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Abréviations

AA : Acide aminé

AC : Anticorps

ADN : Acide désoxyribonucléique

Ag : Antigene

AR : Arthrite réactionnelle

ARN : Acide ribonucléique

BET : Bromure d’éthidium

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité
CD : Classe de différentiation

CPA : Cellule présentatrice d’antigéne
dNTP :2’desoxynucleotide 5’-triphosphate
EDTA : Acide éthyléne diaminatétracéptique
HLA : Human leucocyte antigene

Ig : Immunoglobine

IL : Interleukine

IFN : Interféron

Kb : Kilo base

LB : Lymphocyte B

LT : Lymphocyte T

Mg : Microgramme

ul : Microlitre

MAI : Maladie auto-immune

MIC : MHC class I chain-related

ml : millilitre
mM :milli-molaire
mn : Minutes

MT : Marqueur de taille

NK :Natural killer

NKG2D : Natural killer 2D

OR : Odds ratio

PCR : Polymerisation chain reaction
pb Paire de base

PR :Polyarthrite rhumatoide

RFLP : Reaction fragmen lenght polyamorphism
RR :Risque relatif

SA : Spondylarthrite ankylosante
SNP :Single nucleotid polymorphism
SpA : spondylarthropathies

Taq : Thermus aquaticus

TBE : Tris/Borate/EDTA

TCR: T cell receptor

Tm : Temperature melting

TNF : Tumor necrosis factor

U : Unité

UV : Ultra violet

VIt : Volt

Vs : Versus

DAP-10 : adapter proteins

met : Méthionine

val : Valine

LTC: Lymphocyte T cytotoxique

CRP: C-réactive Protéine

VS : Vitesse de sedimentation

IGG : Immunoglobuline gamma

IGA: Immunoglobuline alpha

IRM: Imagerie a résonance magnétique
AINS: Anti inflammatoire non stéroidien
HSP : heat shok protein

CMV : cytomégalovirus

Bf : Properdine facteur B

FMF : Fievre méditerranéenne familiale
LED: Lupus érythemateux disséminé
CHU: Centre hospitalo— universitaire
TRIS: trishydroxyméthylaminométhane
SLB: Solution de lyse des lymphocytes B
PH : potentiel hydrogéne

TBU : Tris, Borate, EDTA

BSA : Bovin Serum Albumin
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Résumé

La Spondylarthrite Ankylosante (SA) est un rhumatisme inflammatoire chronique
caractérisé par une localisation prédominante axiale (colonne vertébrale), suivie par
des atteintes articulaires et des entheése.

La SA peut étre associée a d’autres affections telles que l'arthrite réactionnelle,
rhumatisme psoriasique, inflammation chronique de lintestin et manifestation
pulmonaire. On parle dans ce cas de Spondylarthroparies (SPA).

L’étiologie de la SA n’est pas bien connu, cependant, des facteurs génétiques
ainsi que des facteurs environnementaux peuvent jouer un role tres important a la
survenue de la maladie.

Bien que plusieurs genes semblent étre associés a la SA, le concept de terrain
génétique reposait en grande partie sur l'association avec la spécificité HLA-B27.
Récemment, le géne MICA a suscité l'intérét de plusieurs études d’associations
MICA et maladies autoimmune (MAI), en particulier, ’association MICA et SA.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés au polymorphisme existant au
niveau de l'exon 3 et qui code pour le domaine a2 de la protéine MICA. Ce
polymorphisme possede a la position 129 soit 1’allele méthionine (met), soit 1’allele
valine (val).

Les protéines MICA avec résidu méthionine, a la position 129, réagissent fortement
avec ses récepteurs NKG2D trouvés a la surface des NK et des LT, augmentant ainsi
le seuil de cytotoxicité. En revanche, les protéines MICA qui posséde un résidu
valine a la méme position, ont une faible affinité avec les NKG2D. Ceci affaibli le
seuil de cytotoxicité.

Le bt de notre travail, est de chercher des associations entre le polymorphisme
MICA metl129val et la SA dans un échantillon de 90 cas souffrant de la SA et 78
témoins, au sein de la population de I'Ouest Algérien. Ensuite, nous avons tester
I'effet de ce polymorphisme par rapport au statut HLA-B27. Et enfin, nous avons
cherché une éventuelle association entre le génotypage MICA-129 et la survenue
précoce de la SA.

Les résultats ont montré que l'allele MICA-129met est fortement associé a la SA chez
les malades par rapport aux témoins puisqu’il est retrouvé a une fréquence allélique
de 0, 54 vs 0, 30(p=11. 10 -¢). En revanche, 1'allele MICA-129val est fortement retrouvé
chez les témoins que chez les cas, avec une fréquence 0, 70 vs 0, 46 (p=11. 104).
Cependant, Le polymorhisme MICA metl29val n’a montré aucun effet, ni
synergique, ni indépendant, sur la distribution de la spécificité HLA-B27 que ce soit
chez les cas ou les malades. Il est intéressant dans ce cas d’étudier d’autres
associations entre ce polymorphisme et autres genes ou alleles déja associés a la SA.
Dans notre travail, nous n'avons pas pu déterminer l'effet des génotypes MICA-129
sur la survenue précoce de la maladie, contrairement a ce qui a été rapporté par une
autre étude similaire sur une population Algéroise.
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I.1 Introduction

La Spondylarthrite Ankylosante (SA) ou pelvispondylite rhumatismale est
le deuxieme rhumatisme inflammatoire chronique apres la polyarthrite
rhumatoide. La SA touche essentiellement la colonne vertébrale (rachis cervical,
rachis dorsal et rachis lombaire) ainsi que les articulations périphériques.

La Spondylarthrite Ankylosante est une maladie inflammatoire systémique
d’origine multifactorielle, a la fois polygénique et environnementale.

Le principal facteur de prédisposition génétique est localisé dans la région
HLA. La maladie est, en effet, significativement associée a 1’antigéne HLA-B27

dans différents groupes ethniques.

Les genes MIC, genes appartenant au CMH et voisins du locus HLA-B
code pour des protéines MICA et MICB, a distribution restreinte. A la
différence des molécules de classe I, dont l'expression est ubiquitaire, les
molécules MIC sont exprimées préférentiellement sur des lignées de cellules
épithéliales et fibroblastiques (Bahram S., 2000), sur des lignées de cellules
tumorales d'origine épithéliale ainsi que sur certaines tumeurs fraichement
isolées (Groh V et al., 1999 ). Son expression normale est restreinte a I'épithélium
gastro-intestinal et sur l'épithélium thymique cortical (Groh V., 1996).

Les molécules MIC n‘ont pas un rdole connu dans la présentation
antigénique mais semblent augmenter la réponse immune et ce a travers un
complexe déclencheur entre ses récepteurs DAP-10 et leurs ligands NKG2D
exprimés sur les lymphocytes NK (Natural Killer) et certaines populations
activées de lymphocytes T alpha/beta (LT qui possedent un TCR composé de
deux glycoprotéines a et P) et les LT gamma/delta (des LT avec un TCR
composé de glycoprotéines y et . Ces LT sont moins abondants que les LTaf3
puisqu’ils sont retrouvés a 5% du total des LT et plus précisément dans la

muqueuse intestinale) (Wu et al., 1999 ; Das H et al., 2001).
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A T'état normal, l'expression de MICA est faible a la surface de la cellule
épithéliale et ne suffit pas a aboutir a l'activation des NK et des lymphocytes T.
En cas de stress cellulaire (infection, tumeur, choc thermique), l'augmentation
d'expression de MICA délivre un signal de costimulation permettant
l'activation des NK et des LT. Les lymphocytes T effecteurs sont activés par la
reconnaissance antigénique (interaction CMH/peptide antigénique/TCR), et
co-stimulées par l'interaction entre récepteur NKG2D et molécules MICA. Cette
conjonction d'évenements conduit a la prolifération des cellules T spécifiques,
ainsi qu'a l'activation des fonctions cytotoxiques et de production de cytokines.
Les molécules MICA et MICB, décrites par 1'équipe de T. Spies en 1994, (Spies
et al,. 1994) ne partagent avec les molécules HLA de classe I classiques
qu'environ 30 % dhomologies de séquence protéique dans leur partie
extracellulaire ( Bahram S. ,2000 ). A ce jour, il n’existe aucune différence
fonctionnelle connue entre MICA et MICB.

On dénombre a ce jour 68 alleles MICA (MICA*001 a MICA*068), dont 57
codent pour des glycoprotéines distinctes, et 30 alleles MICB (MICB*001 a
MICB*030) dont 19 codent pour des glycoprotéines MICB
(http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html. mise a jour 9-10-2009).

Un polymorphisme des molécules MICA a récemment été décrit et qui
concerne un dimorphisme en position 129 du domaine alpha2. Les protéines
possédant 'acide aminé méthionine (met) a la position 129, ont une forte
affinité de liaison a NKG2D, alors que les protéines avec un acide aminé valine
(val) & la méme position, ont une faible affinité. Ceci affecte le seuil d’activation
des cellules NK et la modulation des cellules T (Steinle A et al., 2001).

Ayant pris ces données comme base, nous supposons que ce polymorphisme
difonctionnel pourrait influencer le cours du développement de la SA. Ainsi,
nous nous sommes intéressés a étudier 'implication du polymorphisme MICA
met 129 val dans la survenue de la SA dans un échantillon de la population de

I'Ouest Algérien.



http://hla.alleles.org/nomenclature/stats.html

Chapitre 11

IL. Aspect clinique

II.1 Définition de la maladie:

II. 2

Spondylarthrite vient du grec spondylos (spondyl) qui veut dire vertebre

et de «arthrite ». Ankylosante vient de Ankylose, qui signifie « se solidifie, se

consolide ». La Spondylarthrite Ankylosante ou pelvispondylite rhumatismale

est un rhumatisme inflammatoire chronique caractérisé par une localisation

prédominante a la colonne vertébrale (rachis cervical, rachis dorsal, rachis

lombaire), ainsi qu’aux articulations périphériques et les articulations sacro-

iliaques (articulations du bassin) (figure 1).

Manifestations cliniques et évolution de la maladie :

La spondylarthrite ankylosante se manifeste par un ensemble de signes

cliniques tels que :

L’atteinte rachidienne se manifeste par des douleurs lombaires, dorsales ou
cervicales (a prédominance nocturne, avec un enraidissement progressif).
L’atteinte des sacro-iliaques (articulations constituées par l'os iliaque et le
sacrum) se manifeste par des douleurs inflammatoires des fesses, uni ou
bilatérale, pouvant étre irradiées a la face postérieure des cuisses et
augmentées a la simple pression.

L’atteinte des articulations sterno-costales (articulation entre le sternum et la
cote) se manifeste par des douleurs inflammatoires de la paroi antérieure du
thorax pouvant diminuer la capacité respiratoire.

L’atteinte des articulations périphériques ou arthrites désigne I'inflammation
de la membrane synoviale qui recouvre les articulations. Elle est rencontrée
chez 60% des patients souffrant de SA et est révélatrice de la maladie dans
30% des cas. L’atteinte de la hanche (ou coxite) est la plus fréquente mais
toutes les articulations peuvent étre atteintes. Elle induit des douleurs
inguinales ou crurales (face antérieure de la cuisse)

Atteinte des entheéses (insertion des tendons et des ligaments sur un os).



http://fr.wikipedia.org/wiki/Grec_ancien
http://fr.wikipedia.org/wiki/Vert%C3%A8bre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Arthrite
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ankylose
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D’autres manifestations extra-rhumatologiques sont fréquentes mais restent
rares telle que 'uvéite qui est une inflammation de la partie antérieure de 1'ceil
et qui se manifeste par une ceil rouge et douloureux pouvant entrainer des
troubles de la vision, ainsi que les manifestations cardiaques (insuffisance
aortique)

La spondylarthrite peut étre associée ou secondaire a d’autres maladies :
Arthrite réactionnelle qui regroupe des manifestations cliniques associant
conjonctivite, urétrite et arthrite apparaissant 2 a 3 semaines aprés une
infection.

Psoriasis cutané : C'est une maladie de la peau assez fréquente puisqu’elle
touche 3 a 5% de la population. Dans 5 & 7% des cas, le psoriasis peut étre
accompagné d'une atteinte articulaire. On parlera dans ce cas de rhumatisme
psoriasique (Dougados et al,. 1996).

Entérocolopathies inflammatoires : colon irritable (maladie du Crohn,
rectocolite hémoragique), diarrhées pouvant étre glairo-sanglantes. (Purrmann
etal,. 1988).

Toutes ces affections ont été regroupées sous le terme de

spondylarthropathies (figure 2).

umatisme psoriasique

Entérocolopathies
inflammatoires

V4

c : spon
bligoarthrite P

sacroiliite

Inflammation
énitale

A. Reactionnelle

Figure 2 : Concept des spondylarthropaties
(http://www.rhumato.info/L A%20Spondylarthrite%20Ankylosante.pdf)
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Le regroupement de ces maladies est tout d’abord le partage de
nombreuses caractéristiques cliniques et radiologiques, d'un terrain génétique

commun (antigene HLA B27) et des formes de passage de l'une a I'autre

A terme (plusieurs années d’inflammation), les entheses, c'est-a-dire les
tendons, les ligaments, les capsules (ce qui est autour de l’articulation), vont se
calcifier jusqu'a s'ossifier. Dans les formes extrémes, cela peut constituer des
ponts osseux entre les vertebres, Ces ossifications sont appelées des
syndesmophytes vertébraux.

A un stade avancé, les verteébres peuvent se fusionner donnant un rachis raide.
On parle alors d’ankylose vertébrale. Ce type d'atteinte est qualifié d'historique
car il était retrouvé surtout avant les années 1960. Néanmoins il arrive de voir
ce type d'atteinte encore de nos jours.

Au niveau des sacro-iliaques également, il y a une fusion entre les deux os (le
bassin et le sacrum). Dans ce cas, on peut aboutir a une forme ankylosante c’est-
a-dire a wune inflammation suffisamment sévere pour occasionner des
enraidissements.

Dans certaines zones de l'organisme, telles que les sacro-iliaques, lorsque
I'ankylose apparait, les douleurs disparaissent.

Dans 30% des cas il existe une ostéoporose, avec des risques de fracture

transdiscale instable se compliquant parfois de compression médullaire.

IL. 3 Epidémiologie

% Sexe:
Clest une maladie, avec une prédominance masculine nette (3 hommes pour
une femme), atteignant préférentiellement l'adulte jeune (Camus et al,. 1985).
Les formes féminines ne different pas des formes masculines classiques

% Age:
L’age de début se situe dans la troisieme décennie, généralement entre 20 et
30 ans (Feldtkeller et al,. 2003). Les formes a début juvénile (avant 16ans)

représentent entre 10 et 20% des cas mais sont difficilement diagnostiquées.
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Elles sont connues pour étre plus séveres avec plus d’atteinte enthésique,
périphériques et une fréquence plus élevée de coxites (l'inflammation de
l'articulation de la hanche).

Les formes a début tardif au-dela de 50 ans sont exceptionnelles.

% Fréquence:

Les enquétes épidémiologiques trouvent une prévalence de 0, 2% (un cas sur
200) a 0, 3% (Guillemin et al,. 2003). Cependant, cette prévalence est tres
variable, la SA est fréquente dans les populations blanches et beaucoup plus
rares dans les populations d’Afrique noire et d’Asie, de méme que dans les
populations afro-américaines non métissées. La proportion d’antigene HLA-
B27 retrouvée dans le monde est assimilable a cette répartition. Il a été
également constaté une tres forte agrégation familiale n'intéressant que les

SA HLA B27+. En effet plus d"un tiers des SA sont familiales.

IL. 4 Etiologie

L’étiopathogénie de la SA n’est pas bien connue mais il a été constaté que
des facteurs génétiques ainsi qu’a des facteurs environnementaux jouent un role

tres important.

R/

% Facteurs génétiques :

La SA est liée a la présence de la spécificité HLA-B27. Environ 90 % des
malades blancs européens sont porteurs de cette spécificité alors que sa
fréquence dans la population globale est de 5 a 14 % selon les pays d'Europe
(Braun et al,. 2007).

«+ Facteurs environnementaux :

Selon la théorie dite «hypothese du peptide arthritogene », la

présentation aux lymphocytes T d'un peptide d’origine bactérienne de séquence
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similaire ou identique a certaines séquences du sujet malade pourrait induire
une réaction immunitaire cytotoxique dirigée contre des protéines de I'hote. 1l
est donc probable que des facteurs environnementaux interviennent aussi,
notamment des infections microbiennes pouvant donner des arthrites
réactionnelles associées a l'antigene HLA-B27. Il a été retrouvé chez des
personnes atteintes de SPA, des anticorps anti klebsiella pneumoniae, ce qui a
explique la présence d"une infection par cette bactérie lors de la maladie ((Baines

etal,. 1990).

D’autres germes intervenant dans la survenue des arthrites réactionnelles

comme shigella flexneri, yarsinia enterocolitica (Van et al,. 1984).

Les expériences menées dans le modele animal du rat transgénique HLA-
B27 viennent renforcer ces hypotheses. En effet, il a été montré que les rats
transgéniques élevés en atmosphere stérile ne développent pas la maladie alors
qu’ils débutent l'affection lorsqu’ils sont remis en milieu extérieur, les rats

présentaient des signes de SA.

IL. 5 Diagnostic

Le diagnostic de cette maladie repose sur un ensemble d’examens :

*

% Examen clinique :

- Douleurs fessieres provoquée par une sacro-illite.

- Douleurs rachidiennes : initialement intermittentes, elles sont souvent plus
durables, évoluant par périodes de plusieurs semaines ou mois.
- Arthrites périphériques : elles s'observent au cours de 1'évolution chez 50 a
70% des malades. 11 s'agit surtout d'atteinte inflammatoire proximale, des
épaules et coxo-fémorales, plus rarement d'une atteinte des genoux ou des
pieds.

- Talalgies : douleurs des talons

- Manifestations viscérales : elles sont d'inégale fréquence. L'ceil est I'organe le
plus touché (uvéite antérieure). Mais d'autres manifestations viscérales sont

propres a la SA : insuffisance ventilatoire restrictive, liée ala rigidité de la paroi
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thoracique, insuffisance aortique et troubles de la conduction auriculo-

ventriculaire.

*

% Examen Biologique :

- Un examen biologique est présent de maniére inconstante avec une élévation
du taux sanguin de CRP (C réactive protéine) et une VS (vitesse de
sédimentation) augmentée (Spoorenberg A et al,. 1999).

- La recherche de I'antigene HLA-B27 est un élément important du diagnostic

en l'absence d’antécédent familial.

R/

% Imagerie
Le diagnostic repose sur la visualisation de différentes atteintes par :

- Les radiographies du bassin permettent de visualiser un contour estompé de
I'articulation sacro-iliaque, voire un élargissement de la jonction.

- La scintigraphie osseuse permet de repérer les zones inflammatoires, mais cet
examen a beaucoup de limites car il est peu spécifique. 1l est souvent peu
informatif.

-L'IRM (imagerie par résonnance magnétique) permet aussi de repérer les
zones inflammatoires de maniére précoce.

- Le scanner est utile pour montrer les conséquences a long terme en visualisant
les ossifications débutantes.

- L’échographie peut aider au diagnostic des atteintes des entheses.

*

% Autres examens :
D’autres manifestations sont systématiquement recherchées :

-Fond d’ceil : rechercher une uvéite (un ceil rouge et douloureux avec un
trouble de la vision).

- échocardiographie a la recherche d'une insuffisance aortique et

électrocardiogramme a la recherche de troubles de la conduction cardiaque.

- Exploration Fonctionnelle Respiratoire(E.F.R) : en cas d’atteinte respiratoire.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Uv%C3%A9ite
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89chocardiographie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Valvulopathie_cardiaque
http://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89lectrocardiogramme
http://fr.wikipedia.org/wiki/Troubles_de_la_conduction_cardiaque
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Critéres de diagnostic :

Les premiers criteres ont été publiés en 1962 (Kellgren JH, 1962) Ils ne
comportaient alors aucun parametre radiologique. A la fin des années 1970, ils
ont été révisés, incorporant cette fois-ci la radiologie comme élément, et
appelés également Critéres de New York dont la derniére version date de
1984(Van der Linden S et al,. 1984) Une autre série de criteres est également
utilisée : ceux de I'ESSG (European Spondylarthropathy Study Group) ayant
une sensibilité respective de 85 % et de 87 %et une spécificitt de 90 % et de

87%(Dougados M et al,. 1991).

Les critéres d’Amor restent aujourd’hui le systéme le plus sensible et le

plus spécifique, car ils tiennent compte des manifestations extra articulaires.

12 criteres sont donc a respecter :

1-
2
3.

4
5
6
7
8
9

10-

11-

Douleurs nocturnes ou raideur matinale de siege lombaire ou dorsal : 1point
Oligoarthrite asymétrique : 2points

Douleurs fessieres sans précision : 1 ou 2 points

Douleurs fessieres a bascule : 2 points

Doigt ou orteil en saucisse : 2 points

Talalgies ou autre enthésopathie : 2 points

Iritis : 2 points

Utérité non gonococcique ou cervicite (<1 mois avant arthrite) : 1 point
Diarrhée moins d"un mois avant une arthrite : 1 point

Présence ou antécédents : psoriasis et/ou balanite et/ou entérocolopathie : 2
points

Sacro-iliite radiologique unilatérale (stade 3) ou bilatérale (stade 2) (ou IRM) :
3 points

Présence de I’antigene HLA-B27 et/ou antécédent familial : SPA, Reiter,

psoriasis, uvéite, enterocolopathie : 2 points

12- Efficacité rapide (48 h) des AINS ou rechute rapide (48 h) apres arrét : 2 points

La Spondylarthrite est déclarée si le patient accumule un nombre de

point >= 6 points.
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1.6 Traitement

Le traitement de la SA peut étre symptomatique (AINS, antalgiques et
corticoides) qui vise a diminuer l'inflammation articulaire et a soulager la

douleur, comme il peut étre un traitement de fond (Salazopyrine, inhibiteurs du

TNFa) qui ont pour objectif de ralentir I'évolution de la maladie :

% Le repos complet est préconisé lors des poussées douloureuses aisi que des

siestes de préférence a plat-ventre.

% Le traitement de référence demeure les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS), pris de fagon discontinue ou continue selon la sévérité. Ils sont
généralement tres efficaces, au point que la sensibilité a ces traitements fait partie

des criteres de diagnostics de la maladie. Ils ont par ailleurs, d’importants effet

secondaires.
% Les antalgiques sont également utiles.

% Les Corticoides sont moins efficaces mais sont parfois utilisés lors de
traitements locaux comme des infiltrations locales au niveau du genou en cas

d’arthrites.

% La salazopyrine (Anti-inflammatoire salicylé utilisé dans la colite hémorragique
et la maladie de Crohn) et le méthotrexate (10 mg 1 jour/semaine) auraient une

certaine efficacité sur les arthrites périphériques.

% Les inhibiteurs du TNFa (Tumor Necrosis Factot) : ils constituent la grande et
vraie innovation thérapeutique puisqu’ils ont montré un effet spectaculaire sur
toutes les atteintes et toutes les formes de SPA. IIs en existent deux types :

-L’infliximab (Remicade) est un anticorps monoclonal chimérique,
constitué d’une partie Fab murine dirigée spécifiquement contre le TNF

a humain et d"une portion Fc d"une immunoglobuline IgG1 humaine.

10
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*
°e

L)

-L’adalimimab (Humira) est un anticorps monoclonal totalement

humain. Il est en cours d’évaluation dans 'indication dSA.

Les récepteurs du TNFa: L’etanercept (Enbrel) est une protéine de fusion du

récepteur P75 du TNFa.

Hygiene de vie : Exercices de posture et de gymnastique réguliére, si possible
quotidienne a effectuer afin de maintenir le rachis en rectitude. Des séances de

kinésithérapie sont recommandées.

Appareillage permettant de réduire les déformations: orthéses plantaires

corsets platrés, attelles de postures.

Chirurgie : Les traitements chirurgicaux sont rarement utilisés dans la
spondylarthrite ankylosante. La prothese articulaire peut étre pratiquée lors

d’une ankylose évoluée d"une grosse articulation (hanche ou genou).

Kinésithérapie respiratoire : méme si l'insuffisance respiratoire par ankylose de
la cage thoracique est rarement observée, il est recommandé des mouvements

pour prévenir cette complication.

11
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ITI. Aspect immunogénétique

La spondylarthrite ankylosante est une maladie multi factorielle, a la fois
polygénique et environnementale. Il est intéressant donc de spécifier les génes
ou alleles, le plus souvent du systéme HLA, qui puisse étre associés. La
spécificitt HLA-B27, codée par le géne du systéme HLA classe I, est le facteur

le plus étudié et qui montre une association significative avec la maladie.

III. 1 Immunogénétique du systeme HLA :

Le CMH (Complexe Major d'Histocompatibilité) est un complexe génique
d’environ 3,5 mégabases situé sur le bras court du 6e chromosome (6p21)
comprenant de son extrémité télomérique vers le centromere, des génes codant
pour les molécules de classe I ou apparentées, des génes codant pour les
molécules de classe Il sans lien direct avec le CMH et génes codant pour des
molécules de classe II (HLA-DR, DQ, DP). Ce complexe étant en fort
déséquilibre de liaison avec de nombreux genes extérieurs au CMH, il est
impliqué dans I'inflammation ou les réactions immunes, expliquant sans doute
en partie les fortes associations observées entre le CMH et les maladies a

composante auto-immune (figure 3) (Bensa J. C,.2007).

III. 1.1 Systeme HL A classe I :

% HLA classe I classiques :

La structure des genes de HLA classe I, organisés en introns et en exons, a
pu étre déterminée a partir du premier gene HLA séquencé. Les genes HLA-A,

B et C sont constitués de 8 exons séparés par 7 introns. L'exon 1 code la

12
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séquence signal, les exons 2, 3 et 4 codent respectivement les domaines
extracellulaires de la molécule HLA, al, a2 et a3. L'exon 5 code la partie
transmembranaire de la molécule, et les exons 6, 7 et 8 la partie
intracytoplasmique.

Les genes HLA-A, -B, et -C codent la chaine lourde (a) des molécules de classe I
(44 kDa), associée de maniere non covalente, a la surface de la quasi-totalité des
cellules, a la 32 microglobuline (32m), chaine dite légere de 11,5 kDa non codée
par le CMH (figure 4). La structure tridimensionnelle des molécules HLA de
classe I classiques est connue depuis 1987 (Bjorkman PJ et al,. 1987) et explique le
role fonctionnel de ces molécules dans la présentation de peptides aux
lymphocyte T.

Les génes HLA de classe I classiques se composent de huit parties
codantes (exons) séparées par sept introns non codants (Bignon |D., 2000) Ces
genes et donc les molécules correspondantes sont extrémement polymorphes
pour chacune des trois séries alléliques A, B et C. On dénombre a ce jour, 893,
1431 et 569 alleles pour ces trois séries  respectivement

(http:/ /www.hla.alleles.org/nomenclature/stats.h tml. mise a jour 9-10-2009).

Ce polymorphisme de séquence est concentré dans trois zones, dites
hypervariables, localisées dans les exons 2 et 3 et donc dans les parties

correspondantes distales al et a2 de la molécule.

+» HLA de classe I dits non classiques

Les génes HLA-E, -F et -G, identifiés a la fin des années 1980, codent des
structures moléculaires tres proches des molécules HLA classe I classiques. La
distribution tissulaire restreinte, la régulation d’expression différente et le
polymorphisme beaucoup plus limité les différencient des molécules HLA de
classe I classiques (Braud VM et al., 1999). L’architecture de ces molécules,
également associées a la [(2m, est pourtant identique. Les différences
structurales se situent au niveau des liaisons a l'antigene pour les molécules

HLA-E et -G (Clements CS and al., 2005). Contrairement aux autres molécules
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HLA, la molécule HLA-F est exprimée a la surface cellulaire non associée a un
peptide antigénique. Néanmoins, quelques modifications dans la structure des
genes E, F et G conduisent a quelques différences structurales, dont un
raccourcissement plus ou moins important de la partie intracytoplasmique de
ces trois molécules. De plus, I'existence possible d’épissages alternatifs d'un ou

deux exons conduit a la transcription de plusieurs isoformes différentes.

% Molécules et genes apparentés aux molécules HLA de classe I :

a) Les genes MIC:

Les genes MIC (major histocompatibilitycomplex class I chain related
gene), constituent une famille de genes localisés dans la région HLA de classe I,
centromériques au gene HLA-B (figure 5), et codent pour une série de
molécules. Cinq genes MIC ont été identifiés, dont MIC-A et MIC-B, localisés a
46 et 141 kb respectivement de HLA-B et 3 pseudogenes (MIC-C, MIC-D et
MIC-E) (Shiina et al., 1999 ; Stephens 2001). Seuls les genes MICA et MICB sont
fonctionnels et codent pour un polypeptide de 383 acides aminés dont la
structure générale est similaire a celle d"une chaine lourde a de classe I (Shiina T

etal,. 1999).

La protéine MICA, comme la protéine MICB, est formée de 3 domaines
extracellulaires al, a2, a3, d'une région transmembranaire et d'une région
cytoplasmique. Les domaines extracellulaires sont codés respectivement par
I'exon 2, I'exon 3 et I'exon 4. L’exon 5 code pour la partie transmembranaire et

I'exon 6 pour la partie cytoplasmique (figure6).

Contrairement aux molécules de classe I classiques, la protéine MICA ou
MICB n’est pas associée a la 2 microglobuline a la surface cellulaire, mais
présente a priori une structure tridimensionnelle similaire a celle des molécules
de classe I (figure 7). Il n'existe qu’environ 30 % d’homologie de séquence entre

les molécules HLA de classe I classiques et les molécules MIC au niveau des
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domaines extracellulaires qui constituent le site de fixation peptidique sur les
molécules de classe I, ce qui fait penser que les molécules MIC ne fixent pas de

ligands peptidiques conventionnels (Li et al,. 2001).

Les données concernant la distribution cellulaire et tissulaire de ces
molécules sont discordantes. Alors que les ARN messagers de MICA sont
présents dans les fibroblastes et les cellules épithéliales, ils ne le sont ni dans les
lymphocytes Ta/f3 ni dans les lymphocytes B. La protéine MICA semble avoir
une expression membranaire restreinte a la surface de I’épithélium intestinal et
thymique (Koning et al. 1989, Groh et al. 1998). A la différence des molécules
HLA classiques, l'expression des molécules MIC n’est pas induite par
I'interféron, mais par le stress cellulaire. Ce phénomene est lié a la présence
dans la région promotrice des génes MIC d’éléments régulés par le choc
thermique (heat shock responsive elements) similaires a ceux présents dans le
promoteur du gene HSP (Heat shock protein) (Groh et al,. 1996). Cela suggere
que les protéines MIC pourraient se comporter comme des antigénes de stress.

Les molécules MIC sont les ligands des récepteurs NKG2D (figure8)
(Bauer et al. 1999). Les récepteurs NKG2D sont présent de maniére constitutive
sur les NK et également exprimés a la surface de 70% a 90% des lymphocytes T
v/ 6 (Koning et al,. 1989 ; Groh et al,. 1998). Ils sont aussi exprimés sur les LT
CD8 (Bauer S et al., 1999 ). L'interaction entre NK et cellule cible se fait donc
grace aux récepteurs NKG2D et protéines MIC respectivement (figure 9).

La protéine MICA possede en position 129 du domaine alpha2, soit un
résidu méthionine (met), soit un résidu valine (val).

Les molécules MICA avec un résidu met ont une forte affinité de liaison a

NKG2D alors que les molécules MICA avec un résidu val, ont une faible affinité

de liaison avec NKG2D (Steinle et al,. 2001).

A la suite de l'interaction MICA/NKG2D, les cellules NK sont activées
grace a la protéine DAP10 couplée a NKG2D (Wu et al. 1999). Ce signal

d'activation des cellules NK domine le signal inhibiteur induit par la
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reconnaissance de NKG2D par les protéines CMH classe I (figure 10) (Bauer et
al., 1999). Ainsi, alors que les protéines CMH classe I indiquent l'intégrité
cellulaire aux TCR des LT et aux récepteurs des cellules NK, la protéine MICA
informe d'un stress cellulaire et induit ainsi une réponse immunitaire méme

lorsque les protéines CMH classe I sont exprimées correctement.

. ; : y 3 : ‘-,
f Cytokine
. secretion
m‘z‘fﬁ‘?m domain iyctt?v‘?t‘yn (e.g- MIP-1B,
JANTNE : TNF-x, IFN-y)
,A‘l'd),&”"""
Ny
&
SH2 binding domain Iml‘& =
lor the p85 subunit of ). A N
Pi 3-Kinase A3 R f 5
X4 * NK Cell

Figure 10: Régulation de I’activation des cellules NK
(http://www.rndsystems.com/ NKG2D% 26h 1%3Dfr mise a jour :2009)

La protéine MICA joue ainsi un role essentiel dans l'immunosurveillance anti-
tumorale et anti-virale médiée par les cellules T et NK et dans le maintien de
l'intégrité des épithéliums. Cette protéine est également exprimée par les tissus

greffés en cours de rejet (Hankey et al., 2002).

L'équipe de Groh (Groh et al,. 2001) s'est orientée vers l'étude du
cytomégalovirus (CMV), connu pour échapper au systeme immunitaire par
différents mécanismes interagissant avec la présentation antigénique et
I'expression des molécules HLA de classe 1. L'infection de lignées de cellules
endothéliales et de fibroblastes par le cytomégalovirus (CMV) provoque une

augmentation des molécules MIC a la surface cellulaire au bout de 24 a4 72 h
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parallélement a une diminution d'expression des molécules de classe 1 (Groh et
al,. 2001). L'expression de MIC est aussi observée in vivo sur des biopsies
pulmonaires de patients infectés par le CMV. L'interaction MIC/NKG2D
délivre un signal de costimulation a des lymphocytes T a/, spécifiques d'un
peptide de CMV.

En résumé, le signal 1 de reconnaissance provient de l'interaction du TCR avec
les molécules CMH classe I classique présentant un peptide CMV, et le signal 2
est un signal de costimulation issu de l'engagement de NKG2D vis-a-vis de
MIC. A coté d'infections virales, des infections bactériennes sont aussi capables
d'induire l'expression des molécules MICA sur différents types cellulaires.
L'infection de cellules dendritiques et épithéliales par mycobacterium tuberculosis
provoque une augmentation des molécules MICA a la surface cellulaire
pouvant interagir avec le récepteur NKG2D présents sur les lymphocytes T y/6.
L'interaction MICA-NKG2D conduit a une amplification de la réponse
dépendante du TCR des lymphocytes T (Das H et al., 2001).

La distribution des alleles MICA chez deux populations, Euro-américaine
et Afro-américaine a montré que les alleles MICA * 00201 *, 004, et * 00801 ont
été les trois principaux alleles communs chez les deux populations avec une

fréquence supérieure a 10%.

b) D’autres molécules ont pour particularité de présenter des similitudes
structurelles et fonctionnelles avec les molécules HLA de classe I classiques,
mais les genes ne sont pas localisés dans le CMH. Ce groupe comprend
notamment les molécules CD1, ULB-P (UL16 binding protein) et MR1 (MHC class
I related-1) impliquées dans les réponses immunitaires a médiation cellulaire,
mais aussi d’autres protéines impliquées dans des processus non immunitaires
comme ZAG (Zn-a2-glycoprotéine), FcRn (récepteur néonatal pour le fragment

Fc) et EPCR (endothelial cell protein C receptor).
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III. 1.2 HL A classe I :

Les génes HLA classe II sont situés en position centromérique du
chromosome 6. Ils comprennent principalement trois familles de genes : DR,
DP, DQ.

La région de classe II contient 23 a 25 geénes ou pseudo-genes. Les génes DRA,
DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1 sont fonctionnels et
produisent des molécules de classe II.

Les autres génes de classe II sont soit des pseudogenes (DRB2, DPA2, DPB2,
DQBB3) soit des genes sans défaut apparent mais non transcrits (DQA2, DQB2)
(Figure 11). Il existe aussi des genes de classe II dites « non classiques ». Ces
genes, appelées HLA-DM et HLA-DO, comportent des signaux de ciblage vers
la voie endocytaire (Karlsson L. DM and DO., 2005).

Ces molécules non classiques ne fixent pas de peptides mais jouent plutét un
role dans le chargement des antigenes sur les molécules classiques afin de

donner naissance a des complexes stables.

elomere
centromers
—»

<+ DRB 3,4, 5 ou rien

DaA2 o o
© 2 DRE9
DPA2 oMB @5 Q@ DOES P @
DPB2 DPBT  DMA o J B S DR |~ DQB1 DRB1E &
—H————H /
| i - ‘
L J L | L J

HLA DP HLA DQ HLA DR

Figure 11: Génes appartenant a HLA classe II (Klein et al,. 2000)
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IIL. 1.3 Les génes de classe I :

Outre les genes de classe I et I, le CMH compte de nombreux genes
codant des produits aussi divers que les « facteurs de nécrose des tumeurs »
TNFa et TNFp, les composants du complément C4, C2 et Bf, les transporteurs
de peptides TAP1 et TAP2, des protéines de choc thermique HSP70, une
vany1l-tRNA synthétase, des cytochromes P450 (figure 3). Malgré leur grande
diversité, ces génes sont pour la plupart impliqués dans des phénomenes

immunitaires (Klein,. 1997).

IIL. 2 Génétique de la Spondylarthrite Ankylosante :

II1. 2.1 Association HL A-B27 avec SA :

e e,

ainsi que dans les spondylarthropathies. Plus de 90% des malades
diagnostiqués spondylarthrite ankylosante sont porteur du géne (Brewerton et

al,. 1973 ; Toussirot et al,. 2006).

La présence du gene ne permet pas de réaliser le diagnostic, car 6% de la

population francaise est porteuse du gene, mais qui ne sont pas malades

(Breban et al,. 2002.)

L’association entre HLAB27 et SA, connue depuis 1973, a été amplement
documentée dans différentes populations avec un risque relatif de 80 a 90 dans
les populations caucasienne. La spécificitt HLA-B27 est codée par différents
alleles (HLA-B*2701 a HLA-B*2725) dont l'intensité de 1’association a la maladie
est sans doute différente : I'allele majoritaire, associé a la SA, est l'allele HLA-
B*2705. On retrouve également les alleles HLA-B*2702, HLA-B*2704 et HLA-
B*2707 sont fortement associés aux SA chez la population caucasienne et la
population d’Asie respectivement. En revanche, les alleles HLA-B*2706 et
HLA-B*2709 semblent moins associés (Khan,. 1995).
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Deux hypotheses scientifiques visant a expliquer le mécanisme de la SPA avec

un role pathogene lié a HLA-B27:

1. le peptide arthritogene: le HLA-B27 présenterait des peptides
intracellulaires provenant de bactéries, qui vont stimuler une réponse du
systeme immunitaire qui va engendrer la maladie. Selon ce concept dit du
“peptide arthritogéne”, c’est a dire d'une petite protéine qui déclenche une

arthrite ou inflammation de l'articulation.

2. Mimétisme moléculaire: S'il y a réaction croisé entre les antigénes HLA
et ceux des bactéries, alors I'infection par ces microorganismes va conduire a la
production d’anticorps, qui auront simultanément une activité antimicrobienne,
auto immune. Seulement une petite proportion, ou un sous ensemble de ces
anticorps antibactériens auront une activité anti soi. Les antigenes bactériens
apportant des séquences partagées avec les antigenes HLA-B27, seront
immunogenes, particulierement sur les bords des séquences partagées, parce
que c’est a cet endroit que le systeme immunitaire ne saura pas faire la
différence avec ses propres antigenes. Si les auto-anticorps sont produits mais
en petite quantité, cela n’activeraient pas la cascade du complément, et donc,
aucun événement cytotoxique et aucune inflammation ne s’en suivrait (figure
12A).

Quand de tels anticorps sont présents dans des concentrations élevées, ils
activeraient la cascade du complément avec la stimulation de l'inflammation
qui par la suite peut avoir comme conséquence des dommages et la fibrose
localisées de tissu (figure 12B), particulierement dans les anthéses autour des
articulations de colonne lombaire et des sacro-iliaques.

Si les bactéries sont présentes dans l'intestin ou le mucus intestinal, on peut
prévoir que les ganglions de lymphe relatifs, qui sont présents dans le
mésentere de l'intestin et du bassin, seront étroitement liés anatomiquement
aux articulations de colonne lombaire et des sacro-iliaques, et donc, que des
titres élevés d’anticorps seront présents dans ces secteurs, qui sont les

emplacements pathologiques principaux de l'expression de la SPA. La
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production continue des concentrations élevés de ces auto-anticorps ménerait a
I'inflammation autour de la colonne lombaire et des sacro-iliaques, et dong, la

présence des signes cliniques et des symptomes liés a cette pathologie.

Dans les situations d’infections persistantes, ces anticorps passeraient des
neeuds de lymphe mésentérique et pelvienne a la circulation générale, et de
tels anticorps devraient non seulement étre discernables dans le sang, mais
affecteraient également des emplacements plus distaux, tels que le cou, I'uvéa

(iritis), et les autres grandes articulations périphériques.

III1. 2.2 Association MIC A maladies :

% Association MICA et Spondylarthrite Ankylosante :

Une étude sur une population de Sardaigne montre que la fréquence de
l'allele MIC A4 est plus élevé (53,2%) chez les patients souffrants de SA que
dans les autres populations caucasiennes (environ 20%); cet allele est fortement
associé ala pathologie.

En plus, MICA-A4 a été trouvé chez 16 patients sur 20 qui sont HLA-B27
négatifs, avec une fréquence de 80%. Cela suggere que l'allele MICA-A4 peut

également étre un facteur de susceptibilité (Ricci-Vitiani et al., 2000).

+» Association MICA et maladie de BEHCET :

L’étude de ce microsatellite transmembranaire chez 77 patients japonais
atteints de maladie de Behget a récemment mis en évidence une association
significative avec 1'allele MICA-A6 : 74 % des patients expriment 1’allele MICA-
A6 qui n'est présent que chez 47 % des sujets-controles. Cette association semble
supérieure a l’association avec HLA-B51, exprimé chez 57 % des patients
japonais. De plus, tous les patients HLA-B51 portent I'allele MICA-A6 (Amoura
et al,. 2006).
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¢ Association MICA fiévre méditerranéenne familiale (FMF) :

La fievre méditerranéenne familiale (FMF), maladie héréditaire a
transmission autosomique récessive. Elle est caractérisée par des attaques
fiévreuses de courte durée, a rémission spontanée, récurrentes a des intervalles
variables. La fievre est souvent accompagnée par une péritonite, une pleurite
et/ou une synovite. Le gene responsable de la maladie est le gene MEFV,
composé de 10 exons, localisé sur le bras court du chromosome 16. Plus de 35
mutations ont été identifiées a ce jour, parmi lesquelles 5 sont les plus
fréquentes (M694V, M6941, M6801, V726A et E148Q). La mutation M694V a été,
a plusieurs reprises, corrélée a des phénotypes séveres.

Le géne MICA semble avoir un effet sur le cours de la maladie, mais pas sur le
type de manifestations cliniques. Cet effet de MICA a été noté uniquement chez
les homozygotes pour la mutation M694V. Chez eux, la présence au locus
MICA de I'allele MICA-A9 se traduit par un début plus précoce de la maladie,
alors que celle del’allele MICA-A4 adoucit la sévérité du génotype homozygote
M694V en diminuant la fréquence des crises (Cazeneuve et al,. 2000 et Touitou et

al,. 2001).

++ Association MICA et maladie de Crohn :

Les maladies inflammatoires de l'intestin (MICI), maladie de Crohn (MC)
et rectocolite hémorragique (RCH), sont caractérisées par une réponse immune
non controlée vis a vis de la flore intestinale. Les cellules épithéliales intestinales
et les composants de l'immunité innée sont impliqués dans la pathogenese de la
MC. Les molécules MICA sont présentent en grande quantité sur les tissus
intestinaux dont l'expression est induite par certaines souches bactériennes
adhérentes. Cette expression semble étre augmentée au cours de la MC.
L'expression de NKG2D est augmentée a la fois a la surface de cellules T CD8
sous l'effet de I'IL-15, cytokine produite par 1'épithélium intestinal lors d'un
stress inflammatoire (Roberts Al et al., 2001) et aussi sur les NK. Ces données

permettraient d'expliquer certains aspects de la pathogénie de la maladie de
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Crohn, en particulier le role des facteurs bactériens d'environnement dans le
déclenchement ou l'entretien du processus auto-immun. Par exemple,
I'infection de lignées cellulaires épithéliales par certaines souches adhérentes
d'E. coli éleve de facon tres rapide l'expression de surface de ces molécules et la

possibilité d'activation des lymphocytes via NKG2D.

% Association MICA et maladie cceliaque :

Une étude espagnole suggere que l'allele MICA A5.1 est associé a la
maladie cceliaque indépendamment de l'allele HLA-DQ2 qui reste 1’allele

prédisposant des formes diniques de cette maladie (Rueda at al,. 2003).

+» Association MIC A et diabéte :

Chez 119 patients coréens atteints de diabete de type I et 134 sujets, I'allele
MICA-A6 était présent a une fréquence significativement plus faible dans le
groupe de patients diabétiques que dans la population témoin. Par contre
l'allele MICA-A4 était présent a une fréquence plus élevée chez les patients

diabétiques indépendamment des génes HLA (Van Autreve et al,. 2006).

% Association MICA et psoriasis :

Une étude sur 45 patients atteints de psoriasis, 65 avec arthrite psoriasique,
et 177 sujets témoins révele qu’en plus de l'allele HLA-Cw* 0602 qui est
augmenté dans les deux groupes de patients, 1'allele MICA-A9 était présent a
une fréquence significativement plus élevée chez les patients atteints d'arthrite
psoriasique. L'augmentation du MICA-A9 chez les patients atteints d'arthrite
psoriasique est indépendante de déséquilibre de liaison avec Cw * 0602. Cet
allele semble conféré un risque relatif supplémentaires développement de
'arthrite psoriasique et est indépendante de l'association des Cw * 0602 dans le

psoriasis (Gonzalez et al,. 1999).
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% Association MICA et Lupus Erythémateux Disséminé (LED) :

Une étude sur un échantillon de 48 patients Italiens et 158 sujets témoins
sains montre qu’en plus des associations des haplotypes HLA de classe 1I,
DRB1 * 03-DQA1 * 0501-DQB1 * 0201 (DR3-DQ2), les allele MICA-A5 et MICA-
A5.1 sont fortement associés au LED, alors que l'allele MICA-A9 n’en est pas

associé (Gambelunghe et al,. 2005).

+» Association MICA et PR :

Une étude cas témoins réalisé chez 144 patients atteints de PR et 297
témoins en Corée a montré que la fréquence de l'allele MICA-A9 est
significativement diminué chez les patients atteints de PR par rapport aux
témoins, tandis que la fréquence de l'allele MICA -A4 et MICA-A5.1 sont
significativement augmentés chez les cas. En plus, une forte association entre
l'allele HLA-DRB1 * 0405 et MICA-A4 a été observée chez les témoins ainsi que
dans les patients atteints de PR (IWon Mok et al,. 2003).

+» Association MIC A et tumeurs :

Dans les modeles murins, l'activation de cellules NK ou des LT y/6 via NKG2D
reconnaissant Rael ou H-60, ligand du resepteur NKG2D, équivalent aux
molécules MIC chez I'homme, suffit a induire une cytotoxicité antitumorale
(Tieng et al,. 2002). Chez I'hnomme, les molécules MICA exprimées sur certaines
lignées tumorales d'origine épithéliale ainsi que sur certaines tumeurs
fraichement isolées de carcinomes pulmonaires, rénaux, du sein, de la prostate
et du colon, sont la cible de cellules T cytotoxiques gamma/delta Vdeltal

infiltrant ces tumeurs (Groh V et al,. 1999).

Cependant toutes les tumeurs d'origine épithéliale n'expriment pas
MICA. L'impact de la reconnaissance des molécules MICA in vivo par des

effecteurs de la réponse immunitaire exprimant le récepteur NKG2D reste
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encore a définir. L'induction de MICA sur les cellules épithéliales tumorales,
peut-elle étre un moyen de controler la croissance et de permettre 1'éradication
tumorale ou bien au contraire est-elle un moyen d'échapper au contrdle du
systeme immunitaire. La derniére hypothese est renforcée par le fait que
I'expression des molécules MIC est surtout détectée sur des tumeurs a fort
potentiel de progression (Groh et al,.2002) et que celles-ci ont la possibilité de
sécréter des molécules MICA solubles (Groh et al,.2002, Salih et al,. 2002).
L'échappement tumoral a la surveillance immunitaire serait due a la sécrétion
de ces molécules, qui une fois liées aux récepteurs NKG2D exprimés sur les T
CD8+, entraineraient leur endocytose et leur dégradation. Cette hypothese a
été validée expérimentalement en montrant que le sérum de patients contenant
des molécules MIC solubles diminue 1'expression de NKG2D a la surface de
lymphocytes T CD8 (Groh et al,.2002). La diminution de l'expression de NKG2D
observée sur les lymphocytes T infiltrant les tumeurs ainsi que sur les
lymphocytes T circulants du sang périphérique pourrait contribuer a l'absence
de réponse antitumorale spécifique et compromettre de fagon plus globale les

fonctions immunitaires de ces patients (Tieng et al,. 2002).

Un travail récent a évalué 'impact potentiel des polymorphismes HLA-E
et MICA-129 sur l'évolution du cancer du nasopharynx en Tunisie. Un
échantillon de 130 patients présentant un cancer du nasopharynx et 180 sujets
sains, ont été inclus dans cette étude. Les analyses statistiques ont montré que la
présence de 1'allele MICA-129 val est associée a un plus fort taux de ce cancer
alors que celle de I'allele MICA-129 met est significativement plus importante
chez les sujets sains. Par ailleurs, le génotype MICA-129met/val est associé a
une meilleure survie a 10 ans par rapport au génotype MICA-129val/val. Enfin,
I’analyse des associations haplotypiques entre HLA-E et MICA montre que les
associations HLA-E*0101/MICA-129met et HLA-E*0103/MICA-129met sont
protectrices en retardant la survenue de ce cancer. L’haplotype HLA-
E*0103/MICA-129val est par contre associé a une survenue plus précoce de la

tumeur (Douik et al,. 2006).
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III. 2.3 Association d’autres genes avec SA :

< HLA-DRB1:

Breban et son équipe ont étudié 188 patients de 70 familles multiplex
soufrant de SA. Ils ont observé que l'allele HLA DR4 contribuait a la survenue
de SA et la présence de cet allele multipliait par 2,8 le risque de développer une
SA chez les patients porteurs de HLA-B27 (Breban M., 2004 ; Said-Nahal et al.,
2002)

+ HLA-DQ et HLA-DP :

Un allele est retrouvé chez des malades SA avec une fréquence tres élevée,
il constitue donc un facteur de risque, il s'agit de l'allele DQB1*0503. En
revanche d'autres alléles présentent une fréquence plus faible et conférent une
protection. Il s'agit de l'allele HLA-DQA*01 pour le locus HLA-DQALI et de
l'allele DPB1*0401 pour le locus HLA-DPBI.

“*Le géne de I'IL-1:

Le géne de I'IL1 est situé au niveau du cluster IL1 (chromosome 2). Une
étude sur une populations anglaises et nord-américaines a apporté une
association entre les spondylarthropathies et I'IL-1p avec des fréquences
augmentées (Kim et al,. 2005; Kim et al,. 2008 ; Maksymowych et al,. 2006; Sims et
al,. 2008).

L’IL-1P est une cytokine pro-inflammatoire qui est principalement produite par
les macrophages activés. Chez la souris, son hyperexpression est responsable
d’une arthrite séveére proliférative chronique. Son role n'a pas été étudié dans
des modeles animaux de SA, ni élucddé chez 'homme (Niki et al,. 2004). Deux
essais thérapeutiques menés avec I'anakinra, un inhibiteur de I'IL-1, ont montré

une efficacité du traitement, suggérant une implication de I'IL-1 dans la SA.
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% ERAP1 (endoplasmic reticulum aminopeptidase 1) :

L’aminopeptidase endoplasmique associée au réticulum, est une enzyme
qui présente deux fonctions connues : la premiere est de cliver les récepteurs de
cytokines (IL-1, IL-6, TNF) de la surface cellulaire (Cui et al,. 2002 ; Cui et al,.
2003), la seconde est de tailler les peptides a la bonne longueur pour la
présentation par les molécules HLA de classe I, en coupant la partie N
terminale des précurseurs dans le réticulum endoplasmique (Serwold et al,.
2002).

La perte de fonction des variants d’ERAP1 pourrait ainsi avoir des effets pro-
inflammatoires via ce mécanisme de clivage des récepteurs. Chez les souris
knock-out ERAP1, on observe une réduction de I'expression des molécules du
CHM de classe I de surface, une augmentation significative de 'altération des
marqueurs de surface de classe I, une diminution de la stabilité et une
présentation défectueuse des antigénes sur la surface des cellules (Yan et al,.
2006 ; Hammer et al,. 2007). La découverte d’ERAP1, plaide en faveur de
I'hypothése d'un groupe de peptides arthritogenes, qui n’auraient peut-étre pas
un type de séquence commune, mais plutét une forme similaire, cela reste a

démontrer.

s IL-23 et IL-17 :

Les deux cytokines pro-inflammatoires, IL-23 et IL-17, peuvent étre
associées aux maladies autoimmunes. En effet, la production d'IL-23 et surtout
d'IL-17, une interleukine connue pour étre impliquée dans la pathogénie de
plusieurs affections inflammatoires, serait tres augmentée chez les patients

atteint de la SA (Wendling et al,. 2007 ; Jandus et al,. 2008).

L’étude suggere que l'anomalie de repliement de la molécule HLA-B27
serait responsable d"un stress du réticulum endoplasmique. Un des éléments de

cette anomalie, serait une surproduction d'IL-23 dont une des conséquences est
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la différenciation des T CD4+ en lymphocytes Th17, lymphocytes qui sont a
I'origine de la synthese d'IL-17 (Layh-Schitt et al,. 2008 ; Acosta-Rodriguez et al,.
2007).

Sur cette base, empécher les lymphocytes T de se différencier en cellules Th17
pourrait supprimer ou réduire fortement le développement des maladies

inflammatoires comme les spondylarthropathies.

“*TNF a (Tumor Necrosis Factor) :

L’expression d’ARNm codant pour le TNFa a été retrouvée en quantité
abondante sur des biopsies d’articulations sacro-iliaques. (Braun et al,. 1995).
Une analyse des résultats du gene TNFa a montré que l'allele
TNFa6 est fortement associé a des patients de SA (Djouadi et al,. 2007).

Le traitement par les inhibiteurs du TNFa a bien montré son efficacité lors de la

SA, cela suggere que le gene codant pour le TNFa est bien associé a la maladie.

+CARDI15:

Le gene CARD15 (Caspase recruitment domain) code pour une protéine
portant au moins 4 domaines. Un domaine fait de répétition de zones riches en
leucine permet l'interaction avec des composants bactériens dont le
Lipopolysaccharide (LPS). Un domaine liant les nucléotides (NBD) permet sans
doute l'oligomérisation de la protéine. Enfin deux domaines CARD servent
d'effecteurs en permettant une liaison a d'autres protéines activant l'apoptose.
Le géne est préférentiellement exprimé dans le monocyte (Hugot et al,. 1996).

L'étude du polymorphisme du gene CARD15 chez les patients souffrants
de spondylarthropathies a permis d'identifier un phénotype spécifique déja
observé dans la maladie de Crohn. La fréquence rapporté des trois variants du
gene CARD15 (R702W, G908R et 1007fs) dans la population SPA (20%) est
similaire a la population témoin (17%), mais monte a 38% dans le sous groupe
de patients SPA présentant une inflammation intestinale chronique. Ceci est

significativement plus élevé que dans les autres sous-groupes de SPA et le
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groupe témoin mais la fréquence est presque similaire chez les patients soufrant
de la maladie de Crohn (49%). Ces observations indiquent que le
polymorphisme du gene CARDI5 est associé avec un plus grand risque de

développer une inflammation intestinale chronique. (Kim et al,. 2004).
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IV. Matériels et Méthodes

IV.1 Population d’étude :

Nous avons réalisé une étude cas/témoin qui a portée sur deux
populations :
% Population témoins : composée de 78 individus non apparentés, originaires de
I'Ouest Algérien et ne souffrant d’aucune maladie auto-immune.
% Population de sujets atteints de la Spondylarthrite Ankylosante, composée de
65 femmes et de 25 hommes, non apparentés, originaires tous de 1'Ouest
Algériens et recrutés au niveau du service Rhumatologie, CHU Oran, selon les

critéres d’Amor.

IV. 2 Méthodes:

Afin de réaliser notre étude, nous avons suivis trois étapes :
- Extraction d’ADN par la technique Salting Out
- Amplification de I'Exon 3 du géne MICA par la PCR nichée

- Digestion par I'enzyme de restriction Rsal

* Extraction et dosage de ' ADN :

-Extraction de ’ADN a partir du sang total :

L’ADN est extrait a partir du sang total selon la technique utilisant le NaCl.
(Miller et al, 1989).

Un volume de 10 a 20 ml de sang est prélevé, par individu, sur une solution
d’EDTA 0 ,5M (1/10¢ du volume total) puis congelé a -20°C.

Cette extraction a été réalisée sur un total de 90 prélevements appartenant aux
individus atteints de Spondylarthrite Ankylosante de et de 78 prélevements

appartenant aux témoins non apparentés. Elle comprend les étapes suivantes :
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a. Lyse des globules rouges : Le sang est décongelé et les globules rouges sont
détruits par choc hypotonique ménagé. Le volume est ajusté a 45 ml par
addition d"une solution hypotonique de TE 10/10 (Tris/HCI 10mM ; EDTA
10mM pH 8) et le mélange est agité délicatement, mis dans de la glace
pendant 30 minutes puis centrifugé a 3000rpm pendant 15 minutes. Ce
traitement est effectué au minimum 2 fois jusqu'a 'obtention d'un culot
blanchatre correspondant aux globules blancs.

b. Lyse des globules blancs : Le culot est resuspendu dans un volume de 5ml
d"une solution de lyse des globules blancs (SLB) (Tris/HCl 10 mM ; EDTA 0,
ImM pH 8 et SDS 0,5 %) et la protéinase K 20mg/ml. Ce traitement a pour
bt de détruire les membranes cellulaires libérant ainsi ’ADN génomique.
Les protéines sont dégradées par I'action de la protéinase K a 37°C, pendant
une nuit sous agitation douce.

c. Précipitation del’ADN a 1’éthanol : Un volume de 2ml de la solution de Nacl
5M est ajouté au culot, celui-ci est mélangé puis centrifugé a 4000rpm
pendant 10 minutes. L’ADN est précipité sous forme de méduse par addition
de 2 volumes d’éthanol absolu froid. Il est ensuite lavé dans de 1’éthanol a
70%.

La méduse est récupérée avec une pipette pasteur puis séchée a l'air libre et
resuspendue dans 200 a 500ul de tampon TE 10/1 (Tris/ HCl 10mM ; EDTA
1mM ; pH 8) selon la taille de la méduse. La dissolution complete de I’ADN
est réalisée sous agitation lente pendant plusieurs jours a température

ambiante.

-Détermination de la concentration et contrdle de la qualité de]’ADN :

La concentration de ’ADN est estimée par la densité optique a 260nm sachant
qu'une unité de densité optique a 260nm correspond a 50ng d’ADN/ml. La
pureté de I’ADN extrait est évaluée par le rapport de sa densité optique
DO260nm/DO280nm qui doit étre compris entre 1,8 et 2,0. Une valeur
supérieure témoigne d’une contamination par le sel et une valeur inférieure,

d"une contamination protéique.

32



Chapitre 1V

% Amplification par PCR Nichée/RFLP :

Principe de la PCR nichée :

La PCR nichée (Nested PCR), PCR gigogne ou PCR emboitée est une PCR en

deux étapes successives, avec deux couples d’amorce différents, le second liant
des séquences situées a l'intérieur du premier amplicon. Cette technique était
initialement utilisée pour réduire le risque de contamination (le produit final
devait pouvoir interagir avec deux couples d’amorces, afin d’augmenter le
nombre de copies cibles). Elle est maintenant tres utilisée en virologie et
notamment dans l'étude de virus a ARN qui peuvent avoir une haute
mutabilité. Le premier couple d’amorces est concu pour pouvoir accrocher les
quelques parties stables du génome viral, le deuxieme pour identifier le sous-

type. Elle permet aussi une meilleure sensibilité du résultat de la digestion.

Protocole de la technique PCR nichée :

Le polymorphisme a étudier est localisé au niveau de I'exon 3 du gene MICA,
plus précisément, a la position nucléotidique 454.

Nous avons amplifié en premier lieu un grand fragment de 2Kb, a partir du
premier intron jusqu’au cinquiéme. Ensuite, en deuxiéme lieu, nous avons
amplifié I'exon 3 englobant le polymorphisme met 129 val, en utilisant le
produit d’amplification de la premiere PCR (figure 13).

Afin de réaliser ces deux amplifications, nous avons disposé de deux couples
d’amorces :

-un couple d’amorce spécifique aux séquences qui sont a 'extrémité du grand
fragment (2Kb)

-un couple d’amorce spécifique aux séquences qui encadre I'exon 3 (127pb).
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Les séquences et les conditions d’amplification pour les deux couples d’amorces

sont regroupées dans le tableau suivant :

Tableau 1 : Conditions de I'amplification du grand et petit fragment

C : Noms
ouplie :

P des La séquence 5" — 3’ temperature
d’Amorces d’hybridation

Amorces

Premier Amorce 1 | 5-CGTTCTTGTCCCTTTGCCCGTG-3’
couple 68°
damorce | \ orce 2 | 5-GATGCTGCCCCCATTCCCTTCC-3”
dewxieme |\ orce 3 | 5-GGGTCTGTGAGATCCATGA-Y
couple 58°
damorce | \norce 4 | 5-TGAGCTCTGGAGGACTGGGGTA-3’

La température d’hybridation pour le deuxieme couple d’amorces a été réduite

de 68°

intensité.

a 58° pendant 30mn, afin d’obtenir des amplifications de bonne

L’amplification a été réalisé dans un mélange réactionnel de 25Ml constitué de

2,5 mM de MgCl2, 1X de tampon (Biolabs, New England), 0, 2mM du dNTP,

0, 7mM d’amorces, 200ng d’ADN et enfin 2, 5 d’unité de Taq polymérase est

ajoutée. L’amplification se fait dans un thermocycleur (Techne Flexigene).

Le programme d’amplification du gene MICA est détaillé dans le tableau 2
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Tableau 2 : Programme de 'amplification du gene MICA

Phase Phases Température Durée
Phase 1 Dénaturation 95°C 5mn
Dénaturation de ’ADN 94°C 30s

Phase 2
(35 cycles) Hybridation des amorces 68° 30s

58°

Elongation des amorces 72°C 45s
Phase 3 Elongation finale 72°C 10mn

Test de controle d’amplification et test de digestion :

Le controle de la premiere amplification est effectué par électrophorese
sur gel d’agarose dosé a 0.8%, alors que pour la seconde amplification
d’effectue sur un gel d’agarose dosé a 2.5%.

Le gel d’agarose est fait a partir d'un mélange d’agarose et du TBE1X. Ce méme
gel a été également utilisé pour révéler les digestions des ADN par 1'enzyme
Rsal.

Le TB1X a PH=8, est constitué du Tris a 0.089M, EDTA a 0.25mM et acide
Borique a 0.089M. Le mélange Agarose-TBE1X est ensuite chauffé dans un
micro-onde jusqu’a obtention d"une solution limpide a laquelle on rajoute 8 Ml

du BET (Bromure d” EThidium a 100ng/MlI) qui est un agent intercalent
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Apres que le gel soit polymérisé, 5SML de chaque ADN est ensuite déposé apres
I'avoir mélangé a 3ML du Tampon de charge (Bleu de Bromophenol a 6X,
Sucrose 40%)

Le Role de ce Tampon de charge est d’alourdir 'ADN et d’indiquer le
front de migration. Une migration est ensuite lancée a 100V pendant 30mn pour
permettre aux ADN de migrer du moins vers le plus. Apres migration, une

visualisation des produits amplifiés est faite sous UV

% Digestion par I’enzyme de restriction Rsal :

Apres amplification de I’exon 3 du gene MICA, une digestion est effectuée
afin de déterminer la présence ou l'absence du polymorphisme qui est localisé
au niveau du codon129.

En effet, la présence de 'allele MICA-129 val se traduit par la présence du
site de restriction, par contre, la présence de 1'allele MICA-129 met se traduit
par son abolition. Ainsi, l'identification de ce polymorphisme est réalisée par
"absence ou la présence du site de coupure de I'enzyme de restriction Rsal.
L’enzyme Rsal possede le site de restriction 5-GTYAC-3" au niveau du codon
129 de I'exon 3 portant le polymorphisme. Une variation d’un seul nucléotide
abolit ce site. En effet, la perte du site est liée a la substitution du nucléotide
Guanine par le nucléotide Adénine a la position nucléotidique 454 qui
correspond au codon 129 de 'exon3 (figure 14).

Ce polymorphisme fait partie d’autres polymorphismes trouvés au niveau des
trois exons, 2, 3 et 4 du gene MICA (figure 15).

Dans le cas ou le site est présent, I'enzyme génere deux fragments d”ADN,
I'un de 104pb et I'autre de 23pb.

Dans le cas ou le site est absent, ’ADN amplifié gardera la méme taille de
127pb, cela veut dire que I'enzyme n’a pas générer de coupure (tableau3).
Ainsi, nous pourrons distinguer les trois types du génotypage MICA-

129met/met, met/val et val/val
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Tableau 3: correspondance entre les fragments de restrictions obtenus et les

génotypes MICA-129

MICA-129 met/met | MICA-129 met/val | MICA-129 val/val

127 127
Rsal 104 104
23 23

Protocole de digestion :

La digestion a été réalisé dans un volume final de 15Ml, contenant le
tampon 1X (10X L Boehvinger Mannheum Gmbh, W-Germany), de BSA (Bovin
Serum Albumin), 5 unité de l'd’enzyme de restriction Rsal (Boehvinger
Mannheum GmbH, W-Germany) et 5 pul d’ADN amplifié. Ensuite le mélange

est mis dans une étuve a 37°C pendant toute la nuit.

IV.3 Tests statistiques

R/

% Letestdu x2:

Le test du x? (prononcer « khi-deux » ou « khi carré », qu'on écrit
également a l'anglaise « chi-deux » ou « chi carré ») permet, partant d'une
hypothese et d'un risque supposé au départ, de rejeter I'hypothese si la distance
entre deux ensembles d'informations est jugée excessive.

La signification statistique d'une association entre un polymorphisme et une
maladie est testée par le calcul du ¥2.

Le x? de conformité permet d’apprécier la signification ou non d’une
différence de distribution, pour un marqueur donné entre les populations de

malades et de témoins.
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L’évaluation du x?> dans cette étude a été réalisée par 1'utilisation du
logiciel Epilinfo5.01. Ce logiciel permet également de déduire le degré de
signification p, qui correspond a la probabilité de store que 1'écart global soit
imputable seulement aux fluctuations du hasard. Lorsque la probabilité p est
égale ou inférieure a 0.05 (5%), il y a au moins de 5 chances sur 100 que la
distribution résulte du hasard. Ainsi, la différence de distribution entre les
populations de malades et de témoins, pour un marqueur donné, est donc
statistiquement significative et le marqueur peut étre considéré comme associé

a la maladie.

Cette évaluation classique du 2 est possible lorsque les effectifs sont
supérieurs a 5. Dans le cas contraire, il est nécessaire d’utiliser un x2 correction
de Yates (effectif inférieur a 5), soit avec la correction de Fisher (effectif inférieur

a 3) (Svejgaard et al 1974 ; Clerget-Darpoux et al, 1988).

% Odds Ratio(OR) et Risque Relatif (RR):

L’'Odds Ratio (OR) est utilis¢é dans les enquétes de cohorte et de type
cas/témoins. Il permet d’apprécier lintensité d’une association entre un
marqueur et une maladie.

L’OR est une estimation du risque relatif dans le cas ou il est impossible de

mesurer les risque de la maladie chez les sujets exposés et non exposés

(Svejgaard et al., 1974 ; Clerget-Darpoux et al., 1988).

L’OR est toujours supérieur au RR, mais dans les cas des maladies rares et
lorsque le RR n’est pas tres élevé, les deux mesures sont tres voisines (Rumeau-
Rouquette et al., 1993). L'évaluation du RR dans cette étude a été obtenue en

utilisant le logiciel Epilnfo 5.01.
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% Déséquilibre de liaison :

Le terme déséquilibre de liaison se réfere a l'association non aléatoire
d’alleles pris a des loci différents. Soit deux geénes, A et B, comportant
respectivement n et m alleles, notés a et b, de fréquences Pa et Pb. Il y a
équilibre gamétique si la fréquence du gamete ab notée Pab est égale aux
produits des fréquences des alléles a et b.

On estime le déséquilibre de liaison par la différence entre la
fréquence haplotypique et le produit des fréquences des alléles :
D = Pab-Pa . Pb. Si D est positive cela signifie que les alleles a et b sont plus

souvent ensembles qu’ils ne le seraient sous l'effet du hasard.
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V. Résultats et discussions

V.1 Résultats des tests d’amplification :

% Résultats de la premiere PCR :

L’amplification a été réalisée sur 90 ADN qui correspondent aux ADN des
malades, et 7BADN correspondant aux témoins. Nous avons pour cela utilisé
un premier couple d’amorce qui reconnait les deux extrémités de l'intron 1 et
I'intron 5, ce qui nous permet d’obtenir un grand fragment d"une taille de 2Kb.
Pour I'ensemble des ADN, nous avons obtenus une bande de méme taille (2Kb)
avec une forte intensité. Il est a noter que nous n'avons eu, au niveau du gel,
aucunes bandes non spécifiques (figure 16).

Cette premiere amplification a pour bt d’augmenter 1’efficacité de la seconde
PCR pour amplifier 'exon 3 qui englobe le polymorphisme étudié (MICA met
129 val).

«» Résultats de la seconde PCR :

Les produits de la premiere PCR, Cclest-a-dire, les amplimeres
correspondant aux 90 ADN des cas et 78ADN des témoins, ont été ensuite
amplifiés en utilisant un second couple d’amorce capable de reconnaitre les
extrémités de l'exon 3. Cette seconde PCR nous permet d’obtenir un petit
fragment de 127pb ot siége le polymorphisme MICA met 129 val.

Les résultats obtenus apreés révélation par électrophorése montrent une bande
de forte intensité correspondant a la taille de 'amplimere attendu (127 pb)
(figure 17).

A partir de cette seconde PCR, nous obtenons des amplimeres qui subiront par
la suite une digestion par I'enzyme de restriction Rsal afin de rechercher le

polymorphisme MICA met 129 val.
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V. 2 Résultats du test de digestion par 'enzyme Rsal :

Le test de digestion révele trois profils éléctrophoretique :

un profil avec une bande intense de 127pb : c’est une bande qui correspond a
I’ADN non digéré, dans ce cas, le site de restriction est absent. L’ADN testé est
donc homozygote pour l'allele MICA-129met : Il porte le génotype MICA-
129met/ met,

un profil avec une bande intense de 104pb : c’est une bande correspondant a
I’ADN digéré, présence d'un site de restriction pour I’enzyme Rsal, "ADN est
donc homozygote pour 1'alléle 129val. Le génotype est : MICA129val/val,

Il est a noter que la digestion du fragment 127pb génére un fragment de 104pb et un
autre petit fragment de 23pb. Ce dernier n’est pas visible sur le gel d’agarose utilisé qui
n’a pas une grande résolution.

concernant le troisieme type de profil, nous observons deux bandes moins
intenses de 127pb et 104 pb, la premiere correspond a l'allele non digéré et la

seconde a l'allele digéré. Ceci indique que le sujet est hétérozygote pour

I'allele  MICA129. Le génotype est : MICA-129met/ 104val (figure 18).

La lecture de I’électrophorese et apres digestion des ADN des malades a montré
les résultats suivants :

27/90 ADN des malades présentent une seule bande de 127pb, ils portent
donc le génotype MICA-129met/ met,

20/90 ADN des malades présentent une seule bande de 104pb, ils portent
donc le génotype MICA-129val/val,

Enfin 43/90 ADN des malades présentent deux bandes de 127pb et 104pb, ils
portent le génotype MICA-129met/ val.

La lecture de l'électrophorese des ADN des témoins digérés a montré les
résultats suivants :

7/78 ADN des témoins présentent une seule bande de 127pb, ils portent
donc le génotype MICA-129met/met,
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- 38/78 ADN des témoins présentent une seule bande de 104pb, ils portent
donc le génotype MICA-129val/val,

- Enfin, 33/78 ADN des témoins présentent deux bandes de 127pb et 104pb, ils
portent le génotype MICA-129met/ val.

V. 3 Analyse des résultats :

L’analyse des résultats du génotypage MICAmetl129val, a montré une
prédominance de 1'allele MICA-129met chez les cas par rapport aux contrdles.
Sa fréquence allélique retrouvée chez les cas est de 0, 54 alors qu’elle est de 0, 30
chez les témoins (p=11.10 ) (tableau 4).

Il semblerait que 1'allele MICA-129met soit de susceptibilité en apportant un

risque supérieur a 1 (OR=2, 71).

Nos résultats sont parfaitement concordants a ceux trouvés par Amroun
et son équipe dans une population algéroise de 129 cas et 76 moins. Celle-ci
suggere une association significative entre le génotype MICA-129met et la
maladie avec des fréquences génotypiques de 0, 81 chez les malades et de 0, 62
chez les témoins (Amroun et al,. 2005).

Le risque trouvé dans cette derniere étude est de 2, 57. I est trés proche de celui

obtenu dans notre présente étude.

Il apparait également que 1'allele MICA-129 val serait 1'allele « normal »
(non susceptible) dans la population de 1'Ouest Algérien, puisqu’il est retrouvé
a une fréquence allélique de 0, 70 chez les témoins contre 0, 46 chez les cas.
L’analyse de la distribution des génotypes met/met, met/val et val/val chez
les deux groupes, montrent une augmentation significative du génotype

met/met chez les cas par rapport aux contrdles (0, 30 vs 0, 09) (tableau 4).

42



Chapitre V

Tableau 4 : Répartition du polymorphisme 129 met/val entre cas et témoins de 'ouest Algérien

CAS TEMOINS
Alléles OR P IC
n=180 n=156
met 97 (0.54) 47 (0, 30)
2,71 10,000011 IC (1,69<OR>4 ,36)
val 83 (0,46) | 109 (0, 70)
Génotypes n=90 n=78
met/ met 27 (0, 3) 7 (0,09)
val/val | 20(0,22) | 38(0,49) 0,0011
met/val | 43(048) | 33(0,42)

A partir des résultats obtenus dans 'étude de Amroun et ceux de notre
présent travail, il apparait que la présence de l'allele MICA-129met est un
facteur de susceptibilité a la survenue de la SA. L’expression de cet allele
pourrait jouer un role tres important dans 1'interaction MICA -NKG2D. En effet,
une personne portant 1'allele MICA-129met, et subissant un stress cellulaire, va
développer une cytotoxicité causée par les NK et les LT y/0, et ceci dans les
cellules épithéliales gastro-intestinales, les cellules endothéliales ou les
fibroblastes tumoraux ou infectés par des virus (Bahram et al. 1994, Groh et al.
1996, Stephens 2001). Cet événement activerait les macrophages et 70 a 90% des
lymphocytes T y/6 dans 1'épithélium intestinal grace a leur récepteur NKG2D
(Koning et al,. 1989; Groh et al,. 1998). Ainsi, un sujet génétiquement
prédisposé, et en présence d'un agent causal (stress), va déclencher une maladie

auto-immune telle que la spondylarthrite ou les spondylarthropaties.

Le signal d'activation des cellules NK, en présence de l'allele MICA-129met et
en présence de stress, domine le signal inhibiteur induit par la reconnaissance
de NKG2D par les protéines du CMH classe I (Bauer et al. 1999). Ainsi, alors

que les protéines CMH classe I indiquent l'intégrité cellulaire aux TCR et aux
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récepteurs des cellules NK, la protéine MICA pour sa part, informe d'un stress
cellulaire et induit ainsi une réponse immunitaire méme lorsque les protéines
CMH classe I sont exprimées correctement.. L’association NKG2D -MICA
dépend d'une simple substitution d'acide aminé a la position 129 dans le
domaine alpha2. Les affinités variables des alleles de MICA pour NKG2D
peuvent affecter le seuil d’activation des cellules NK et la modulation des

cellules T.

En effet, les molécules MICA qui portent a leur position 129 une méthionine a
la place d'une valine, ont une forte affinité avec les récepteurs NKG2D. Ainsi,
elles augmenteront le seuil d’activation des NK induisant une cytotoxicité. En
revanche, les molécules qui portent a la position 129 l'acide aminé valine, ont
une faible affinité aux NKG2D diminuant ainsi ’activation des NK (Steinle et al,.
200 ).

A partir de ces données, nous pouvons comprendre l'effet du
polymorphisme MICA-129met sur la SA en déclenchant une cytotoxicité et une
autoimmunité chez les personnes génétiquement prédisposés et subissant des

facteurs de stress cellulaire.

Une autre étude concernant le polymorphisme MICA-129 a été décrit
récemment par une équipe tunisienne sur le cancer du nasopharynx. Celle-ci a
montré en revanche, une forte association entre MICA 129val et la maladie
(Douika et al,. 2009). Ceci explique que la prolifération tumorale peut étre due a
la faible affinité entre MICA-129val et NKG2D. Par conséquent, une résistance
cellulaire s’installe évitant ainsi leur élimination par les NK et les LT.

Cette observation semble étre contradictoire avec les résultats observés
dans I'étude de l'effet de ce polymorphisme dans la survenue des maladies
autoimmunes. En effet, dans les MAI, c’est la présence de I'allele MICA-129met
qui est susceptible de la survenue de ces maladies par l'activation de
cytotoxicité induites par les NK et les LT. En revanche, dans le cas des cancers,

I’absence de I'activation des NK chez les sujets présentant 1'allele MICA-129val,
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entraine 1'échappement de ces cellules cancéreuses a l’action destructive des
NK.

L’étude sur le cancer nasopharynx en Tunisie a bien déterminé
I'association MICA-129val et 'évolution de ce cancer. Cette association dépend
également du gene HLA-E. En effet 1’haplotype HLA-E*0103/MICA-129Val est
associé a une survenue plus précoce de cette tumeur, alors que les haplotypes
HLA-E*0101/MICA-129met et E*0103/MICA-129met sont protecteurs en
retardant la survenue de ce cancer (Douika et al,. 2009).. L’allele MICA-129val
peut avoir dans ce cas un role additif a la survenue de la maladie et que I'allele
MICA-129met pourrait jouer un role protecteur en augmentant la cytoxicité
méme en présence du HLA-E, puisque ce dernier étre représenter le ligand du
récepteur inhibiteur CD49/NKG2A exprimé sur les NK (Moretta A and al.,
2001). Dans ce cas la, 'expression des molécules MICA est un moyen de
controler la croissance des cellules tumorales et d’échapper au systéme

immunitaire (Steinle, A and al.,2001).

A présent, mis a part ces deux études publiées, il y a un manque
d’informations concernant I'importance du polymorphisme de 1'allele MICA-
129 dans les maladies inflammatoires et auto immunes incluant la SA. Mais ce
qui est intéressant de noter, que ce polymorphisme fait partie d’autres
polymorphismes qui  déterminent les différents alleles MICA
(MICAQL1... MICA56). La plupart des études des associations MICA/MAI, se
sont intéressées au départ qu'aux associations alleles corrélés a ces maladies.
Par exemple, l'étude sur la population Sardaigne (Italie) qui a montré une
association significative entre 1'allele MICA-A4 et la SA (Ricci-Vitiani et al.,
2000).

D’autres associations ont été décrite avec d’autres MAI: Allele MICA-
A6/ Behget chez les Japonais, MICA-A5.1/ Ceeliaque chez les Espagnols,

MICA-4/Diabete de type I chez les Coréens, MICA-A9/Psoriasis, MICA-A5,
MICA-A5.1/LED chez les italiens et MICA-A4/PR. Il est intéressant de préciser

que tous ces alleles possedent I’acide aminé méthionine a la position 129.
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D’autre part, sachant que l'antigene HLA-B27 est le facteur le plus
important dans la survenue de la SA, il est intéressant d’écarter l'effet de cette
spécificité afin de révéler l'effet indépendant de 'allele MICA. En effet, le géne
MICA est en fort déséquilibre de liaison avec le gene HLAB. Cette forte
association entre MICA et HLA-B27 pourrait masquer l'effet du polymorphisme
MICA. Pour cela, nous avons élaboré une stratification pour tester 'effet de ce
polymorphisme indépendamment du gene HLA-B27.

Pour évaluer si l'association SA/MICA est indépendante ou non du géne
HLAB27, nous avons stratifié nos résultats de génotypage MICA met129val en
fonction du statut HLA-B27 (Messal, communication personnelle). La stratification
a concerné un échantillon de 33 cas et 30 témoins au sein de la méme

population étudiée.

L’analyse de la distribution du polymorphisme metl129val du gene MICA
a été réalisée aussi bien en présence du HLA-B27 qu’en son absence.
En présence du HLA-B27, I’analyse permettra d’attester d’un effet synergique
entre le polymorphisme et la spécificité HLA-B27. En absence du HLA-B27,
cette stratification pourrait montrer un effet indépendant du polymorphisme

étudié par rapport a HLA-B27.

Distribution des alléles MICA 129 met/val en fonction de HLAB-27:

Dans les deux cas, nos résultats n‘ont montré aucune différence
statistiquement significative, c'est-a-dire que le polymorphisme n’est corrélé ni
a la présence de la spécificité HLA-B27, ni a son absence.

En effet, en présence du HLAB-27, les fréquences alléliques du MICA-
129met et du MICA-129val retrouvées chez les cas, sont identiques, soit 0, 5
pour les deux fréquences. En absence du HLAB27, la fréquence allélique du
MICA-129met est faible par rapport a celle de 'allele MICA-129val, aussi bien

chez les cas que chez les témoins, ceci rend I'analyse non significative (tableau 5).
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Dans notre étude, cette absence de signification peut étre due au faible
nombre de sujets concernés par la stratification HLA-B27. Effet, sur 90 cas et 78
témoins, seuls 33 cas et 30 témoins ont été concernés par cette stratification, car
ces ADN représentent les seuls ADN dont le statut HLA-B27 a été déterminé
(tableau 5). Il est donc nécessaire de stratifier 'ensemble des cas et témoins en

fonction de HLA-B27.

Tableau 5 : Distribution de 1’alléle MICA en fonction du statut HLA-B27

B27+ OR P B27- OR P
met val met val
CAS
66 25(0, 38) |25 (0, 38) 6 (0,09) (10 (0,15)
n:
NS NS NS NS
TEMOINS |7 (0,12) |11 (0, 18) 11(0, 18) (31 (0, 52)
n=60

L’étude réalisée par Amroun sur la population algéroise de 129cas et 76
témoins, tous typés pour HLAB27, n’a montré aucun effet synergique ou
completement indépendant du polymorphisme MICA metl29val (Amroun et
al,. 2005).

A partir de ces données bibliographique et a partir de nos résultats, nous ne
pouvons pas exclure l'effet du polymorphisme MICA met 129 val par rapport a
HLA-B27, puisque ce dernier présente un role physiologique tres important
dans la survenue de la SA. Néanmoins, nous pouvons prédire l'effet de ce

polymorphisme sur d’autres génes et alleles déja associés a la SA
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Distribution du polymorphisme en fonction de I’dge chez les cas :

La Spondylarthrite Ankylosante est une maladie qui peut survenir a un
age précoce chez I'enfant entre 4 a 16 ans. Cependant, la majorité des études
montrent que le diagnostic est posé avant I'dge de 40 ans que ce soit chez les
malades HLAB27+ ou B27- (Van der Linden SM et al., 1984).

Dans ce présent travail, nous avons essayé de chercher une association
entre le polymorphisme étudié et 1'age précoce de la maladie. Ainsi, nous avons
regroupés les malades selon deux tranches d’ages : les malades moins de 40 ans
et ceux de plus de 40ans.

Puis, nous avons étudié la distribution du génotype MICA-129 selon ces deux

tranches d’age.

Tableau 6 : La distribution du génotype MICA-129 selon deux tranches d’age

MICA-129met/129val ou
MICA-129met/129met OR P
MICA-129val/129val
Moins de 40ans
9 27
n=36
NS | NS
40 ANS ET PLUS
18 36
n=54

Les résultats obtenus ne montrent aucune association entre les trois
génotypes trouvés cher les cas et les deux tranches d’ages (tableau 6).
En revanche, les résultats obtenus par 1'équipe de Amroun montrent une
importante association entre l'allele MICA-129met a 1'état homozygote et la
forme précoce de la maladie, puisque 60% des cas, qui portent le génotype
met/met, ont eu leur premiére attaque a un age précoce (15ans),
indépendamment du HLA B27.

Nous ne pouvons pas conclure sur l'effet du polymorphisme sur le

déclenchement précoce de la maladie puisque nous ne savons pas si les
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malades suivis par le service de rhumatologie au CHU ORAN, se sont présentés
dés leur premiere attaque.

Il est probable de penser que des personnes ayant une homozygotie de 'alléle
MICA-129met, présentent leur premiere attaque a un age précoce. En effet,
I'expression des protéines MICA 129met chez les personnes homozygotes pour
cet allele est plus importante que chez les patients hétérozygotes et par
conséquent, il y aura une forte affinité avec le NKG2D augmentant ainsi le seuil

d’activation des NK, et par conséquent, la cytotoxicité.
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Conclusion :

Les travaux immunogénétiques réalisés sur les maladies auto-immunes ne
s'intéressaient auparavant qu’aux genes HLA classiques. Ils ont pu déterminer
plusieurs associations entre celle-ci et différents alleles. La spondylarthrite
ankylosante en fait partie, puisque la spécificitt HLA-B27 est le facteur de
risque le plus important dans la survenue de la maladie, caril en est fortement

associé.

Récemment, beaucoup d’études se sont intéressés a d’autres génes pour
d’éventuelles associations aux MAIL Le geéne MICA, genes apparentés aux
molécules HLA de classe I, a fait I'objet de plusieurs études d’associations avec
différentes MAI et cela a travers ses différents alleles. Un peu plus tard, deux
études récentes viennent décrire un polymorphisme fonctionnel au niveau de
I’exon 3 du gene MICA qui code pour le domaine extracellulaire a2 engendrant
soit une méthionine soit une valine a la position 129. Le polymorphisme semble
affecter la survenue de la SA ainsi que I'évolution de certains cancer.

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés a l'implication de ce
polymorphisme MICA metl29val dans le développement de la SA dans un
échantillon de la population de I'Ouest Algérien. Nous avons constaté une
association significative entre 'allele MICA-129met et la SA. Cette association
est parfaitement corrélée aux résultats des travaux réalisés dans une population
algéroise.

En effet, la présence de l'acide aminé méthionine a la position 129 du
domaine a4 semble affecter ’activation des NK et des LTy/ . Ainsi, la présence
des molécules MICA-129met sur des cellules subissant un stress cellulaire, ont
une forte affinité avec les NKG2D portées par ces lignées lymphocytaires, ceci
peut déclencher la cytotoxicité engendrant par la suite des maladies auto-

immunes.
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En revanche, I'allele MICA-129 val ne semble pas étre associé ni a la SA, ni
aux MAI, cependant, il est corrélé au développement des cancers.

La présence de l'allele MICA-129met peut étre associé a la survenue de la
SA et peut également protéger de 1'évolution de certains cancers et ceci, en

déclenchant une cytotoxicité via le complexe MICA-NKG2D.

Il serait intéressant d’étudier le polymorphisme MICA metl29val dans
d’autres maladies auto-immunes, notamment les maladies intestinales
chroniques telles que la maladie de crohn et la maladie cceliaque, pour
rechercher d’éventuelle association. En effet, la distribution des molécules
MICA reste restreinte et retrouvée surtout sur 'épithélium intestinal, il est donc
nécessaire de s’intéresser a ce polymorphisme pour déterminer le quel des deux
polymorphismes coderont pour ces protéines restreintes en temps normal, et
en cas de stress qui aboutit le plus souvent aux maladies inflammatoires de

I'intestin.

Nous nous sommes intéressés également a 1'effet de ce polymorphisme
dans le développement de la SA par rapport au statut HLA-B27 qui représente
le facteur génétique le plus important a la survenue de la SA.

Les résultats obtenus n'ont montré aucun effet, ni synergique ni indépendant

e e,

Il reste intéressant d’étudier I'influence de ce polymorphisme sur d’autres
genes HLA ou non HLA, associés déja a la SA, tels que 'allele HLA-DR4 du
gene HLADRBI, le gene HLA-DQB1, HLA-DPB1, aux clusters de I'IL-1, au
gene du TNFa ou également au gene CARD15.
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