominance féminine dans le lupus (sex-ratio 1/9 H/F) sachant que la méthylation de ' ADN
représente un mécanisme important d'inactivation physiologique de 1'un des chromosomes X chez la

femme.

-Modifications biochimiques des histones : Méme si les constatations chez les souris sont
prometteuses car on a pu identifier les modifications au cours du LES s'agissant d'une augmentation
de la méthylation des histones (sauf pour le H3K4 : lysine(k) en position 4 du H3) et une
diminution d'acétylation des histones (H3 et H4), chez I'homme le paradoxe rend difficiles la mise

en place de solution thérapeutiques car des résultats dhypo et d'hyper acétylation ont été rapportés.

-Micro-ARN: De nombreuses études ont bien démontrées I'implication de miARN (une des classes
de I'ARN non codant qui joue un role dans la régulation de l'expression génétique des cellules ainsi
que leur fonctions majeures telles que la prolifération et la différenciation) dans le lupus, cependant
les conséquences fonctionnelles restent non €lucidées. Par exemple le Mir-146a est soupgonné
régulateur négatif de la signalisation de TLR, comme il peut cibler le STAT1 et I'IRF5 (acteurs de
la voie de I'TFN I).

I1.2.5.4.2. Facteurs génétiques : [28] [50]

L'observation des formes familiales de la maladie et les études de concordance entre les jumeaux
avaient renforcé I'hypothése de l'implication génétique dans la pathogénie lupique; résultat observé
a un taux de concordance clinique de 23 a 57% chez les jumeaux monozygotes et de 3 4 10% chez
les jumeaux dizygotes, soumis bien évidemment au méme environnement. Or, la concordance
sérologique avait atteint un taux nettement ¢levé de 70 a 80% chez les jumeaux monozygotes,

contre seulement 15 a 20% chez les dizygotes.
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['associatton génétique la plus significative est représentée par la région du Complexe Majeur

d'Histocompatibilit¢ CMH constituant le facteur génétique le plus fort. D autres génes situés dans

ou prés de cette région sont aussi impliqués dans la maladie.

A. Facteurs polygénique de la voie de I'FN type I : /50/

Les différents facteurs de la voie de I’IFN type I sont résumés dans le Tableau 1.

Tableau 1. Facteurs polygénique de la voie de I'IEN type I

Locus Géne

IRFs (IRFS, Interferon regulatory factors
IRF7, IRFS)

STAT4 Signal transducer and activation

of transcription 4 protein

IFIH1 Interferon -induced helicase C

domain-containig protein 1

SPP1 Ostéopontine

Effet
-Augmentation de la sécrétion de 1'lFN

-Production d'auto-anticorps (anti-La, anti-

Ro, anti-ADNdb)

-Augmentation de la sensibilité des cellules

mononuclées du sang a l'interféron.

- Anticorps anti-ADNdb

-Néphrite

-Augmentation de la sécrétion de I'IFNu
-Anti-ADNdb

-Augmentation de I'apoptose

-Augmentation de I'expression des génes

proinfammatoires

-Augmentation de la sécrétion de 1'lFN«




I1.2. Lupus érythémateux systémique :

B. Facteurs monogéniques: /50/

a .Déficits monogéniques:
L’ensemble des déficits et leurs origines est résumé ci-dessous dans le Tableau 2.

Tableau 2. Déficits monogéniques liés au I.ES

Déficit

Déficits complets:

Défaut
apopiotique:

Déficit en Dnase 1:

Déficit en protéine

kinase C sigma
(PKCsigma):

Son Origine

-Gene (/g non 1ié¢ au CMH (98% des patients porteurs de ce déficit

développent a terme une maladie lupique).

-Déficit partiel en C4400; géne lié au CMH codant pour la fraction C4A de
la protéine C4 dont la délétion est englobée dans I'haplotype AIBS8DR3.

De nombreuses études ainsi que des modeéles murins ont suggérés
I'implication des mutations de Fas et du FasL dans la pathogénie du lupus, en
raison de leur implication dans I'apoptose des lymphocytes T autoréactifs, ces

derniers développent une résistance au FasL.

Des mutations des DNASE et DNASE11.3 sont responsables de la
diminution de la désoxyribonucléase I (Dnasel)-une enzyme indispensable a
l'apoptose- ce qui va donc entrainer une accumulation de I’ADN. Ce dernier
deviendra un néo-antigéne induisant la production d'auto-anticorps anti-
ADNdb.

la protéine kinase C sigma est impliquée dans le control de la prolifération
cellulaire, de la signalisation et de 1'apoptose des lymphocytes B. Une
diminution de I'activité de cette protéine résulte d'une mutation du géne
PRKCD, conduisant a une résistance des récepteurs des LB, une diminution
de I'apoptose calcium-dépendante ainsi qu'une augmentation de la

prolifération des LB.

b. Facteurs monogéniques de la voie de ' FN I: [50]

Concerne les loci TREX1, TMEM173 et ACPS. (Voir annexe 4)

¢. Facteurs de régulation: [50]

Regroupe les facteurs TNFAIP3, TNIP3, BLK, ETS1, PRDM]I et IKZF1. (Voir annexe 5)
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d. polymorphismes changeant le code : [50]
Concerne les loci, PTPN22 et ILT3. (Voir annexe 6)

Voir Annexe 7 pour un schéma explicatif montrant une carte physique des génes de susceptibilité au

LES.

C. Complexe majeur d'histocompatibilité (CMH):
Le systéme Human leukocyte antigene HLLA connu aussi sous le terme ; complexe majeur

dhistocompatibilit¢ CMH, est situé sur le bras court du chromosome 6 chez 'homme. Il s'agit d'un
systéme caractérisé par son polygénisme et son polymorphisme qui sont a I'origine de nombreuses

études réalisés dans le cadre de transplantation ou de I'auto immunité. [46]

La fonction physiologique des molécules de CMH est de présenter des peptides dérivés d'antigénes

protéiques aux LT spécifiques de ces antigénes. [52]

C.1. Organisation génétique du CMH: /59/

Le Locus CMH code non seulement pour le CMH mais aussi d'autres protéines. I1 contient deux
ensembles de génes hautement polymorphes, appelés génes du CMH de classe I et de classe II. Ces
genes codent les molécules du systéme HLA de classe I et de classe 11 qui présentent les peptides
aux lymphocytes T. Outre ces génes polymorphes, le locus du CMH contient de nombreux génes
non polymorphes. Certains de ces génes non polymorphes codent pour des protéines participant a la

présentation des antigénes, tandis que d’autres codent des protéines dont la fonction reste inconnue.
Les trois blocs de genes de ce complexe sont organisés ainsi:

-Les génes de CMH de classe I, exprimés par toutes les cellules nucléées,
- Les génes de CMH de classe II, exprimés uniquement par des cellules capables de présenter des

antigénes aux cellules T CD4+.

- Les génes CMH de classe III codant pour les facteurs C4, C2 et le facteur B du complément, les

isoenzymes de la 21-hydroxylase, et d'autres molécules d'inflammation.
C.2. Structure des molécules du CMH classe I et II: [59]

Avec une structure générale similaire, les molécules de CMH de classe I et II sont des protéines
membranaires, présentant a leurs extrémités amino-terminales un site de liaison au peptide sous
forme de sillon ou de gouttiére. La différence réside donc dans les sous unités ; leurs nature,

structure et organisation.
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Molécules CMH de classe I . Les molécules de classe I contiennent en plus de la chaine alpha codée
par le locus CMH, une molécule codée en dehors de ce locus qui est la beta 2 microglobuline, Les

deux chaines sont liées d'une maniére non covalente.

En forme de sillon ; les 2 domaines alphal et alpha2 constituent le site de liaison au peptide,
sachant que les cotés et les sommets de la gouttiere sont en contact avec le récepteur des LT, et c'est

réellement le plancher de cette goutticre qui présente le peptide aux LT.

C'est donc en ces domaines la ; alpha 1 et alpha 2 que se trouve les résidus polymorphes de cette
classe qui sont propres a chaque individu, alors que le domaine alpha 3 est constant et dont le rdle

est la reconnaissance du corécepteur CDS.

Molécules CMH de classe 11 : Les molécules de classe I1 sont formées de 2 chaines alpha et béta
dont les domaines alpha 1 et béta 1 constituent la gouttiére, dans laquelle se situent les résidus
polymorphes. Or le domaine béta 2 qui est non polymorphe contient le site de liaison au corécepteur
CD4.

En conclusion, les lymphocytes T CD8+ ne reconnaissent que les peptides qui leur sont présentés
par les molécules CMH de classe 1, alors que les lymphocytes T CD4+ reconnaissent les peptides
présentés par les molécules CMH de classe II, et ceci en raison de la reconnaissance des

corécepteurs ; phénomene indispensable dans le processus d'activation des LT.
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C.3.Caractéristiques du CMH: [59]

Codominance : Les alleles hérités de chaque parent sont exprimés de fagon équivalente, et dont
l'arrangement forme ce qu'on appelle des haplotypes CMH. L'intérét de la codominance réside dans

l'augmentation du nombre des molécules CMH capables de présenter les peptides aux LT.

Polymorphisme: Un nombre colossal de différents alléles fait que dans une population non
consanguine, il n'existe pas de similitude des génes et des molécules entre au moins deux individus.
Notant que les variations génétiques responsables de ce polymorphisme ne sont pas induites par des
recombinaisons génétiques comme dans le cas des récepteurs antigéniques des lymphocytes. Par
voie de conséquent, les individus sont capables donc de présenter un nombre important de peptides

microbiens et d'y répondre.

Distribution distincte des molécules de CMH de classe I et Il sur les différentes cellules : Les
molécules de CMH de classe I sont exprimées par toutes les cellules nucléées de I'organisme
pouvant ultérieurement étre détruites par les LT CD8+ (cytotoxiques) en cas d'infections
(principalement virales). Cependant les molécules de CMH de classe 11 sont exprimées par les
cellules dendritiques, les macrophages et les LB qui vont par la suite interagir avec les LT CD4+.
Cette classe moléculaire est également exprimée par les cellules épithéliales thymiques et

endothéliales, ainsi que sur d'autres types cellulaires suite a une induction par l'interféron gamma.

Large spécificité - L'intégration de seulement un ou deux résidus d'ancrage au niveau des poches de
lamolécule de CMH, limite le nombre de peptides présentés par celle-ci a un seul. Or, elle est
capable de présenter différents peptides sachant que chaque individu ne posséde que quelques
molécules de CMH différentes.

Nature peptidique des antigénes : Les molécules de CMH ne lient que des antigénes de nature
peptidique, il en résulte que les LT restreints au CMH ne répondent en aucun cas aux autres

antigenes.

L'acquisition des peptides lors de la biosynthése des molécules de CMH : Les molécules de CMH
présentent des peptides (microbiens) provenant des différents compartiments de la cellule hote. De
ce fait, les LT restreints au CMH constituent des médiateurs de I'immunité dirigée contre les

microbes intracellulaires.

La présence d'un peptide est indispensable pour une expression stable d'une molécule de CMH -
Les molécules vides sont dégradées a l'intérieur de la cellule, et seules les molécules contenant un
peptide sont exprimées suffisamment longtemps pour que les LT puisse les reconnaitre, ils sont par

la suite dissociées.
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» Les molécules de CMH présentent aussi bien des molécules de soi que des molécules microbiennes :

Les molécules de CMH sont capables de capturer des peptides d'origine microbienne suite a un
apprétement antigénique comme ils peuvent capturer des peptides de soi assurant un control
constant par les LT de l'intégrité cellulaire sachant que les antigenes endocytés sont présentés par

les molécules de classe II alors que les protéines cytoplasmique par les molécules de classe 1.

C.4. Nomenclature OMS 2010: /47/

La nomenclature du systéme HL A a été¢ mise au point par un groupe d’experts de ’'OMS qui en
garantit la mise a jour et la pérennité. Elle permet d’intégrer les nouveaux alleles HL A au fur et a
mesure de leur découverte. Un groupe d’all¢le appartenant a un locus est déterminé par des
techniques de basse résolution s’il apparait juste apres le locus. Les sous-type, appelés aussi variant,
sont déterminés par des techniques de haute résolution et sont précédés de deux points( : ). La

figure 3 décrit cette nomenclature.

Mutation dans
région non
codante (intron)

HLA- A*24:02:01 :02 :L

locus Groupe Mutation Expression:
dallete nucléotidique
synonyme

L:low

=Ag sero
N:null

Figure 4. Nomenclature HLA de ['OMS (2010)

C.5. HLA et maladies : [44)

L'association HL A et maladie était sujette a plusieurs études concernant plus de 500 maladies dont
la majorité sont des maladies auto-immunes (MAI), afin de définir les marqueurs de susceptibilité
ou de protection vis & vis de celles-ci. Or, les individus présentant des aliéles de susceptibilité ne
vont pas certainement développer la maladie en question, et les sujets déja atteints ne présentent pas

tous des alleles de risque dans leur génome.

Parmi les maladies qui ont montré une forte association aux molécules HLA, on cite ; le diabéte
type I, la polyarthrite rhumatoide (PR), la spondylarthrite ankylosante (SA) et les maladies
allergiques. Récemment, il s'est avéré que certaines maladies infectieuses, cancers et maladies

induites par les médicaments, ont montré eux aussi des résultats d'association au systéme HLA.




11.2. Lupus érythémateux systémique :

C.6. HLA et lupus :
De nombreuses études réalisées sur différents groupes ethniques avaient établit 'association des

molécules HL A de classe IT au LES, notamment les haplotypes contenant les alléles DR2 et/ou
DR3. Ces haplotypes sont impliqués directement dans la pathogénie de la maladie, ses
manifestations cliniques, la néphropathie lupique et la production des auto-anticorps [49]. Les
alleles HLA-DRB1*03:01 et -* 15:01 se sont avérés les plus impliqué dans la susceptibilité au LES
chez les européens, -* 15 :03 chez les afro-américains, -* 08 :02 chez la population hispanique et -
*15:01 -*15 :02 chez la population asiatique [20] ; en voici quelques exemples sur le tableau 3 ci-
dessous. Les haplotypes associés le plus souvent au LES et qui contiennent les alléles cités ci-
dessus comprennent: HLA-A*03:01 — HLA-B*07:02 - HLA-C*07:02 -HLA-DRB1*15:01 - HLA-
DQA1*01:02 -HLA-DQB1*06:02 et HLA-A*01:01 - HLA-B*08:01 - HLA-C*07:01 —
HLADRB1* 03:01 - HLA-DQA1#¥05:01 - HLA-DQB1*02:01 [15]

Tableau 3 : Association HLA-DRBlavec le LES chez les différentes populations [49]
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Grace a une technique génétique d'imputation dans une étude publiée récemment sur des variants
des génes HLA-DRB, on a révélé que seul le géne HLA-DRB1 influengait la susceptibilité au LES
indépendamment des genes HLA-DRB3, HLA-DRB4 et HLA-DRBS [25]. Les positions 11-13-26
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des acides aminés au niveau de la gouttiere (ou sillon) des molécules HLA expliquent donc cette

association grace a une étude menée sur la méme population. [24]

A la recherche d'autres associations entre les molécules HLA non classiques et le LES, dont HLA-
G, une étude comparative menée sur une population danoise et italienne supporte cette hypothése en

se basant sur des résultats statistique significatifs. [36]

En raison des variations dans les résultats d’associations entre le LES et le systéme HLA autour du
monde, une équipe chinoise a réalisé¢ une méta-analyse regroupant 25 études cas-témoins dans
différents pays, qui vise a élucider la contribution des génes HLA-DR3, DR4, DRS, DR9, DR11,
DR14 et DR15 dans la susceptibilité au LES et la néphropathie lupique. Quant a la susceptibilité au
LES, les résultats ont indiqué que les alléeles HLA-DR3, DR9 et DR15 constituent des facteurs de
risque, alors que les alleles DR4, DRI et DR 14 peuvent avoir un role de protection. Cependant, le
risque de développer une néphropathie lupique était significativement élevé pour les alleles DR3 et
DR15 par rapport aux alléles DR4 et DR11 avec la possibilité que ces derniers soient des facteurs

de protection. [51]
11.2.6. Manifestations cliniques : [58]

11.2.6.1. Manifestations générales :
Souvent témoins de I’évolution de la maladie

a. Fievre : signe le plus fréquent, elle est accompagnée d’une recherche d’agent infectieux souvent

en cause et tres fréquent sur ce terrain.

b. Asthénie : quantifiable par un score, la fatigue n’est pas corrélée a I’activité du lupus mais aux

manifestations de fibromyalgie et de dépression.

¢. Anorexie, nausées, amaigrissement ...

11.2.6.2. Atteintes rhumatologiques :
Touchent principalement les mains, les chevilles et les genoux et concernent 90% des patients

A. Arthralgies et arthrites . souvent accompagnées de myalgies, elles sont intenses et résistantes aux

AINS. Elles sont présentes chez 50 a 80% des malades diagnostiqués selon leurs origines.

Contrairement a la PR, les arthrites de LES n’évoluent pas vers la destruction articulaire mais plutot

vers des ruptures tendineuses entrainant des déformations « mains de Jaccoud » (figure 3)
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Figure 5 « mains de Jaccoud » Lupus Erythémateux Dan Lipsker

11 existe aussi une forme déformante et destructrice mais plus rare associant lupus et PR appelée

« rhupus ».

B. Ostéonécroses aseptiques : ce sont des infarctus osseux se traduisant par des douleurs

mécaniques d’apparition brutale. Un role favorisant des corticoides est soutenu par tous les auteurs.

(. Arthrites septiques : le genou est le siege le plus fréquent d’infections chez un patient recevant

une corticothérapie souvent généralisée.

D. Muscles : souvent sous forme de myalgie, les patients se plaignent de douleurs inflammatoires.
La biopsie montre une atrophie des fibres avec I’histologie d’une myosite interstitielle et un infiltrat

lymphoide.
11.2.6.3. Atteintes cutanées :

La peau et les phaneéres sont particuliérement touchés au cours du lupus avec des variations allant
d’un simple érythéme en vespertilio jusqu’aux ulcérations en forme de morsures de loup. Ces

atteintes concernent 60% des patients lupiques.

Leur classification se fait selon le niveau d’atteinte : derme, hypoderme et jonction dermo-

¢pidermique

On distingue le lupus aigu, subaigu et chronique.
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-Lupus cutané aigu: forme touchant le tissu cutané se caractérisant par un érytheme (rougeur) qui

s’accompagne parfois de desquamations affectant les parties exposées au soleil notamment visage,
décolleté, dos des doigts en épargnants les articulations. Le signe le plus marquant est une rougeur
en forme de papillon qui couvre le front, le nez et les joues. Elle peut s’accompagner d’un cedéme

du visage.

Figure 6. Frytheme en vespertilio

-Lupus subaigu : peut prendre soit la forme d’une éruption érythémateuse et papuleuse avec

clinique psoriasiforme soit une forme annulaire extensive avec contour polycyclique dans les zones
photo-exposées. Apres disparition, elle laisse souvent une dépigmentation avec atrophie. Il n’existe
pas en général de formes graves ou d’atteintes organiques. Ce type est généralement associé€ aux Ac

anti-SSA et a un déficit en C2.

Lupus subaigu

Figure 7. Lupus subaigu

-Lupus chronique . érythéme, 1ésions papulo-squameuses d’hyperkératose trés infiltrées centrifuges,

atrophie siégeant les oreilles, les membres, le cuir chevelu laissant une alopécie définitive. Le LDC

est souvent 1solé sans atteintes viscérales.
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Figure 8. Lupus discoide chronique

La vascularite qui caractérise le lupus peut toucher les vaisseaux de la peau entrainant des nécroses,
thromboses, syndrome de Raynaud. Les Iésions peuvent étre discrétes et punctiformes apparaissant
sous forme de taches purpuriques au niveau des doigts et des orteils et sur le pourtour des ongles.
Cette vasculopathie est souvent le marqueur d’'un SAPL s’agissant d’ulcére de jambes, de gangrénes

distales, nécroses cutanée et bien d’autres atteintes traduisant |’ évolution et 1’activité de la maladie.

L’atteinte des muqueuses nasales, génitales, rectales et surtout buccales (ressemble aux aphtes mais

moins creusante) est le fait d’un lupus en activité.

L’alopécie en plaques, plus rarement diffuse, peut accompagner les poussées et régresse apres la fin

de la poussée.

On peut aussi observer des striations et des onycholyses au niveau des ongles.

I1.2.6.4. Atteintes rénales : [4] [37]

L insuffisance rénale est bien plus rare (10%) pendant le lupus que I’atteinte rénale qui elle est
beaucoup plus fréquente (30 a 75%) mais le plus souvent silencieuse se traduisant par une
protéinurie chez pres de 64% des malades lupiques avant 1975 et arrivant a 30% durant les années
90 selon la cohorte de I"hopital John Hopkins. Cette atteinte est généralement présente dés la
premiére poussée et conditionne le pronostic (cause majeure de décés). Le plus souvent, elle se

manifeste par une glomérulonéphrite (50 a 80%)

Sur le plan biologique, on constate une augmentation de la créatinine dans le sang, une protéinurie

et une hématurie variant entre 50 et 80%dans la littérature avec hyperleucocyturie.
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La néphropathie est bien plus fréquente dans les populations astatiques (70 %) que hispaniques et
afro- américaines (40-50 %) ou caucasienne (20%). Des facteurs génétiques, immunologiques ainsi

que socio-économiques et culturels sont mis en cause sans pour cela étre précisés.

On reconnait aujourd’hui trois mécanismes possibles de la physiopathologie rénale : Un dépdt
glomérulaire de complexes immuns circulants ; reconnaissance et fixation d’auto anticorps sur les
parois glomérulaires et rénales ou encore la présence d’anticorps anti phospholipide aboutissant au

micro thromboses vasculaires.

Il existe plusieurs classes de glomérulonéphrite selon le degré des I€sions glomérulaires. Une
premiére classification OMS en 1974 a été établie décrivant cinq classes ensuite plusieurs
actualisations ont été apportées arrivant a la toute derniére modification proposée par ’association
internationale de Néphrologie en 2004 Elle propose le maintien de six classes de glomérulonéphrite
lupique, définies selon les anomalies visibles en microscopie optique (MO) ou en

immunofluorescence (IF).

La généralisation de la PBR et I’utilisation des immunosuppresseurs ont permis, ces derniéres
années I’amélioration du pronostic des patients mais au prix de complications infectieuses

importantes.

I1.2.6.5. Atteintes pulmonaires :

Elles se présentent généralement sous forne de :

Toux (présente chez 15 a 40% des malades), dyspnée

L atteinte pleurale uni- ou bilatérale survient 4 un moment quelconque de 1’évolution chez 25 a 50
% des malades.

La fibrose pulmonaire est I’une des rare manifestations lupiques (3 a 10%) et exceptionnellement
révélatrice.

Le tableau le plus grave est représenté par une hémorragie intra-alvéolaire avec insuffisance

respiratoire aigiie fort heureusement d’incidence rare.

11.2.6.6.Atteintes neurologiques :

La prévalence d’atteintes neurologiques de tout genre est de 27% dans une cohorte européenne de
mille patients avec LES. C’est une cause majeure de décés. De nombreux anticorps anti-neuronaux
(antit ADN n, anti NMDA, anti RP....) sont présents mais leur relation avec les manifestations est

encore incertaine.
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Tableau4 : Signes neuropsychiatriques rencontrés dans le LES. [42]

Systéme nerveux central Systéme nerveux périphérique
» Meéningite aseptique’ * Syndrome de Guillain-Barré
» Atteinte cérébrovasculaire * Artteinte du systéme nerveux autonome
* Syndrome démyeélinisant” * Mononeuropathie
» Céphalees™ « Myasthenie
» Convulsions * Atteinte des paires craniennes
» Etat confusionnel! aigu™ « Plexopathie
* Myclite transverse * Polyncuropathic
* Mouvements anormaux
(chorée)

* Dysfonction cognitive *
* Troubles de 'humeur—
* Troubles anxieux™

* Psychose™

11.2.6.7. Atteintes cardiovasculaires : [40]

C’est toujours la péricardite qu’on évoque en premier lorsqu’on parle d’atteinte cardiaque mais il

existe aussi d’autres manifestations tout aussi cliniquement significatives.
On dénombre, dans la plupart des cohortes, une mortalité de 7 a4 30%.
Péricardite :

La péricardite peut étre aigué ou chronique, unique ou récidivante. Elle se présente par des
douleurs thoraciques typiquement augmentées en position couchée, soulagées en position assise et
penché en avant, a caractere respiro-dépendant avec ou sans dyspnée. La plupart du temps,

I’évolution est plut6t bénigne.
Myocardite :

La prévalence clinique de la myocardite, chez les patients atteints de LES, est relativement faible

(de ’ordre de 9% en moyenne).
Valvulopathies :

Les atteintes valvulaires sont souvent sous-diagnostiquées, car la plupart du temps

asymptomatiques.
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Athérosclérose :

Plusieurs études ont montré, une prévalence d’athérosclérose plus importante chez ces patients que
dans la population générale. Des calcifications coronariennes sont visibles chez environ 30% de

patients lupiques asymptomatiques contre 8,6% dans une population générale.

Infarctus du myocarde :
Une jeune patiente lupique de 40 ans a un risque 50 fois supérieur de faire un infarctus du myocarde
qu’une femme bien portante du méme age. Ce risque CV élevé a une double origine : une maladie

athéromateuse précoce et évolutive et une tendance prothrombotique.

11.2.6.8. Atteintes hépatiques et digestives :

I.’hépatomégalie bien que rare est observée chez 10% des patients ; 1’ictére dans 3% des cas. On
diagnostique le plus souvent une hépatite lupique en dépit d’une hépatite auto immune (type 1 ou 2)
par la présence d’anticorps anti ADNdDb et anti Sm qui sont toujours absents en cas d’hépatite auto-

immune,

Les atteintes digestives sont surtout iatrogéniques. Les symptomes sont variables selon les malades
mais on a noté des nausées, des douleurs abdominales, de la diarrhée et de ’anorexie chez 10 a 50%
des cas accompagnant généralement une poussée. On a également observé mais dans de rares cas
une perforation intestinale ou pancréatite toute les deux issues d’un mécanisme de vascularite ainsi

qu’un syndrome de malabsorption.

11.2.6.9. Atteintes hématologiques :

Une splénomégalie modérée est présente chez 10 a 20 % des patients.

Les adénopathies sont plus fréquentes avec un taux de 20 a 60 % et atteignent surtout les ganglions
superficiels.

Une anémie généralement inflammatoire est observée chez 25 a 50 % des patients et est habituelle
en cas d’insuffisance rénale chronique.

L’anémie hémolytique s’associe volontiers a une thrombopénie auto-immune, aux thromboses et
aux anticorps anti phospholipides.

La leucopénie est notée dans 20 a 80 % des cas.

La thrombopénie s’observe chez 10 a 50 % des cas. Elle est plus souvent modérée, associée a un
syndrome des anticorps anti phospholipides, avec accidents de thrombose : On parle d’une
thrombopénie de consommation.

Un anticoagulant lupique est dépisté dans environ 20 % des cas et se traduit par un allongement du

TCK. 11 est associé au SAPL et en particulier aux thromboses veineuses.
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I1.2.7. Formes cliniques :

I1.2.7.1. Grossesse et LES: [12]

La grossesse chez une femme lupique constitue une période a risque de complications maternelles,
feetales ou néonatales.

Les complications maternelles sont essentiellement des poussées de la maladie avec des
manifestations de sévérité variable pouvant aller jusqu’a [’apparition d’une atteinte rénale ou
neurologique centrale. Cependant, il faut étre tres attentif au risque de thrombose et d’autres
manifestations thrombotiques liées a un SAPL, syndrome qui peut aussi favoriser la survenue d’une

toxémie gravidique, d’une pré-éclampsie et/ou d’une insuffisance placentaire.

Le risque feetal est surtout celui d’une perte feetale précoce (1er trimestre) ou tardive liée a un
SAPL. Il existe aussi des risques de prématurité et d’hypotrophie liés a une poussée de lupus

maternel ou plus rarement une atteinte feetale liée aux Ac anti-Ro/SS-A.

11.2.7.2. Lupus néonatal: [12]

Le lupus néonatal est secondaire au passage transplancentaire des anticorps anti-SSA/Ro et anti-
SSB/La maternels. Il peut se manifester par un bloc auriculo-ventriculaire congénital (BAVc)
irréversible, conséquence d’une myocardite induite par les anti-Ro/SS-A et/ou anti-La/ SS-B. Ce
BAVc survient dans 1 ou 2 % des cas, généralement entre 16 et 26 SA. Lorsqu’une femme a eu un
enfant avec BAVc, le risque de récurrence du BAVc est de 10 a 17 % lors d”une grossesse
ultérieure

Une cytopénie et/ou des signes cutanés sont parfois aussi observés, mais contrairement au BAVc,

ces manifestations sont réversibles.

Figure 9. Lupus néonatal

I1.2.7.3. Lupus pédiatrique : [8] [39] [58]
Le LES a début pédiatrique est habituellement plus sévére que chez I’adulte. Il débute a
I"adolescence le plus souvent mais peut également concerner le jeune enfant chez qui il doit faire

rechercher une anomalie génétique associée. Il se caractérise par une plus grande fréquence des
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manifestations rénales, une sévérité plus grande, une sex-ratio féminin/masculin plus faible et une
implication plus grande de facteurs génétiques que dans le LES commengant a I’age adulte. Le
LESp pourrait en partie étre associée a plusieurs pathologies monogéniques rares et distinctes, a
coté des classiques formes polygéniques.

Un début dans le jeune age doit faire rechercher un déficit en C2 ou en C4, plus rarement en Clgq.
Les traitements actuels ont permis une diminution considérable de la mortalité qui est cependant

encore de 15 a 20 %, mais la morbidité a long terme reste importante.

[1.2.7.4. Formes débutant chez le sujet de plus de 50 ans : [S8]

Avec un sex-ratio de 5/1, ces formes concernent 10% des LE. 1l y a des manifestations qui
s’exacerbent tels que les pleuro-péricardites et I’atteinte parenchymateuse pulmonaire et d’autre qui
s’atténuent tel les manifestations cutanées. Le syndrome de Sjogren est souvent associé avec

présence d’anti SSA ou SSB.

11.2.7.5. Lupus masculin : [58]

Différentes études ont essay€ a travers les années de comparer entre lupus féminin et lupus
masculin pour conclure une fréquence plus importante du lupus masculin pour les ages des
extrémités (enfants et plus de 50 ans) avec des pronostics identiques entre les deux sexes.
Cependant, les manifestations arthritiques semblent étre estompées en dépit de ’atteinte

neurologique, rénale ou encore du risque coronarien.

I11.2.7.6. Lupus associé au SAPL :

Ce syndrome est défini par I’association de thromboses veineuses ou artérielles, de pertes feetales
répétées et d’une thrombopénie. L originalité majeure de ce syndrome est qu’il est défini par un
groupe d’auto anticorps originaux appelés anticorps anti phospholipides. On retient 1’appellation de
syndrome apparenté au lupus ou “lupus-like syndrome™ lorsqu’il est associé a des manifestations
évoquant le lupus.

Les manifestations cliniques du SAPL dépendent directement de la localisation (unique ou multiple)
des thromboses. Les plus décrites sont les manifestations cutanées sous forme de livedo, cardiaques
plus précisément des Valvulopathies et neurologiques.

Au plan biologique, on retrouve un ou plusieurs des anticorps anti phospholipides suivants : fausse
sérologie syphilitique, anticoagulant de type antiprothrombinase, anticorps anticardiolipine de type

IgG ou IgM, a titre élevé, persistant a plusieurs dosages.
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11.2.7.7. Lupus induit : [58]
Le plus souvent 1atrogene, le lupus induit est observé dans 10% des cas. La physiopathologie du
Jupus médicamenteux reste multifactorielle et imprécise. Néanmoins, les études ont pu écarter

I’hypothese d’une hypersensibilité du fait de :

I- Absence de réponse humorale (anticorps) ou cellulaire (LT) spécifique de la drogue.
2- Nécessité d’une exposition prolongée au médicament.
3- Nécessité de réapparition des symptomes apres 24 a 48 h de la reprise de la molécule.

Les études décrivant les molécules les plus incriminées ont pu élucider quelques mécanismes

concernant la procainamide, la quinidine et les anti- TNF.

Dans le cas de I’anti arythmique procainamide (hydralazine), une dérégulation de I’expression des
genes serait a I’origine des manifestations par hypométhylation de I’ ADN et perte de tolérance vis-

a-vis des antigénes du soi.

Une altération de la phase d’élimination des déchets de I’apoptose et donc dérégulation de la

clairance physiologique des corps apoptotiques a été rapportée avec la quinidine.

Les anti-TNF bloquent les cellules sécrétrices de TNF en favorisant leur apoptose et donc limitent
la fonction des phagocytes dans I’élimination des corps apoptotiques. II a aussi été rapporté qu’ils

agissent sur les cellules dendritiques en bloquant leur maturation provoquant ainsi une diminution
de 'INF-a.

I1.2.8. Manifestations biologiques : [33] [36] [58] [63]

Différents signes biologiques peuvent évoquer et orienter le diagnostic vers un lupus ainsi
qu’évoluer le pronostic de la maladie

- Présence d’un syndrome inflammatoire

- Une €lévation de la VS par hypergammaglobulinémie sans élévation de 1a CRP saufen cas
de complication infectieuse et une cytopénie périphérique qui se présente généralement sous forme

d’une anémie inflammatoire normochrome normocytaire.

I1.2.8.1. Les auto-anticorps antinucléaires (AAN)
Les anticorps antinucléaires (AAN) constituent un marqueur biologique quasi constant du lupus

érythémateux systémique 99 % chez les Nord-américains, 98 % en Inde, 96 % dans les études
européennes et brésiliennes et 97 % dans une étude tunisienne. Ils sont le plus souvent présents
plusieurs années avant le début de la clinique. Un titre supérieur au 160 est considéré positif. Le

dépistage se fait actuellement par deux méthodes différentes par IFI sur frottis cellulaire de cellules
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Hep2 et par ELISA pour caractériser les isotypes. La fluorescence observée peut étre homogéne

(anti ADN natif) ou mouchetée (antigénes solubles : Sm)

= Les Ac anti-antigénes insolubles :
a. Les anticorps anti ADNdb -
IIs sont considérés comme le marqueur sérique le plus important de cette pathologie. Moins
spécifiques que les Ac anti-Sm ou les Ac anti- PCNA ou bien encore les Ac anti-ribosomes P, ils
sont cependant beaucoup plus fréquents et leurs sensibilité et spécificité pour le LES leur conférent
une bonne valeur diagnostique pour la pathologie lupique. Leur pouvoir néphritogéne a été mis en
évidence dans de nombreux modeles expérimentaux. Une constatation importante est I’association
négative de HLA-DRG6 avec la présence d’anticorps anti-ADNdb chez les patients atteints de LED.
b. Les anticorps anti-nucléosomes :
IIs ont pour cible les nucléosomes et, par définition, ils ne sont dirigés ni contre les histones
individuelles ni contre I'ADN. Inversement, les anticorps anti-ADN ou anti histones peuvent réagir
avec des épitopes d'ADN ou d'histones présents dans les nucléosomes. 16 a 30 % des lupiques ont
des anticorps anti nucléosomes sans anticorps anti-ADN natif et anti histone. Considérés
initialement comme associés a la néphropathie lupique, ils sont retrouvés chez des patients n'ayant
pas d'atteinte rénale et leur titre est corrélé a l'activité clinique. Certains modéles pathogéniques
suggérent I’intervention de ces Ac dans I’activation du complément par interaction au niveau de la
membrane basale glomérulaire avec leurs cibles libérées par excés d’apoptose cellulaire.
C. Les anticorps anti-histones :
la présence des anticorps anti histones seuls et non associés aux anticorps anti ADNdb est un signe qui
oriente vers le diagnostique d’un lupus induit.

» Les Ac anti-antigénes solubles :

a. Les anticorps anti-Sm - [38]

La fréquence des Ac anti-Sm varie au cours du LES, selon la technique utilisée mais aussi selon
Porigine ethnique des malades. La sensibilité est particuliérement élevée chez les sujets de race
noire, de I’ordre de 50 % par rapport aux populations caucasiennes ou les anti-Sm sont retrouvés
dans 10 a 20 % seulement des cas de LES. La sensibilité de 36,9 % observée dans une série
tunisienne et les 30 % de I"¢tude koweitienne d’ Al Mekaimi et al. semblent définir les populations
maghrébines et arabes comme intermédiaires.

Les associations entre HLA-DR4 -DR3 et anti-Sm / RNP ont été signalés dans d'autres populations

noires.
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b. Les anticorps anti-SSA et anti-SSB : [18]
Les Ac anti-SSA ont une forte valeur prédictive pour le diagnostic du LES, particuliérement pour

les patients positifs en AAN mais sans anti-ADNdb ou anti-Sm.
Ces anticorps ont été associés a plusieurs maladies auto-immunes et impliqués dans leur pathogénie.
Cependant, il n’existe pas dans la littérature beaucoup d’études sur la relation entre les différents
génes HLA et leur prévalence. Néanmoins, une étude a été faite sur une population japonaise
décrivant ’association entre HLA-DPB1*05 :01et les anti-SSA ou anti-SSB alors qu'une
association négative significative a ét¢ établie entre DPB1*02:01et les Ac anti-SSB.
Les alleles HLA-DRB1*08 :03 ont été rapportés associés avec les anticorps anti SSB alors que
HLA-DRB1*15 :01 Pont été avec les Ac anti-SSA dans les formes primaires du SS, LES et les
patients asymptomatiques.
L'association de HLA-DR3 et anti-Ro / La observés chez des patients jamaicains a également été
rapportée chez les patients lupiques dans d'autres groupes ethniques : les Caucasiens, les Afro-
Américains, les Mexicains et les Noirs d'Afrique du Sud.
= Autres auto-anticorps :
D’autre auto anticorps peuvent avoir une valeur diagnostique ou pronostique au cours du lupus:
a. Ac anti vibosomes -
Ils sont fréquemment associés aux Ac antinucléaires au cours du LED ou 1ls apparaissent comme
des marqueurs spécifiques mais peu sensibles, leur fréquence variant selon les études de 10 a42 %
et sont souvent la cause des manifestations neuropsychiques notamment les états dépressifs. D autre
part Sato et al suggerent que la présence de ces Ac révele ’existence de formes cliniques actives.
En effet, ces auteurs ont détecté des Ac anti-P chez 42% des patients lupiques avec une maladie
active contre seulement 8% chez les patients en phase silencieuse.
b. Ac antiPL : La fausse sérologie syphilitique est présente chez 10 % des lupiques,
’anticoagulant circulant chez 20 %, et les anticorps anticardiolipine chez 30 a 40 %.Ces anticorps
peuvent disparaitre au moment des accidents thrombotiques.

c. Ac anti PCNA (proliferating cell nuclear antigen) : [54]

Ces Ac sont rares, avec une prévalence < 5 %. Ils ont été décrits dans des maladies auto-immunes
autres que le LES (comme par exemple la sclérodermie, le syndrome de Gougerot-Sjogren ou les
thyroidites auto-immunes) et également dans des pathologies comme I’hépatite virale ou les
cancers. Depuis leur découverte, plusieurs publications ont rapporté les Ac anti-PCNA comme étant
des marqueurs spécifiques de LES. En pratique médicale courante, association entre Ac anti-
PCNA et LES semble moins forte avec les techniques utilisées actuellement.

d. Facteurs rhumatoides : Le test au latex est positif chez environ 20 % des lupus

généralement a début tardif et avec moins d’atteintes rénales.
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e. Ac anti Clg : Retrouvés chez 50 % des lupus, ils entrainent une hypocomplémentémie
profonde (baisse du C3 et du CH50). Leur absence est témoin d’un bon pronostic en faveur de
I’absence de I’atteinte glomérulaire.

f. Complément : une hypocomplémentémie est observée au cours du lupus dans 40 a 60% des
cas. Elle est la résultante soit d’un déficit congénital partiel ou complet (C2) soit d’une
consommation par les CI (C3, C4, CH50). Elle témoigne dans ce dernier cas d’une atteinte rénale.
L’incidence des principaux anticorps antinucléaires et anti cytoplasmes au cours du lupus

érythémateux systémique est présenté dans le tableau ci-dessous.

Tableau 5 : Incidence des principaux anticorps antinucléaires et anti cytoplasmes au cours du lupus

érythémateux systémique. Systemic lupus erythematosus O. Meyer

Type d’anticorps Fréquence(%) Spécificité (0 a +++)
Antinucléaires (dépistage) 98 0
ADN natif 70 0
Histones (H2A-H2B) 50-80 + médicament
Nucléosomes (chromatine) 60-80 ++
Sm 5-30 4+
UIRNP 3040 +
Ro (SSA) 30 0
La (SSB) 10 0
Ribosomes 10-20 +
Protéine P ribosomale 5-20 ++
Cardiolipine/phospholipides 490 0

11.2.9. Diagnostic du lupus :

Le diagnostic précoce du lupus est toujours difficile malgré la mise a jour récente (1997) des
criteres diagnostiques. La nouvelle version a supprimé les cellules L E et la “fausse sérologie
syphilitique”. 1l faut rappeler que ces critéres “dépoussiérés” servent surtout de critéres de
classification destinés aux travaux scientifiques. En pratique quotidienne, ils servent de “cadre de
réflexion” mais leur utilisation ne doit pas conduire a la dictature des critéres car I’expérience
montre que de nombreux patients ont un vrai” lupus méme s’ils ne répondent pas a un nombre de
critéres suffisants pour affirmer “officiellement” le diagnostic. Pour améliorer le diagnostic précoce,

la tendance actuelle est donc de remplacer ces critéres cumulatifs par des systémes d’arbres

décisionnels ou par des critéres diagnostiques pondérés :
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Lupus érythémateux disséminé si score cumulé > 2, sensibilité : 92% ; spécificité : 96%
Tableau 6 : scores pondérés des critéres préliminaires du LES .Histoire des auto-anticorps Jean SIBILIA
Service de Rhumatologie Hopital de STRASBOURG.

Critere Score pondéré
Cytopénie 1,5
Erythéme malaire 1,0
Sérite 0,6
Alopécie 0,6
Photosensibilité 0,6
Protéinurie > 3,5 g/24h 1,0
Cylindres cellulaires 15
Psychose ou convulsions 0,7
Lupus discoide 1.5
Phénomeéne de Raynaud 0,3
Sérologie cardiolipine positive 0,5
Arthrite 0,1
Ulcérations nasales ou orales 0,1
Biologie FAN + 0,5
FAN + anti-ADN -, anti-Sm - 0.3
FAN + anti-ADN +, anti-Sm - 1.3
FAN + anti-ADN -, anti-Sm + 13
FAN + anti-ADN +, anti-Sm + 1.4
FAN - -1,8

Eléments de surveillance biologique d’un lupus érythémateux systémique :

NFS, plaquettes, VS, fibrine, CRP

Protéinurie/24 h, Créatinine

Cholestérol total, HDL cholestérol, tnglycérides, Glycémie

FAN, anti-ADN natif, Anti-Ro/SSA, anti-La/SSB (si grossesse), Antiphospholipides, anticoagulant
circulant

CHS50, C3, C4, cryoglobulinémie




11.2. Lupus érythémateux systémique :

I1.2.10. Prévention : [32] [56]
Les mesures préventives reposent sur ’éviction des facteurs déclenchant : exposition solaire (écran
total, protection vestimentaire), contraception (il faut proposer un progestatif et éviter les

oestrogenes).

Dans le lupus idiopathique, il n’y a pas de contre-indication médicamenteuse méme pour les
médicaments présumés inducteurs mais il faut signaler une fréquence plus importante de réactions
allergiques médicamenteuses. Une simple surveillance est préconisée.

Une prévention de I’athéromatose est justifiée en identifiant et en éliminant les facteurs de risque
associes : cholestérol, tabac, diabéte, hypertension. Une prévention des complications de la

corticothérapie, en particulier de I’ostéoporose cortisonique, est nécessaire.

I1.2.11. Traitement: (29) [56]

Le traitement dépend de ’évolutivité et de la gravite de la maladie.

Les progres thérapeutiques ont été significatifs, principalement dans 3 axes :

+ Les manifestations viscérales les plus séveres, en particulier les néphropathies et le syndrome des
antiphospholipides sont relativement bien contrélées par les corticoides, les immunosuppresseurs et
les anti-coagulants. Dans certaines circonstances exceptionnelles (syndrome catastrophique des
antiphospholipides, manifestations polyviscérales sévéres), des modalités thérapeutiques
d’exception, comme I’intensification de I'immunosuppression avec greffe de moelle ou de cellules
souches périphériques, ont permis d’améliorer des situations désespérées.

 Une meilleure prise en charge et une meilleure planification des grossesses ont transformé le
pronostic et la vie des jeunes femmes lupiques.

+» Un meilleur contr6le et une meilleure prévention des infections et de I’athéromatose ont permis
d’améliorer considérablement la qualité de vie et 1a survie des patients atteints de lupus.

Le traitement de fond repose sur les amino-4-quinoléines (hydroxychloroquine ou chloroquine),
et/ou les corticoides.

Hydroxychloroquine

L’hydroxychloroquine (HCQ) al’AMM en « traitement d’appoint ou en prévention des rechutes
des lupus systémiques ». L’HCQ doit étre prescrite en prévention des rechutes a tous les patients
lupiques (sauf contre indication).Un examen ophtalmologique initial recherche une éventuelle
rétinopathie dont P’existence peut contre-indiquer ce traitement.

Chloroquine

La chloroquine (CQ) a également I’ AMM dans le traitement préventif des rechutes de lupus

systémique
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- Corticoides
La corticothérapie n’est pas indiquée en traitement de fond initial. En revanche, lorsqu’une
corticothérapie a été instaurée a I’occasion d’une poussée, de faibles doses de corticoides peuvent

étre maintenues au long cours.

=  La biothérapie :
Cinq traitements biologiques ont été analysés quant a leur capacité a devenir une nouvelle référence

dans le traitement du lupus : I’infliximab, 1’abatacept, le rituximab, 1’ épratuzumab et le bélimumab.

-1 'infliximab n’a fait I’ objet que de petites études ouvertes améliorant la fonction rénale pour des
temps prolongés suite a une cure d’induction courte, alors que 1’atteinte articulaire répond & une
prise continue difficile & gérer en raison d’effets secondaires sérieux. Il n’y a pas d’étude
randomisée et contrélée publice.

-1 abatacept : contrairement aux espérances provenant de son efficacité chez I’animal, n’a pas
montré d’efficacité dans une étude randomisée et contrdlée, mais un changement des parametres de
métrologie permettrait d’arriver a une conclusion favorable pour le lupus rénal.

- Contrairement a dix ans d’expériences en études ouvertes, le rituximab ne confirme pas son
efficacité dans deux études randomisées et controlées, mais la quantité de corticoides autorisés ne
lui permettait peut-Etre pas de se distinguer.

-1.'épratuzumab tire mieux son épingle du jeu, mais les études randomisées et controlées ont du étre
arrétées ; le médicament était globalement bien toléré sans plus d’effet indésirable

comparativement au placebo, mais malheureusement il n’était pas plus efficace.

- Enfin, le bélimumab confirme une efficacité pour la posologie haute de 10 mg/kg dans deux
études, comprenant un trés grand nombre de patients souffrant par ailleurs de LED d’évolutivité

relativement modérée.

Le traitement des diftérentes situations au cours du lupus érythémateux se fait selon les symptomes
et la clinique par des anti-inflammatoire non stéroidien, des antis mnalarique de synthése et de I’anti

vitamine K.

* Traitements non pharmacologiques :
Une rééducation associée au port d’orthéses et une prise en charge ergothérapique peuvent se
discuter. En cas d’Ostéonécroses symptomatique avérée, une décharge articulaire est justifiée. En
cas de destruction articulaire, une chirurgie prothétique peut étre discutée en fonction de la douleur

et du handicap.




I1.2. Lupus érythémateux systémique :

La ponction du liquide péricardique n’est en pratique nécessaire qu’en cas de tamponnade ou si un
processus septique surajouté est craint. Dans les formes chroniques constrictives, résistantes au

traitement corticoide, la résection du sac péricardique peut étre nécessaire.
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II1.1. Matériel :
I11.1.1. Matériel biologique :

I11.1.1.1. Population d’étude :
Il s’agit d’une étude cas-témoins réalisée sur 133 sujets qui ont bénéficié d’un typage HLA au

niveau de I'unité d’'immunologie au CHU Hassiba Ben Bouali, comprenant :

54 patients lupiques.

79 sujets témoins
I11.1.1.2. Critéres d’inclusion :

a. Définition du cas :
Est retenu comme cas, un sujet chez lequel un diagnostic de la maladie lupique a été confirmé apreés

avoir effectué un bilan d’auto-immunité (recherche d’auto-anticorps).

b. Critéres d’inclusion des cas :

Il s’agit de patients lupiques, externes ou hospitalisés dans les différents services notamment les
services de thumatologie et de médecine interne, qui se sont présentés au niveau de I’unité pour un
typage HLA. Avec une majorité féminine, et un sexe ratio de 26F/1H, nos patients se répartissent
en 52 sujets de sexe fémimn et 2 sujets de sexe masculin dont la moyenne d’4ge est de 37 ans avec

les extrémes de 10 et 73 ans.

¢. Critéres d’inclusion des témoins :

Les témotins sélectionnés sont des adultes sains indemnes de toutes pathologies ou manifestations
lupiques dont le nombre est de 79. Parmi lesquels on compte 46 sujets de sexe féminin et 33 sujets
du sexe masculin, avec une moyenne d’dge de 42 ans. L’exploration de la population témoin s’ est

effectuée au niveau de I’unité d’immunologie au CHU Hassiba Ben Bouali.

11.1.1.3. Modalités de recueil des données pour I’étude :
Un entretien était prévu avec le patient aprés consentement de celui-ci, durant lequel un
questionnaire était posé. Ce dernier a permis de recueillir toutes les informations nécessaires dont
les résultats du dernier bilan immunologique. Et pour finir, un prélévement sanguin a été réalisé afin

de pouvoir effectuer le typage.
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I11.1.2. Matériel non biologique :

I11.1.2.1. Fiche de renseignement :
Propre a chaque malade, ¢lle permet de rapporter les informations recueillis durant le questionnaire.

(Annexe 8)

H1.1.2.2. Tubes de prélévement :
-Tubes EDTA

-Tubes secs
-Tubes ACD
-Cupules

11.1.2.3. Appareillage : (Annexe 9)

o Centrifugeuse Thermo Scientific®

e Bio-Robot EZ1 (Qiagen®)

e Thermocycleur pour PCR type 9700 Applied biosystems®
* Four a micro-onde (pour la préparation du gel d’agarose)

e Chambre de migration

o Générateur pour cuve d’électrophorése BIO-RAD.
o Lecteur Gel Doc ™ XR+ (BIO-RAD)

I11.1.2.4. Matériel informatique :
e HLA Fusion™ Software (One Lambda) version 2.0 (voir la page d’accueil du logiciel sur
I’Annexe 10)
e Image Lab software (Bio-Rad) version 2.0.1

e EpiInfo™ 6

111.2. Méthodes:

I11.2.1. Etude génétique :

Faisant appel a la technique de biologie moléculaire, le typage des deux classes HLA a été réalisé
par la réaction de polymérisation en chaine (PCR), plus précisément PCR-SSP (Specific Sequence
Primers) qui représente I'étape d'amplification, aprés avoir extrait de 'ADN a partir du sang total
des patients a l'aide du kit Qiagen®. Or, I'identification des alléles nécessite une étape de post-

amplification qui consiste en la lecture du gel de migration.
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I11.2.1.1. Extraction de ' ADN:

On a réalis€ une extraction automatisée a I’aide de I’automate Bio-Robot EZ1 (Qiagen®) et en

utilisant son Kit commercial, EZ1® DNA Blood

111.2.1.1.1. Principe de la technique:

L’extraction et la purification des acides nucléiques sont les premiéres étapes dans la plupart des

¢tudes de biologie moléculaire et dans toutes les techniques d’ ADN recombinant. L objectif des

méthodes d’extraction des acides nucléiques dans le cas présent est d’obtenir des acides nucléiques

purifiés, des cellules sanguines mononuciées, afin de pouvoir mener une réaction de polymérisation

en chaine (PCR). La qualité et la pureté des acides nucléiques comptent parmi les facteurs les plus

critiques pour ’analyse PCR.

111.2.1.1.2. Contenu du Kit:

Barrettes de réactif

Tubes a échantillon

Tube d'élution

Tubes a filtre

Carte de programmation

111.2.1.1.3. Mode opératoire:

\7

‘//

Sortir la barrette du réactif et bien I’agiter avant de la déposer dans son support.

Déposer les différents tubes dans leur support comme suit : Les tubes a échantillon dans la
position 4, les tubes a filtre dans la position 2, et les tubes d’élution (cupules) dans la
position 1.

A 1’aide d’une pipette, prendre 200ul du sang total aprés avoir bien agiter le tube et mettre
cette quantité dans le tube a essais.

Commencer par mettre le support des barrettes dans 1’automate, ensuite le support des tubes.
Insérer la carte

Fermer [’automate et I’allumer.

Appuyer sur la touche Start, et sélectionner le volume de 1’échantillon et le volume
d’élution.

A la fin, on récupére 1’ ADN dans les tubes a élution.

Voir quelques images prises lors de la manipulation montrant quelques étapes sur ['annexe 11.




II1.2. Méthodes:

111.2.1.2. PCR-SSP:

La réaction de polymérisation en chaine (PCR) permet une amplification exponentielle in vitro
d’une séquence cible de I’ ADN a partir de deux amorces oligonucléotidiques complémentaires des
extrémités 3° des deux brins d’ADN encadrant la séquence a amplifier sous I’action d’une ADN

polymérase thermostable, chaque amorce est allongée dans le sens 57 ---> 3°.
Chaque cycle d’amplification comporte une succession de trois étapes :

- Dénaturation de I’ ADN double brin par la chaleur.

- Hybridation des amorces avec leurs séquences complémentaires. La température d’hybridation est
variable selon chaque amorce.

- Extension des amorces par la Taq polymeérase qui va incorporer les nucléotides pour synthétiser un

nouveau brin d’ADN par le jeu de la complémentarité des bases (A, G, C, T).

L.a PCR-SSP utilise ’amplification d’un groupe d’all¢le avec des amorces spécifiques d’une région
polymorphe. La présence ou I’absence d’un alléle est déterminée en fonction de 'amplification ou

de la non amplification obtenue.

Technique PCR-SSP

Principe:
Gene A Gene A
OR OoF 1
ORI ?'v’l"'f*‘f TIYIYY T TrTrIoTYY P vireer TYYTTYT T \EABARREI
v IXX 1305088 11 t1¢8 041 ‘ii‘ .‘-(Illlllll iz 18l
Amplification No
Amplfic ation
panssesans e
T
o oo o oo o o g
m: IERPE NN I TENENI]
Réaction Positive Réaction Négative
Electrophorese sur gel: -
Reéacticn positive Reaction positive Reaction negative Echec de 1
Reaction PCR
Puits du gel [ ] [ ] [ ] f ]
Rande temein Absente  —ooooeoes z Absente
Bande- _ _ Absente Absente
Specifique

Figure 10. Schéma du Principe de la technique PCR-SSP et de ['interprétation de I'électrophorése

sur gel
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I11.2.2.2.2. Réactifs:
» Les amorces sont pulvérisées sur les parois des 96 puits de la plaque.
» Taq polymérase
» Micro-SSP™ D-Mix

I11.2.1.2.3. Mode opératoire:
On suit au laboratoire le protocole One Lambda pour la technique de PCR-SSP.

a. Préparation de la plaque:

» On commence d'abord par la décongélation de la plaque Micro SSP™ en la mettant a
température ambiante, aprés avoir coupé la partie de la plaque a utiliser, on remet
immédiatement la partie non utilisée a la température de conservation.

» Agiter les échantillons d'ADN au vortex.

» Retirer la feuille adhésive de la plaque qui couvre la plaque.

~ Sortir la Taq polymérase du congélateur

» Ajouter lul de diluant ADN dans le puits du contrdle négatif de la plaque.

» Ajouter la Taq polymérase dans le tube du D-Mix.

» Les quantités de I’ADN, Taq polymérase et du D-Mix pour le typage de chaque classe sont

résumées dans le tableau suivant.
Tableau 7. Les quantités de réactif a utiliser pour le typage de chaque classe

Classe HLA  Volume ’ADN  Volume de Taq polymérase ~ Volume du D-Mix
Classe I 111 5.6 1000

Classe I1 59 3.0 540

» Fermer le tube, et agiter au vortex pendant 5 secondes, ensuite le mettre dans la
centrifugeuse pour pouvoir récupérer le liquide sur les parois du tube.

» ATlaide d'une pipette, rajouter 9ul du mélange D-Mix/Taq polymérase au puits du controle
négatif.

» Ensuite, mélanger la quantité nécessaire d ADN au mélange D-Mix/Taq polymeérase.

» Boucher le tube et agiter au vortex pendant 5 secondes, et le mettre ensuite a la
centrifugeuse, pour faire descendre tout le liquide sur les parois au fond du tube.

#» Alade d'une pipette, prélever 10ul du mélange ADN/D-Mix/Taq polymérase, et le

distribuer dans tout les puits de la plaque excepté celui du contrdle négatif (le dépdt du
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mélange doit étre fait légérement sur les parois en évitant de toucher le fond des puits afin
d'éviter d'éventuelles contaminations).

» Tapoter légérement la plaque afin de s'assurer que I'échantillon soit bien descendu dans
chaque puits.

» Couvrir la plaque avec la feuille adhésive fournie, pour éviter toute perte due a une
évaporation durant la PCR.

» Placer soigneusement la plaque dans le thermocycleur.

» Déposer le « Pressure Pad » sur la plaque avant de fermer le couvercle du thermocycleur.

» Entrer le numéro de programme et sélectionner 'option 10ul du volume de la réaction.

» Démarrer le programme, ce dernier durera 1h16 mn. La derniére étape maintiendra
I'échantillon a 4° jusqu’a l'arrét du programme.

» Enlever la plaque du thermocycleur, et retirer délicatement la feuille adhésive, ou bien

conserver la plaque couverte a -20°¢c pour effectuer I'électrophorése ultérieurement.
Voir quelques photos prises lors de la manipulation démontrant quelques étapes en Annexe 2.
b. Préparation du gel d'agarose:

» Ajouter 2.5g d'agarose dans 100ml de tampon TBE 1* avec 0.5ug/ml de bromure
d'éthidium (cette quantité est suffisante pour 3 gels)

» On chauffe le mélange pendant 3 min au four a micro-onde, jusqu'a obtention d'une solution
homogene.

A l'aide de trois pieds a hauteur réglable, on ajuste le niveau de la base.

» Couler 30ml de gel dans la boite tout en s'assurant qu'il recouvre toute la surface de maniére
uniforme grace a des mouvements oscillatoires de va-et-vient, on place ensuite rapidement
les peignes sur le gel.

» Aprés 15 min de refroidissement, les peignes doivent étre retiré soigneusement, dont les
empreintes serviront de puits pour y déposer I’ ADN amplifié.

» Ajouter 10ml de tampon TBE 1* avec 0.5u] de bromure d'éthidium a la surface du gel de

fagon a ce qu'il recouvre tous les puits.
Voir en Annexe 13 quelques photos prises lors de la manipulation.
¢. Llectrophorése sur gel (Post-PCR):

e ATlaide d’une pipette multicanaux, le matériel génétique amplifié est transféré a partir de la

plaque sur les le gel en assurant 34 lavages entre les lignes afin d’éviter la contamination.
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e Placer les électrodes provenant du générateur dans la chambre de migration afin de mettre
celle-ci dans un champ permettant donc la migration qui durera 3 a 5 minutes

o Retirer le gel et le mettre dans le transiluminateur 8 UV pour effectuer la lecture.

111.2.1.3 Lecture et interprétation des résultats :
La lecture des résultats de migration se fait a partir de I'image du gel prise grace au Gel Doc (Bio-

Rad) a P’aide du logiciel Image Lab.
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Figure 11. Image du gel sur logiciel Image Lab

L’interprétation des résultats nécessite un autre logiciel le « HLA Fusion » sur le quel on indique
la présence ou I’absence d’amplification dans chaque puits par un score, aprés transmission de
P'image du gel sur ce logiciel. Ce dernier propose plusieurs combinaisons alléliques correspondant

au puits positifs.
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Figure 12. Analyse gel sur HLA Fusion
111.2.2. Etude statistique:
Afin d’atteindre notre objectif d’identifier les alléles HL A dits prédisposants ou protecteurs chez
notre série de cas et de témoins, nous avons réalisé une étude descriptive, en comparant les
fréquences de chaque alléle chez les deux populations, ainsi que de certaines association entre les
alleles de la méme classe ou des deux classes confondues.
L’estimation du risque a été évaluée grace au test Khi2, nous avons calculé pour cela les valeurs de
1’Odds ratio (OR), le P et I'intervalle de confiance a 95% (1C95%).
Ces calculs ont été réalisés a I’aide d’un logiciel statistique : Epi Info™ 6
Interprétation :
Un alléle est considéré prédisposant, quand la valeur du P est significative (<0.05), la valeur de
I’OR >1 et I’'TC95% ne comprend pas la valeur 1, dans le cas ou ce dernier comporte la valeur I,
I’alléle est considéré potentiellement protecteur avec une augmentation significative de la fréquence

de I’aliéle en question chez les témoins.
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IV.1. Résultats :

IV.1. Résultats :
IV.1.1. Données épidémiologique:

IV.1.1.1. Sexe:
Une prédominance nettement féminine a caractérisé notre série avec un sexe ratio de 26F/1H, soit 96.29% de

la population étudiée. (Fig. 9)

Masculin  #Féminin

4%

Figure 13.Répartition des patients selon le sexe

1V.1.1.2, Age:
Avec une moyenne d'age de 37 ans, on observe parmi nos patients lupiques une fréquence plus élevée chez

les jeunes adultes dont 53.7% entre 20 et 40 ans et 33.33% entre 40 et 60 ans,. La répartition des deux

populations selon la tranche d’age est reportée sur le tableau suivant :

Tableau 8. Répartition des deux populations d’étude selon la tranche d’dge

Patients Témoins
Age n Fr% n Fr%
0-20 3 5.56 2 2.53
2040 29 53,7 20 25,32
40-60 18 3333 45 56,96
60-80 4 7,41 6 7,59
indéterminé 0 0 6 7,59
Total 54 100 79 100
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Figure 14. Répartition des sujets selon la tranche d’'dge

1V.1.2. Données génétiques:
Dans ce travail, le polymorphisme des génes HLA de 54 patients lupiques dont 52 femmes et 2 hommes a été

étudié. Les témoins (46 femmes et 33 hommes), eux, étaient des donneurs de reins et ne présentaient aucun

signe €évoquant un lupus ou autre maladie auto-immune.

Apres extraction et amplification d'ADN par PCR-SSP, on a pu analyser et comparer les résultats de typage
de chaque population. La fréquence des alléeles HLA de classe 1 (A, B, et C) chez les deux populations est

représentée dans les tableaux qui suivent.

IV.1.2.1. Etude du polymorphisme des alléles HL A classe-1 chez les patients lupiques et les
témoins:

IV.1.2.1.1 Distribution des alléles HLA-A chez les deux populations:
Le tableau 9 nous renseigne sur les fréquences des alleles HLA-A retrouvés chez les patients et les témoins

avec les valeurs du test khi2, 1'0Odds ratio (OR) et le P.
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Tableau 9. Distribution des alléles HLA-A chez les deux populations

Alléles HLA-A Patients Témoins khi2 P OR OR CI95
2N=108 2N=158
A*1 21 19,44% 12 7.59% 8.289 0,004 2.94 1.38-6,26
A*2 20 18,52% 41 25,95% 2,004 0,157 0,65 0,36-1,18
A*3 6 5,56% 14 8,86% 1,008 0315 0,61 0,22-1,63
A*11 4 3,70% 3 1,90% 0,816 0,366 1,99 0,44-9,06
A*23 7 6,48% 13 8,23% 0,281 0,596 0,77 0,30-2,01
A*24 9 8,33% 14 8,86% 0,023 0,881 0,94 0,39-2,24
A*2S§ 3 2,78% 2 1,27% 0,795 0,373 2,23 0,37-13,57
A*26 3 2,78% 3 1,90% 0,225 0,635 1,48 0,29-7,45
A*29 5 4,63% 5 3,16% 0,381 0,537 1,49 0,42-5,26
A*30 10 9,26% 20 12,66% 0,741 0,389 0,70 0,32-1,57
A*31 1 0,93% 1 0,63% 0,074 0,786 1,47 0,09-23,72
A*32 4 3,70% 3 1,90% 0,816 0,366 1,99 0,44-9,06
A*33 4 3,70% 10 6,33% 0,887 0,346 0,57 0,17-1,86
A*34 0 0,00% i 0,63% 0,686 0,407 0,00 -
A*36 3 2,78% 0 0,00% 4,439 0,035 - -
A*66 0 0,00% 1 0,63% 0,686 0,407 0,00 -
A*68 7 6,48% 13 8,23% 0,281 0,596 0,77 0,30-2,01
A*74 0 0,00% 1 0,63% 0,686 0,407 0,00 -
A*80 1 0,93% 1 0,63% 0,074 0,786 1,47 0,09-23,72

La distribution des alleles HLA-A présentée sur le tableau ci~dessus n'avait montré qu'une seule association
significative entre l'allele A*01 et la susceptibilité de développer la maladie, avec un OR de 2.94 [1.38-6.26]

et un P<0.005, les fréquences étaient de 19.44% et 7.59% chez les patients et les témoins respectivement.

Les fréquences des alleles pour chaque population sont présentées sur le diagramme suivant ;
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Figure 15. Fréquences des alléles HLA-A retrouvés chez les patients et les témoins

On remarque que les fréquences des alléles A*02, A*03, A*30 et A*33 sont nettement plus élevées chez les

témoins que chez les cas, sans qu'une association significative soit établie avec la maladie.

1V 1.2.1.2. Distribution des alléles HLA-B chez les deux populations:
Les fréquences de chaque alléle pour les deux populations sont représentées sur le tableau 10, avec les

résultats du test khi2, les valeurs de I'OR et de P.




Tableau 10. Distribution des all¢les HLA-B chez les deux populations

Alléles HLA-B

B*04
B*07
B*08
B*13
B*14
B*15
B*18
B*27
B*35
B*37
B*38
B*39
B*40
B*41
B*42
B*44
B*45
B*49
B*50
B*51
B*S2
B*53
B*55
B*57
B*58
B*62
B*72

B*82

Patients

2N=108

1

11

0,93%
10,19%
15.74%
1,85%
6,48%
3,70%
11,11%
0,93%
9,26%
1,85%
0,93%
0,93%
1,85%
0,93%
0,93%
4,63%
3,70%
1,85%
4,63%
8,33%
1,85%
2,78%
0,00%
1,85%
1,85%
0,00%
0,00%

0,93%

Témoins

2N=158

0

12

18

11

11

0,00%
7,55%
5,66%
1,26%
5,03%
4,40%
6,29%
2,52%
3,77%
0,00%
4,40%
1,26%
1,89%
0,63%
2,52%
11,32%
5,03%
6,92%
6,92%
10,69%
2,52%
2,52%
0,63%
1,89%
3,14%
0,63%
0,63%

0,00%

khi2

0,224
0,451
0,006
0,695
0,614
0,778
0,160
0,347
0,064
0,085
0,102
0,801
0,984
0,782
0,347
0,056
0,607
0,059
0,439
0,523
0,719
0,895
0,409
0,984
0,516
0,409
0,409

0,224
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OR

1,39
311
1,48
1,31
0,84
1,86
0,36

2,60

IC (95%)

0,59-3,27
1.33-7,28
0,21-10,68
0,46-3,72
0,24-2,93
0,77-4,48
0,04-3,29
0,92-7,39
0,02-1,67
0,07-8,19
0,16-5,97
0,09-23,87
0,04-3,29
0,14-1,06
0,21-2,47
0,06-1,17
0,22-1,94
0,33-1,77
0,13-4,06
0,24-5,05
0,16-5,97

0,11-3,05
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Parmi les alléles B retrouvés chez les deux populations, une seule association a été retrouvée, il s'agit de

I'allele B*08 dont la fréquence chez les patients était de 15.74% et de 5.66% chez les témoins.

Or, Iallele B*44 est plus fréquent chez les témoins que chez les patients (11.32%-4.63%) avec p= 0.056 et
un OR<1.

Dans un intervalle de confiance de [1.33-7.28] 1a valeur de I'OR était de 3.11.

Les fréquences alléliques sont représentées sur le diagramme suivant:

P=0.006 OR=3.11
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Figure 16. Fréquences des alléles HLA-B retrouvés chez les patients et les témoins

On remarque que les fréquences des alleles B*07, B*18 et B*35 étaient distinctement plus élevées chez les
patients que chez les témoins, cependant le test du khi2 n'avait évoqué aucune association significative entre
ces alleles et la maladie. Ce qui est le cas aussi pour l'aliéle B*44 dont la fréquence était plus élevée chez les

témoins que chez les patients.

1V 1.2.1.3. Distribution des alléles HLA-C chez les deux populations :
Les fréquences des alleles HLA-C retrouvés chez les deux populations, les résultats du test khi2 ainsi que

I'OR et les valeurs P sont représentées sur le tableau 11.




Tableau 11. Distribution des alléles HLA-C chez les deux populations

Alléles HLA-C

C*01
C*02
C*03
C*04
C*05
C*06
C*07
C*08
C*09
C*10
C*12
C*14
C*15
C*16

C*17

Patients

2N=108

2

8

4

12

15

30

1,85%
7.41%
3,70%
11,11%
4,63%
13,89%
27,78%
5,56%
1,85%
0,93%
7,41%
2,78%
4,63%
4,63%

1,85%

Témoins

2N=158

1

13

7

18

11

20

10

0,65%
8,50%
4,58%
11,76%
7,19%
13,07%
28,76%
4,58%
0,00%
0,00%
3,92%
2,61%
4,58%
6,54%

3,27%

khi2

0,800
0,102
0,119
0,027
0,721
0,036

0,030

0,371
0,750
0,730
0,870
0,396
0,849
0,863
0,720
0,091
0,233
0,218
0,936
0,983
0,515

0,486
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OR

2,87
0,86
0,80

0,94

1,96
1,06
1,01
0,69

0,56

IC (95%)

0,26-32,04
0,34-2,16
0,23-2,81
0,43-2,04
0,21-1,86
0,52-2,20
0,55-1,65

0,40-3,76

0,66-5,82
0,23-4,85
0,31-3,28
0,23-2,09

0,11-2,93

L'étude de la distribution des alléles HLA-C chez les cas et les témoins n'avait révélé aucune association

significative sachant que les valeurs du P étaient toutes supérieures & 0.05.

Le diagramme ci-dessous ne montre aucune différence considérable entre les fréquences pour chaque

population:
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15,00%
10,00%

5,00%
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C*01 C*02 C*03 C*04 C*05 C*06 C*07 C*08 C*09 C*10 C*12 C*14 C*15 C*16 C*17

Figure 17. Fréquences des alléles HLA-C retrouvés chez les patients et les témoins
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IV.1.2.1.4. Distribution des associations les plus fréquentes entre les alléles HLA de classe I chez

les deux populations:
L’étude de la distribution de quelques associations entre les alleles HLA de classe I chez les deux

populations accompagnée des résultats du test khi2 est résumée dans le tableau 12.

Tableaul2. Détermination des associations les plus fréquentes entre les alleles de classe [

Patients Témoins khi2 P OR  IC(95%)

2N=108 IN=158
A*02, A*02 3/54 5,56% 6/79 7,59% 0,211 0,646 0,72 0,17-2,99
A*02, A*30 1/54 1,85% 4/79 5,06% 0,914 0339 0,35 0,04-3,26
A*01, B*08 8/34 14.81% 3/79 3.80% 5,132 0.023 441 L11-1745
A*02, B*08 7/54 12.96% 3/79 3.80% 3.875 0,049 377 0.93-1531
A*24,B*08 5/54 9,26% 3/79 3,80% 1,693 0,193 259  0,59-11,31
A*30, B*44 2/54 3,70% 5/79 6,33% 0,443 0,505 0,57 0,11-3,05
A*D1, C*07 15/34  27.78% 7779 8.86% 8.314  0.004 396 1,49-10,52
A*02, C*07 /54 12,96% 13/79 16,46% 0,306 0,580 0,76 0,28-2,04
B*07, C*07 /54 12,96% 10/79 12,66% 0,003 0,959 1,03 0,37-2,89
B*08, C*07 1354 24.07% /79 10.13% 4693 0430 2.81 1.08-7.36
B*44, C*04 1/54 1,85% /79 10,13% 3,481 0,062 0,17 0,02-1,38
B*49, C*07 2/54 3,70% 9/79 11,39% 2,499 0,114 0,30 0,06-1,44
C*07, C*07 /54 12,96% 10/79 12.66% 0,003 0,959 1,03 0,37-2,89

Apres croisement des différents alleles des deux groupes, nous avons pu déterminer la fréquence des
associations possibles et d’en tirer les plus fréquentes. Le tableau montre que les associations A*01, B¥08 ;
A*01, C*07 ; A*02, B*08 ; B*08, C*07 sont bien plus fréquentes chez les sujets avec des pourcentages de
14.81% -3.80% ; 27.78% -10.13% ; 12.96%-3.80% ; 24.07% -10.13% respectivement. En revanche, on
remarque une augmentation des associations A*30, B*44; B*44, C*04 ; B*49, C*07 chez le groupe des
témoins par rapport au groupe des patients mais cette augmentation n’a pas de signification statistique vu la

valeur de p.

L analyse des autres associations n’a pas révélé une grande différence statistique entre les deux groupes.

1V.1.2.2. Etude du pelymorphisme des alléeles HLLA classe-II chez les patients lupiques et les
témoins:

1V.1.2.2.1. Distribution des alléles HLA-DRBI chez les deux populations:
L'analyse de distribution des alleles HLA-DRBI chez les deux populations ainsi que les résultats du test Khi

2 sont résumé dans le tableau 13.
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Tableau 13. Distribution des alleles HLA-DRBI1 chez les deux populations

Alléles HLA-DRB1 Patients Témoins khi2 P OR IC(95%)
2N=108 2N=158

DRB1*01 1 0,99% 13 8.90% 6,993  0.008 0,10 0.01-0,80
DRB1*02 25 24.75% 23 15,75% 3,088 0,079 1,76 0,93-3,32
DRB1*03 31 30.69% 26 17.81% 5583  0.018 2.04 1.12-3.72
DRB1*04 8 7,92% 19 13,01% 1,590 0,207 0,57  0,24-1,37
DRB1*07 10 9,90% 25 17,12% 2,560 0,110 0,53  0,24-1,16
DRB1*08 2 1,98% 2 1,37% 0,140 0,709 1,45 0,20-10,50
DRB1*09 3 2.97% 0 0.00% 4390 0,036 - -
DRB1*10 1 0,99% 4 2,74% 0,921 0,337 0,36  0,04-3,22
DRB1*11 9 8,91% 17 11,64% 0473 0,491 0,74 0,32-1,74
DRB1*12 1 0,99% 1 0,68% 0,069 0,792 1,45 0,09-23,46
DRB1*13 9 8,91% 13 8,90% 0,000 0,999 1,00 041-244
DRB1*14 1 0,99% 3 2,05% 0425 0,515 048  0,05-4,65

Comme le démontre le tableau ; la seule association de susceptibilité était établie avec l'alléle DRB1*03,
dont la valeur de 'OR est de 2.04 dans un intervalle de confiance [1.12-3.72]. En revanche, on remarque une
augmentation significative de I’allele DRB1*01 chez le groupe des témoins par rapport au groupe des
patients lupiques (pratiquement absent), avec un P <0.05 et un OR<1, il est dans ce cas négativement associé

a la maladie.

Les fréquences des alleles DRB1*04 et *07 sont également plus élevées chez les témoins que chez les

patients mais sans valeur statistique.

On note une augmentation dans la fréquence de I’alléle DRB1*02 chez les patients, or la valeur du p n’est

pas significative.

On constate également une valeur significative pour 1’allele DRB1*09, celui-ci n’existe que chez les patients

avec une fréquence de 2.97%

Les fréquences des alléles pour chaque population sont représentées sur le diagramme suivant ;
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Figure 18. Fréquences des alléles HI.A-DRBI retrouvés chez les patients et les témoins

1V.1.2.2.2. Distribution des alléles HLA-DQBI chez les deux populations:

Le tableau 14 regroupe les résultats de I'analyse de distribution et du test khi2 des alléles HLA-DQB1 chez

les deux populations.

Tableau 14. Distribution des alleles HLA-DQB1 chez les deux populations

Alléles HLA-DQB1

DQB1:02
DQB1%03
DQB1%04
DQB1*05

DQB1*06

30

18

22

21

Patients

2N=108

5,21%
22,92%

21,88%

Témoins
2N=158
41 28,87%
38 26,76%
9 6,34%
28 19,72%
26 18,31%

khi2

0,155
2,043
0,132
0,353

0,459

0,694
0,153
0,716
0,552

0,498

OR

1,12
0,63
0,81
1,21

1,25

IC (95%)

0,64-1,97
0,34-1,19
0,26-2,50
0,64-2,27

0,66-2,38

Les résultats de I'analyse ne montrent aucune association significative entre les alleles HLA-DQBI retrouvés

chez les deux populations et la maladie. Cependant on peut constater que la fréquence de 1’alléle DQB1*03

est distinctement plus élevé chez les témoins (26,76%) que chez les patients (18,75%).

Le diagramme des fréquences confirme cette hypothése sachant que les fréquences des alléles pour chaque

population sont proches.
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Figure 19. Fréquences des alléles HLA-DQBI retrouvés chez les patients et les témoins

1V.1.2.2.3 Distribution des associations les plus fréquentes entre les alléles de classe 11 :
Cette détermination aboutit a un assemblage des données dans le tableau 15.

Tableaul5. Les associations les plus fréquentes entre les alléles HLA classe 11

Patients Témoins khi2 P OR

2N=108 2N=158
DQB1*02, DQB1*03 7 12,96% 14 17,72% 0,546 0,460 0,69
DQB1*02, DQB1*05 5 9,26% 11 13,92% 0,660 0,417 0,63
DQB1*02, DQB1*06 9 16,67% 12 15,19% 0,053 0,819 1.12
DRB1*02, DRB1*07 1 1,85% 5 6,33% 1,493 0,222 0,28
DRB1*02, DRB1*02 5 9,26% 2 2,53% 2912 0,088 3,93
DRB1*02, DRB1*03 5 9,26% 8 10,13% 0,027 0,869 0,91
DRB1*03, DRB1*03 7 12.96% 1 1,27% 7.763 0,005 11,62
DRB1*04DRB1*04 1 1.85% 3 3.80% 0416 0.519 0.48
DRB1*04DRB1*07 0 0.00% 3 3.80% 2.098 0.147 0.00
DRB1*07DRB1*11 0 0.00% 4 5.06% 2.819 0.093 0.00
DRB1*03, DQB1*02 19 35,19% 22 27,85% 0,810 0,368 1,41
DRB1*01 , DRB1*07 0 0 5 6.33% 3.551 0.06 0
DRB1*02, DQB1*05 10 18,52% 6 7,59% 3,617 0,057 2,77
DRB1*07, DQB1*02 8 14,81% 22 27,85% 3,119 0,077 0,45
DRB1*01, DQB1*05 7 12,96% 13 16,46% 0,306 0,580 0,76

IC (95%)

0,26-1,85
0,21-1,93
0,43-2.87
0,03-2,46
0,73-21,05
0,28-2,93
1,39-97,40

0.05-4.72

0,67-2,96

0,94-8,13
0,18-1,11

0,28-2,04
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Le calcul de la fréquence de I’association DRB1*03DRB1*03 est de 12.96% chez les patients et de
1.27% chez les témoins avec un OR trés élevé atteignant 11.62 et un p 0.005.

Chez les 54 patients, les associations des all¢les DRB1*04DRB1*07 ; DRB1*07DRB1*11 ;
DRBI1*01DRB1*07 étaient absentes alors que leurs fréquences étaient de 3.80%, 5.06%, 6.33%

respectivement chez les témoins.

I semble que I’association DRB1*02, DQB1 *05 montre une fréquence plus augmentée chez les
patients que chez les témoins (18.52% - 7.59%). De méme pour DRB1*02DRB1*02 (9.26% VS

2.53%) mais avec un p > 5%.

Une faible différence de fréquences imais non significative de I’association DRB1*04DRB1*04

entre les deux populations a été observé.

Les associations DRB1*02, DRB1*07 ; DRB1*07, DQB1*02 étaient plus fréquentes dans le
groupe témoin par rapport au groupe malade (6.33% -1.85% et 27.85%-14.81% respectivement)

mais non significative du point de vue statistique.

Pour les associations des alleles DQB1DQBI, les fréquences étaient statistiquement comparables

chez les deux groupes.

IV.1.2.3. Etude des associations entre les deux classes HLA et 1a susceptibilité au LES :
La détermination de ces associations nous a permis d’enregistrer les résultats sur le tableau 16.
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Tableau 16. Associations les plus fréquentes des deux classes d"HLA

Patients Témoins khi2 P OR IC (95%)

2N=108 2N=158
A*02, DRB1*02 6 1L11% 14 17,72% 1,097 0,295 0,58 0,21-1,62
A*02, DRB1*03 9 16,67% 11 13,92% 0,189 0,664 1,24 0,47-3,22
A*02. DRB1*04 1 1.85% 1t 13,92% 5,695 0,017 0,12 0.01-0.93
A*02, DQB1*02 8 14,81% 16 20,25% 0,641 0,423 0,68 0,27-1,74
A*02, DQB1*03 6 1L11% 17 21,52% 2,429 0,119 0,46 0,17-1,24
A*02, DQB1*05 9 16,67% 15 18,99% 0,117 0,733 0,85 0,34-2,12
A*02, DQB1*06 6 11,11% 13 16,46% 0,748 0,387 0,63 0,23-1,79
A*30, DQB1*03 4 7.41% 10 12,66% 0,939 0,333 0,55 0,16-1,86
A*68, DQB1*02 4 7,41% 10 12,66% 0,939 0,333 0,55 0,16-1,86
B*08. DRB1*03 11 20,37% 6 7.89% 4.696 0,030 3,11 1.07-9,02
B*07, DRB1*02 8 14.81% 6 7,59% 1,775 0,183 2,12 0,69-6,49
B*44, DRB 1*07 I L85% 10 12.66% 4.937 0.026 0.13 0.02-1.05
B*08. DQB1#05 9 16,67% 3 3.80% 6,472 0.011 S.07 1,30-19.69
B*44. DQB1*02 2 3.70% 12 15,19% 4,493 0,034 0.21 0.05-1,00
B*51, DQB1*06 4 7,41% 10 12,66% 0,939 0,333 0,55 0,16-1,86
B*35, DQB1*02 6 1,11% 2 2,53% 4,176 0,041 4,81 0,93-24,82
B*35, DQB1*05 6 11,11% 2 2,53% 4,176 0,041 4,81 0,93-24,82
C*04, DRB1*07 2 3.70% 11 13.92%, 3,799 0,051 0.24 0.05-1.12
C*07, DRB1*11 4 741% 8 10,13% 0,289 0,591 0,71 0,20-2,49
C*02. DQB1*05 1 1.83% 10 12.66% 4.937 0,026 0,13 0.02-1.0%8

On observe que 20.37% des patients présentent 1’association B*08, DRB1*03 contre 7.59% des
témoins avec un OR (3.11,[1,07-9,02]) confirmant cette augmentation. Alors que cette association
semble étre 1a plus fréquente, 1’association B*08, DQB1*05 est aussi significative (5,07, [1,30-
19,69]) avec p=0.01

Les fréquences de B*35, DQB1*02 et B*35, DQB1*05 sont bien plus augmentées et
significatives.

Pour les autres associations, on remarque que les associations A*02, DRB1*04 ; B*44, DQB1*02 ;

B*44, DRB1*07 ; C*02, DQB1*05 sont plus fréquentes chez le groupe témoin que chez le groupe

malade.




IV.2. Discussion: ¢

Bien que I’association B*51, DQB1*06 soit plus fréquente chez les témoins, elle n’est pas pour cela

significative.

Les résultats montrent que la distribution des alléles A*02DRB1*03 et A*02DRB1*02 est

comparable entre les patients et les témoins.
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Figure 10. Distribution des fréquences des associations entre les deux classes chez les patients et
les témoins

IV.2. Discussion:

Depuis I’établissement de la relation entre les différents loci principalement le CMH et la
susceptibilité de développer le LES, des études innombrables ont été réalisées sur plusieurs groupes
ethniques afin de définir les alléles responsables de ce risque, a cet égard nous avons focalisé notre
étude sur les alléles du complexe majeure d’histocompatibilité.

La dissection des résultats a mené a la définition de seulement trois alléles HLA, potentiellement
responsables de la maladie dans notre série; 1’alléle A*01 (OR=2.94, IC= 1.38-6.26), I’all¢le B*08
(OR=3.11, IC=1.33-7.28) et I’alléle DRB1*03 (OR=2.04, IC=1.12-3.72). Ces trois all¢les
apparaissent dans I’un des haplotypes principaux retrouvé en Europe [A*01 :01, B*08 :01,

C*07 :01, DRB1#03 :01, DQA1*05 :01,DQB1*02 :01] déterminé par une étude [15] qui a révélé
les alléles HL A les plus associés au LES chez les europe’ehs, cette méme étude avait émis une
hypothése précisant que 1’association des alléles de classe I soit due principalement au déséquilibre
de liaison, et seuls les alléles de classe II, en premier lieu le DRB1, soient a ’origine de la

susceptibilité au LES.
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Concernant les alleles de classe I (A et B) notre résultat était différent de celui des saoudiens (A*29,

B*51) [2] et des irakiens (A*28, A*36, B*12 et B*21) [16].

L’allele DRB1 était remarquablement sujet a plusieurs études, proposant a plusieurs reprises le
DRB1*03 comme alléle de susceptibilité, ce qui est comparable a ce qu’on a retrouvé dans notre
analyse, notamment chez les européens [15] et les tunisiens [6] avec le DRB1*15 :01 et chez les
pakistanais [16] en plus du DRB1*01, *11 et *14. Le DRB1*03 apparait encore une fois parmi les
alleles de risque dans une méta-analyse de 25 études réalisées a travers le monde avec le DRB1*15

et *09, ce dernier a été retrouvé chez les Japonais [25] et les coréens.

L’allele DQB1*06 apparait lui aussi parini les alléles de susceptibilité chez les saoudiens [2], les
tunisiens [6] et les égyptiens [1], alors que le DQBI1*02 semble plus fréquent chez les européens
[15]. Dans notre étude, ces deux alléles se montrent plus fréquents chez les patients lupiques que
chez les témoins, sans qu’on puisse les associer 4 la maladie car les résultats ne sont pas

significatifs.

Pour ce qui est de la protection un seul alléle s’est montré significativement associ¢ ; le DRB1*01
dont la valeur du P et de I’OR sont de : P=0.008, OR=0.10. D’autres alléles semblent étre
distinctement plus fréquents chez les témoins que chez les cas, comme le montre les résultats
(A*02, A*30, B*44, *04, *07 et DQB1*03), mais nous ne pouvons conclure qu’il s’agit d’alléle de
protection car I’ étude statistique n’avait révélé aucun résultat significatif, et ceci peut étre due aux
contraintes statistiques, liées probablement au manque d’appariement des témoins et des cas ainsi

que la taille de 1’ échantillon.

Chez les japonais [25], les alleles DRB1*13 et *14 (DR6) sont définis comme alléles de protection,
alors que chez les tunisiens, ce sont DRB1*04 et DQB1*03 qui semblent étre potentiellement

protecteurs [6].

La susceptibilité au lupus du point de vue génétique semble étre liée précisément a certaines
associations d’alleles et pas a d’autre. De ce fait et d’aprés nos résultats, les associations les plus
incriminées dans la maladie sont a priori des associations d’alléles HLA de classe II tels que
DRBI1*03,DRB1*03 déja cité dans la susceptibilité en tant qu’alléle seul dans notre étude.
Remarque faite, Des études ont montré que les sujets ayant un alléle de susceptibilité homozygotes
étaient prédisposés a développer un lupus plus sévére. D autres études ont cité cet alléle associé au
DRB1*02 ou encore au DRB1*09 tels chez les japonais [25]. Enfin, le DRB1*03 a été prouvé dans
plusieurs études (patients mexicains, hongrois, tunisiens, irakiens, japonais) figurant dans

pratiquement la plupart des haplotypes associés au LES.
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Une association avec les antigénes HLA de classe I a déja été décrite chez des patients atteints de
lupus avec DRB1*03 mais cette hypothése propose que ¢’est due principalement a un déséquilibre
de liaison qui existe dans cette région. Les principales associations retrouvées dans notre étude sont
B*08,DRB1*03 (20,37%, OR= 3.11) et B*08,DQB1*05 (16.67%, OR=5.07).

Les associations A*02,DRB1*04 ; B*44, DQB1*02 et C*02,DQB1*05 sont plus fréquentes chez les
témoins avec un p significatif. Ceci pourrait leur conférer un caractére protecteur.

Les associations DRB1*01,DRB1*07 ; DRB1*07, DRB1*11 ; B*44 DRB1*07 étaient absentes
chez les cas alors que 6.33%, 5.06%, 12.66% respectivement des témoins en possédaient. Ceci
peut étre du a la présence des alléles DRB1*07 et DRB1*04 largement rapportés dans d’autres
études en tant qu’alléles protecteurs tout comme chez les tunisiens [6] (alléle de susceptibilité chez

les hongrois)

L’analyse des autres associations n’a pas été significative.

Contrairement a d’autres études, ’association des DQB1 semble ne pas avoir d’effet sur la
susceptibilité dans la notre. Cette observation pourrait refléter une particularité de la population
algérienne.

La susceptibilité ou la protection vis-a-vis de la maladie est également liée a certains haplotypes. En
Europe, on retrouve deux haplotypes fréquemment liés a 1a susceptibilité au LES :
A*03B*07C*07DRB1*02DQB1*06 et A*01B*08C*07DRB1*03DQB1*02. Dans notre étude,
Phaplotype le plus fréquent chez les patients lupiques était A*01B*08C*07 avec une fréquence de
14,81% contre 5,06% chez les témoins (OR=3,26, IC=0.93-11.44).
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V. Conclusion

A la fin de notre €tude, nous pouvons retenir qu’il existe un impact réel de la composante génétique,
plus précisément le CMH sur la pathogénie du LES, certains alléles sont qualifiés prédisposant,
d’autres protecteurs.

Les résultats obtenus se montrent plus similaires a ceux des études réalisées sur les populations
européenne et tunisienne qu’a ceux des asiatiques (japonais, pakistanais, saoudiens, irakien..).

Les alleles A*01, B*08, et DRB1*03, s’avérent potentiellement prédisposant au lupus, alors que
I’allele DRB1*01 est protecteur a I’égard de la maladie.

L’association de certains alleles HLA pourrait augmenter le risque ou protéger davantage le sujet
porteur. Les associations de : A*01, B*08 ; A*01, C*07 ; B*08, C*07 ; DRB1*03, DRB1*03 ;
B*08, DRB1*03 et B*08, DQB1*05 ont augmenté significativement le risque de développer la
maladie, par contre celles de A*02, DRB1*04 ; B¥*44DQB1*02 ; B*44 DRB1*07;
C*02,DQB1*05 ; DRB1*01,DRB1*07 et DRB1*07 ,DRB1*11 semblent le diminuer.

En raison de la taille réduite de notre échantillon, ainsi que le manque d’appariement des cas et des
témoins, les données doivent étre confirmées par une étude plus large incluant les différentes

régions de I’ Algérie, en appliquant un tirage au sort adéquat lors de I’échantillonnage.
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Annexe 1. Critéres de classification ACR

1. Rash malaire

2. Lupus discoide

3. Photosensibilité

4. Ulcerations buccales

5. Arthrites non érosives de deux articulations periphériques,
au moins

6. Atteinte des séreuses
Pleuresic ou pericardite

1. Atteinte rénale
Proteinurie 0.5 ghour ou = +++ ou cylndres ceflularres

Sm: antigene Smith; ADN: acide desoxyribonucleique.

Elabores par I'American College of Rheumatology en 1982 et revisés en 1997

VII. Annexes

8. Atteinte neurologique

Convulsions ou psychose, en ['absence de cause medicamenteuse cu
de trouble metabolique (par exemple ureme, acidocetose, desordre
électrolytique)

9. Atteinte hématologique

* Anemie hemolytique ou

» Leucopenic (< 4000/mm’) ou

+ Lymphopenie (== 1500imm?} ou

+ Thrombopénie {<: 100 000/mm’}. en {absence de cause medicamenteuse

10. Anomalie immunologique
* Anticorps anti-ADN natifs ou

* Anticorps ang-5m ou

» Anticorps antiphospholipides

I 1. Anticorps antinucléaires par immunofluorescence ou test
équivalent, en l'absence de medicament inducteur

La présence simultance ou successive d'au moins quatre des onze criteres permet d affirmer Vexistence d'un lupus erythemateux systémique (LES) avec
une sensibifite et une specificité de 96%. Il s'agit de criteres de classfication et non de diagnostic. Ces critéres ont été élabores & partir de patents ayant
un LES @ expression rhumatologique et surrepresentent les atteintes dermatologiques lis ont pour but de distinguer les patients avec un LES dans un

coltectf attent de maladies nflammatoires diverses lis ne sont pas adaptés pour poser le diagnostic chez un patient individuel




VII. Annexes

Annexe 2. Critéres SLICC

Critéres cliniques

Critéres

immunologiques

Critére

histologique

1. Lupus cutané aigu ou subaigu.
2. Lupus cutané chronique.

3. Ulcération nasale et/ou orale.
4. Alopécie

S. Polyarthrite non érosive (au moins deux articulations touchées) et vue par un

médecin ou arthralgies inflammatoires avec dérouillage matinal.
6. Pleurésie ou péricardite.

7. Atteinte rénale, protéinurie supérieure a 0,5 g/24 heures ou cylindre urinaire,

ou hématurie.

8. Atteinte neurologique : convulsion, psychose, mononévrite multiple, myélite,

neuropathie crinienne ou périphérique, encéphalite.
9. Anémie hémolytique.

10. Leucopénie inférieure a3 4 000/ mm3 (au moins une fois) ou lymphopé nie

inférieure a 1 000/mm3 (au moins une fois).
11. Thrombopénie inférieure a2 100 000/mm3 (au moins une fois).

1. Présence d'un titre anormal de facteur antinucléaire recherché par un test de

référence.
2. Présence d'anti-DNA a un taux significatif.
3. Présence d'anti Sm.

4. Présence d'anticorps antiphospholipides : soit sérologie syphilitique dissociée
positive a 2 déterminations a 6 mois d'écart, soit anticoagulant circulant de type
lupique ou titre anormal d'anticorps anticardiolipine et IgG et/ou IgM, soit anticorps
antiBeta2 GP1

5. Baisse du complément, soit C3 bas soit C4 bas soit CH50 bas
6. Test de Coombs direct positif en absence d'anémie hémolytique.

Présence d'une 1€sion rénale de néphrite lupique.




22 I3 2 I K 3SR EOR o=3= o=

VIIL. Annexes

Annexe3. Mécanismes lésionnels des anticorps

Corps apoptotiques

ly B ADN
ARN Mono/Mac
Ag nucléaire e

Ly T CD4

\, 2 o ’“
Ac — . Complexes © Ly T CD8 =

T tmmuns

PN

Complément -

inflammation tissulaire
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Annexe 4. Facteurs monogéniques de la voie de I'IFN 1
Locus Géne Effet
TREXI1 Dnase type I1I  Accumulation de 'ADN endogeéne dont la conséquence est

l'activation de la production de I'TFN TLR-indépendante.

TMEMI173 STING (Stimulator of Induction de la sécrétion de I'INf via le TBK1 et IRF3,

Interferon Gene) et la production et TNF a et I'lL6 via le NF-Kappa B
ACP5 TRAP (tartrate-resistant Induction et persistance de la sécrétion de I'IlFN par 'OPN
acid phosphatase) qui est hyper active car elle n'est pas déphosphorilée par
TRAP.
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Annexe 5. Facteurs génétiques de régulation

Locus

-TNFAIP3

-TNIP1

BLK

ETSI
PRDM1

IKZF1

et

Gene

“TNF a

induced protein

-TNFAIP3
interacting

protein 1

B lymphoid

tyrosine kinase

PR domain

zinc finger

protein I(=
BLIMP1)

IKAROS
family zinc

finger

Effet
Diminution de I'activité de l'enzyme A20 dont le role est d'altérer
I'ubiquitination; il en résulte une augmentation de [l'activité

proinflammatoire de la voie NF-xB

Diminution de l'expression du BLK responsable de la signalisation

intracellulaire, de la différenciation et de la prolifération des LB.

Diminution de 'ETS1 ; un facteur de transcription qui agit comme
régulateur négatif des LB et des Th17 en inhibant la BLIMP1 codée
par le PRDMI.

Diminution du IKZF ; facteur de transcription responsable de la
régulation de la prolifération et de la différenciation des
lymphocytes ainsi que de la régulation de la tolérance a travers les

récepteurs de signalisation des LB.
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Annexe 6. Polymorphismes changeant le code.

Locus Gene

PTPN22 Tyrosine-protein

ILT3

phosphatase non receptor

type 22

Immunoglobulin-like

transcript 3 receptor

Effet
Perte de la fonction de la PTPN22: une

phosphatase qui régule lactivation et Ila
signalisation les LB et des LT via leurs récepteurs
antigéniques. Récemment associée aussi a une
augmentation des taux d’INF I et de TNF aaet
une production d'avantage d'AC anti-ADNdb.

Perte de la fonction de ce récepteur
immunosuppresseur qui génere un feedback

négatif régulant la production des IFN 1.
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Annexe 8. Fiche de renseignements

Universite daad Dahleb de Bida

Faculté de médecine
Département de médecine
Hopital Hassiba Benbouali
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Blida le

Fiche technique (LED)

Laboratoire: 1lnité d’'Immunologie

Nom B

Prénom:
CHU: Service :
Origine : Adresse :

ANTECEDENTS :
Personnels :
[. Maladie auto immune Oui:
4. Siouw laquelle

b LED.

¢ PR

d Syndrome de sharp :

e Svndrome se¢

f  Thyroidite auto mumune
g Répatite auto immune -
v Aulies

- Alladtement  Ausamns
- (Frossesses Qur .
S1 oul
-Grossesse menée a enme .
Césasienne
-Mort i utery.

-  ABRT o
Accouchement prémature gul

Fuamilinux :
Maladie aute mnmune o
Soow tequelic
LED
PR
Svncreme de sharp
Svichane sec
i condite auto mmans
Henptite 2utG Fnmoneg

LIITrLAe

JUoooco 0 00 000 o0 bootood o

Dr Bouchedoub Y

Date de¢ naissance:
Médecin traitant :

non -

artificielle
non

nombre :
nombre

NdeTél:

Preciser

]
(]

nombre -

nombre

nombre

miste [ ]

nor L

Nnon .

non - D
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Conditions socioéconomiques .

Profession :

Habitar - Cuadin (] Rural [} Semi-rural [__
Date de début :

Date du diagnostic :

Le(s) signes révélateurs :

Fievre oul D non - D
Signes cutanés : oui E:] non (]
livido [:'
vespertilo ]
autres ] préciser ;
Signes articulaires oul [:] rnon [:]
monoarthrite [
polyarthrite D
‘ Autres ] préciser ;
Signes rénaux : oui [] non ]
Insuffisance rénale D
vedémes des membres{ |
Autres D préciser ;
Signes neuropsychitriques :  oui D rnon [:j
céphalées
AVC
Autres préciser |

oo

Auires signes . préciser :
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Bilan immunologique
FR : ‘ Taux:
Anti CCP : Taux :
AntiC1Q: Taux :
CHS50 : Taumx :
Profil protéique
, Alb | Trsf [Haptog | Oroso [C3 [C4 [1gM |IgA ‘ IgG
| !
) |
- AAN (FAN): par IFi sur celiuies Hep2 : Aspect et titre:
Homogene : ]
Moucheté : ]
Homogene pcripherique . [ ]
Nucléolaire : L]
Centromere : ]
Antigénes solubles : par ELISA
sm- [ ] SSA- [] sse: [ rnp:[]
cezo: 1 o1 [
Anti Ribosomes :  par FLISA : ] Taux:

Anticorps anti DNA: par IFl sur Crithidia luciliae.

APL : par ELISA
B2GP1: 1gG:[_1 igM [ ] ANTI CARDIOLIPINES : IgG : [ 1gM [ ]

ANCA : par ELISA

MrPO - [ PR3: [}

TYPAGE HLA : par Biologie Moléculaire

Mo Hia A LA B HLA C
RPN 5 Hi D Hia DO
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Annexe 9.Appareillage

-I vy 63962

entri se Thermo Scientific® :
Centrifugeuse Thermo Scientific’R Bio-Robot EZI (Qiagen®)

Lecteur Gel Doc ™XR-+~ (BIO-RAD) Thermocycleur type 9700 Applied biosystems R
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Annexe 10. Page d'accueil du logiciel HLA Fusion™ [Manuel d'utilisation du logiciel HLA

Fusion™ One Lambda, Inc ]
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Annexe 11. Etapes de I'extraction de I'ADN

s RN *

Déposer les barrettes de réactifs dans leur Déposer les différents tubes dans leur support
support numéroté

Mettre la quantité de sang indiquée dans le Remettre les support dans ['automate
tube a échantillon

Récupérer I'ADN extrait dans les tubes a élution



Annexel2. Etapes de la PCR

VII. Annexes

Prélever la quantité nécessaire d’ADN

e
et T
BT ™
b i

Agiter le mélanger ADN-Taq Polymérase-
DMix

Distribuer le mélange sur les puits de la
plague a raison de 10ul’ puits

Plaque préte a couvrir pour la mettre dans le thermocycleur




Annexe 13. Préparation du gel d'agarose

La poudre d agarose
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Soatamt 70 CUEAR

1

Ajouter le TBE a la poudre

Rechauffer le mélange Agarose-
TBE- Bromure d 'éthidium

Couler le gel dans la chambre

Déposer les peignes

Aspect du gel aprés refroidissement
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Résumé :

Le lupus érythémateux systémique est une maladie auto-immune non spécifique d’organe a
déterminisme complexe, impliquant des facteurs génétiques qui, dans un environnement particulier
et sous I’influence d’événements aléatoires, peuvent étre responsables du développement progressif
et chronique d’une réponse immunitaire anormale.

Parmi ces facteurs, les alleles du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) semblent étre les
plus incriminés. De ce fait, leur association a la maladie est le sujet de notre analyse; dans le but
d’identifier les alleles de prédisposition ou de protection chez les populations étudiées.

Matériel et Méthodes :

Nous avons analysé statistiquement les résultats du typage HL A de 133 sujets, dont 54 patients
lupiques et 79 témoins, réalisé par la technique PCR-SSP.

Résuliats :

Nous avons 1dentifié trois alléles significativement associés a la susceptibilité au LES : A*01
(P=0.004, OR=2,94,1C=1,38-6,26) ; B*08 (P=0,006, OR=3,11, IC=1,33-7,28) et DRB1*03
(P=0,018, OR=2,04, IC=1,12-3,72), ainsi qu’un seul alléle protecteur: le DRB1*01 (P=0,008,
OR<1). Les associations A*01, B*08 ; A*01, C*07 ; B*08, C*07 ; DRB1*03, DRB1*03 ; B*08,
DRB1*03 et B*08, DQB1*05 se sont avérées, elles aussi liées a la susceptibilité contrairement aux
associations A*02, DRB1*04 ; B*44DQB1*02 ; B*44 DRB1*07; C*02,DQB1*05 ;
DRB1*01,DRB1*07 et DRB1*07 ,DRB1*11 qui peuvent avoir un effet protecteur.

Conclusion :

Notre étude montre que les deux populations étudiées (cas et témoins) sont porteuses de certains alleles HLA
qui peuvent étre I’ origine de leur protection ou susceptibilité de développer le LES.

Mots clés : maladie auto-immune, lupus, alléle, HLA, PCR,
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Abstract:

SLE 1s a complex auto-immune disease, of which the pathogenesis involves multiple genetic factors that, in a
particular environment and under some random circumstances, could be responsible for the progressive and
chronic development of an abnormal immune response.

Among these factors the major histocompatibility complex (MHC) alleles seem to be the most implicated
ones. Thereby, their association to the disease is the subjected of our analysis in order to identify
susceptibility or protection alleles in both studied populations.

Patients and methods:

A total of 133 subjects (54 SLE patients and 79 control subjects) were genotyped using PCR-SSP technique
of which the results were statistically analyzed.

Results:

A*01 (P=0.004, OR=294, CI=1,38-6,26) ; B*08 (P=0,006, OR=3,11, CI=1,33-7,28) et DRB1*03
(P=0,018, OR=2,04, CI=1,12-3,72) as well as, A*01, B*08 ; A*01, C*07 ; B*08, C*07 ; DRB1*03,
DRB1*03 ; B*08, DRB1*03 and B*08, DQB1*05 combinations were significantly associated with
SLE susceptibility, whereas DRB1*01 (P=0,008, OR< 1) is negatively associated to the disease
and A*02, DRB1*04 ; B*44DQB1*02 ; B*44 DRB1*07; C*02,DQB1*05 ; DRB1*01 , DRB1*07
and DRB1*07 ,DRB1*11 combinations could potentially have a protective role.

Conclusion:

Our study shows that both SLE patients and control subjects carry particular HLA alleles that could
be responsible either for susceptibility or protection.

Key words: auto-immune disease, lupus, allele, HLA, PCR
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Résumé : Le lupus érythémateux systémique est une maladie auto-immune non spécifique d’organe a déterminisme
complexe, impliquant des facteurs génétiques qui, dans un environnement particulier et sous 'influence
d’événements aléatoires, peuvent étre responsables du développement progressif et chronique d’une réponse
immunitaire anormale. Parmi ces facteurs, les alléles du complexe majeur d histocompatibilité (CMH) semblent étre
les plus incriminés. De ce fait, leur association a la maladie est le sujet de notre analyse; dans le but d’identifier les
alléles de prédisposition ou de protection chez les populations étudiées.

Matériel et Méthodes : Nous avons analysé statistiquement les résultats du typage HLA de 133 sujets, dont 54
patients lupiques et 79 témoins, réalisé par la technique PCR-SSP.

Résultats : Nous avons identifié trois alléles significativement associés a la susceptibilité au LES : A*01 (P=0.004,
OR=2,94, IC=1,38-6,26) ; B*08 (P=0,006, OR=3,11, IC=1,33-7,28) et DRB1*03 (P=0,018, OR=2,04, IC=1,12-
3,72), ainsi qu’un seul alléle protecteur: le DRB1*01 (P=0,008, OR< 1). Les associations A*01, B*08 ; A*01,
C*07 ; B*08, C*07 , DRB1*03, DRB1*03 ; B*08, DRB1*03 et B*08, DQB1*05 se sont avérées, elles aussi liées a
la susceptibilité contrairement aux associations A*02, DRB1*04 ; B¥*44DQB1*02 ; B*44 DRB1*07,
C*02,DQB1*05 ; DRB1*01,DRB1*07 et DRB1*07 ,DRB1*11 qui peuvent avoir un effet protecteur.

Conclusion : Notre étude montre que les deux populations étudiées (cas et témoins) sont porteuses de certains
alleles HLA qui peuvent étre a I’origine de leur protection ou susceptibilité de développer le LES.

Mots clés : maladie auto-immune, lupus, alléle, HLA, PCR,

Abstract: SLE 1s a complex auto-immune disease, of which the pathogenesis involves multiple genetic factors that,
in a particular environment and under some random circumstances, could be responsible for the progressive and
chronic development of an abnormal immune response. Among these factors the major histocompatibility complex
(MHC) alleles seem to be the most implicated ones. Thereby, their association to the disease 1s the subjected of our
analysis in order to identify susceptibility or protection alleles in both studied populations.

Patients and methods: A total of 133 subjects (54 SLE patients and 79 control subjects) were genotyped using PCR-
SSP technique of which the results were statistically analyzed.

Results: A*01 (P=0.004, OR=2,94, CI=1,38-6,26) ; B*08 (P=0,006, OR=3,11, CI=1,33-7,28) et DRB1*03
(P=0,018, OR=2,04, CI=1,12-3,72) as well as, A*01, B¥*08 ; A*01, C*07 ; B*08, C*07 ; DRB1*03, DRB1*03 ;
B*08, DRB1*03 and B*08, DQB 1*05 combinations were significantly associated with SLE susceptibility, whereas
DRB1*01 (P=0,008, OR< 1) is negatively associated to the disease, and A*02, DRB1*04 ; B*44DQB1*02 ; B*44
DRB1*07; C*02,DQB1*05 ; DRB1*01,DRB1*07 and DRB1*07 ,DRBI*11 combinations could potentially have a
protective role.

Conclusion: Our study shows that both SLE patients and control subjects carry. pamcular HLA alleles that could be
responsible either for susceptibility or protection. .

Key words: auto-immune disease, lupus, allele, HLA, PCR R
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